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3 EINLEITUNG

3.1 Das Aktionspotential des Herzmuskels

Fiir die Kontraktion des Herzens ist eine koordinierte Erregung der Kardiomyozyten der Vorhofe, des
AV-Knotens, des ventrikuldren Reizleitungssystems sowie der Kammern notwendig. Durch ein
komplexes Zusammenspiel von lonenstromen entstehen dabei elektrische Aktionspotentiale in den
verschiedenen anatomisch und physiologisch unterschiedlichen Arealen des Herzens.

Die zyklische Aktivitidt im Sinusknoten steht am Anfang des physiologischen Sinusrhythmus. Diese
Erregung breitet sich in der Folge =zunidchst iiber die Vorhofe, dann weiter iiber den
Atrioventrikularknoten auf die Ventrikelebene und iiber das His-Biindel auf die Tawara-Schenkel aus.

Von dort aus wird dann die Erregung der Arbeitsmuskulatur der Herzventrikel getriggert.

Sinusknoten

AV-Knoten

His-Biindel

Purkinje-Faden

Abbildung 1:  Die Abbildung zeigt die riumliche Aufteilung der kardialen Erregungsleitung ausgehend
vom Sinusknoten bis zum Ventrikel.
Die kardiale Erregungsleitung breitet sich zundchst iiber die Vorhdfe, dann weiter iiber den
Atrioventrikularknoten auf die Ventrikelebene und tiber das His-Biindel auf die Tawara-

Schenkel aus [Eichmann, 1998].

Die molekularen Trager dieser lonenstromungen sind lonenkandle, die aus einer oder mehreren
Protein-Untereinheiten bestehen, welche von den entsprechenden lonenkanalgenen im Genom kodiert

werden.

3.1.1 Phasen des kardialen Aktionspotentials

Man unterscheidet zwischen verschiedenen Arbeitsphasen (Phase 0-Phase 4) des Myokards bei der
kardialen Erregungsleitung. Diese werden durch lonenstrome in der kardiomyozytiren Zellmembran

(Sarkolemma) ausgeldst, die die Arbeitsphasen zeitlich und rdumlich steuern.
11
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Aktionspotenzial

Na*
J
H

5N
AN
| &
QT-Zeit
(S (e
Erregung Erregung
derVorhofe  der Kammemn
——
Ruckbildung brz)

der Kammererregung

Abbildung 2:  Aktionspotential des Herzmuskels wund Charakterisierung der einzelnen
Erregungsphasen.
Es sind eine normale (blau) und eine pathologische (rot) Repolarisation dargestellt mit ihren
Jeweiligen Auswirkungen auf das Aktionspotential (schematisch) und das QT-Intervall im

Oberflichen-EKG [Hein, 2009].

Phase 0 - Ruhezustand:
Die Herzmuskelzelle befindet sich im depolarisierten Zustand und das Membranpotential ist nahe dem

Kaliumruhepotential. Natrium- (In,) und Calciumkanile (I¢,) sind geschlossen.

Phase 1 - Depolarisation:
Hier kommt es zur Depolarisation der Herzmuskelzelle durch einen schnellen Einstrom von

Natriumionen (Iy,) in die Herzmuskelzelle.

Phase 2 - Plateau-Phase:

Es stromen langanhaltend Calciumionen (I¢,) in die Herzmuskelzelle ein und triggern eine weitere
Freisetzung von Calciumionen aus den intrazelluldren Speichern des sarkoplasmatischen Retikulums.
Die Calciumkanile schlieBen nach 100ms und Calcium wird wieder zuriick in die Speicher

beziehungsweise aus der Zelle heraus befordert, und die Herzmuskelzelle relaxiert.
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Phase 3 - Repolarisation:
Durch die Offnung von repolarisierenden Kaliumkanilen (I, Ig;) kehrt das Membranpotential wieder
zum Ausgangspunkt zuriick. Eine Verldngerung der Phase 3 fithrt zu einer Verzdgerung der

Repolarisation und verlidngert die Repolarisation und somit das QT-Intervall.

Phase 4 - Ruhezustand:

In Phase 4 befindet sich die Zelle im Ruhezustand. Eine langsame Depolarisation iiber I;-Strdéme durch
zyklonukleotid-regulierte Kationenkanile (v.a. HCN2 und HCN4) fiihrt beim Uberschreiten des
Schwellenpotentials fiir den spannungsabhdngigen Natriumkanal (SCN5A) zum néichsten

Aktionspotential (Iny).

3.1.2 Molekulare Grundlagen der Repolarisation

Das Aktionspotential im Ventrikel ist bei einem verldngerten QT-Intervall ebenfalls verzogert.

Durch eine Verdnderung in den Kaliumkanidlen, zum Beispiel durch eine Mutation, die zu einer
Kaliumstromreduktion fiihrt, kann es zu einer solchen Verlingerung des Aktionspotentials kommen.
Aber auch durch aktivierende andere Mutationen, zum Beispiel in den depolarisierenden Na- oder Ca-
Kanilen, kann das Aktionspotential verldngert werden. Letztere sind jedoch aufgrund der statistisch
kleineren Wahrscheinlichkeit von aktivierenden gegeniiber inaktivierenden Mutationen um mehr als

eine GrofBenordnung seltener.

Abbildung 3:  Bildliche Darstellung eines Ionenkanals, der aus alpha- und beta-Untereinheiten
aufgebaut ist.

[Medeiros-Domingo et al., 2007].
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3.1.3 Das QT-Intervall

Das QT-Intervall beschreibt die Dauer zwischen der Q- und der T-Zacke im EKG und ist in der
Normalbevolkerung nahezu normalverteilt mit einem Mittelwert bei 400ms. Diese Zeitdauer ist stark
abhéngig von der Herzfrequenz. Der Korrelationskoeffizient zwischen dem QT- und dem RR-Intervall
betrigt ca. 0,5 < r* < 0,6 in Abhéngigkeit von der untersuchten Bevolkerungsstichprobe. Der Begriff
QTec steht fiir das korrigierte QT-Intervall. Ublicherweise ist QTc fiir die Herzfrequenz korrigiert,
manchmal auch fiir das Alter und das Geschlecht. Typische Standardabweichungen aus
Bevolkerungsstudien sind fiir das QT-Intervall ca. £28ms und fiir das QTc-Intervall ca. +17ms. Die

QT-Zeit ist bei Frauen iiblicherweise um ca. 5-10ms ldnger als bei Ménnern.

Die Herzfrequenzkorrektur des QT-Intervalls nach Bazett:

QTc[ms] = QT[ms] / VRR[ms]

Die Herzfrequenzkorrektur des QT-Intervalls mit linearer Regression (z.B. 0,150):

QTc[ms] = QT[ms] — 0,150 * RR[ms]

Die Korrektur mit linearer Regression ist der Korrektur nach Bazett vorzuziehen, da sie zu einer
stidrkeren Reduktion der Varianz fiihrt [Pfeufer et al., 2005].

Eine Verlangerung des QTc von tiber 450ms bei Ménnern bzw. 460ms bei Frauen wird im klinischen
Gebrauch als ein signifikant verldngertes QTc-Intervall bezeichnet und kann auf das Vorliegen eines
monogenen Long-QT Syndroms (LQTS) hinweisen. Andere EKG-Hinweise auf das Vorliegen von
Repolarisationsstorungen sind alternierende T-Wellen (,,T-wave alternans) und gekerbte T-Wellen
(,,T-wave notches®), (s. Abbildung 6). Eine erhohte Mortalitdt bei Personen mit einem verldngerten

QT-Intervall wurde erstmals im Jahr 1991 beschrieben [Shouten, 1991].

3.1.4 Repolarisationsstorungen

Eine Storung der Repolarisation im Herzen tritt oft als Verlangerung des QT-Intervalls in
Erscheinung. Sie kann zu einer ventrikuldren Tachykardie (VT) fithren, die dann typischerweise vom
Torsade de pointes-Typ (TdP) ist. Eine TdP-Tachykardie kann in Kammerflimmern (VF) degenerieren
und schlieBlich zum plétzlichen Herztod fithren (SCD). Sowohl VT, TdP und VF konnen als
Synkopen symptomatisch werden [Elming et al., 1998].

Eine Repolaristionsstorung vom TdP-Typ ist in der folgenden EKG-Aufzeichnung wiedergeben:
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Abbildung 4:  12-Kanal EKG, das eine ventrikulire Tachykardie vom Torsade de pointes-Typ (TdP)
zeigt.
Dargestellt sind in drei Kandlen jeweils sechs Ableitungen im Wechsel (Zeile 1-3), sowie
darunter durchgehend die Ableitung Il (Zeile 4). Eine ventrikuldre Extrasystole (VES) wird
von einer Pause und einem anschlieffenden supraventrikulir ausgelosten Schlag gefolgt. Der
anschlieflende vorzeitige Kammerschlag wird gefolgt von einer Episode polymorpher
ventrikuldrer Tachykardie. Diese weist die typischen schraubenformig oszillierenden
Kammerkomplexe einer TdP-Tachykardie auf, die durch eine kontinuierliche Verdrehung der

ORS-Achse um eine gedachte Grundlinie charakterisiert sind [Karls-Universitdit-Prag, 2013].

3.2 Das monogene Long-QT Syndrom

3.2.1 Definition

Das monogene Long-QT Syndrom (LQTS) ist durch eine signifikante Verlingerung des QT-Intervalls
iiber die oben beschriebenen Schwellenwerte charakterisiert. LQTS ist eine relativ seltene Erkrankung
mit einer Haufigkeit zwischen 1:2.000 und 1:5.000 in der Normalbevolkerung [Hedley et al., 2009].

LQTS wird durch Mutationen in Genen fiir einige der oben erwéhnten lonenkanéle sowie in Genen fiir
mit diesen interagierende Proteine hervorgerufen. Die Erkrankung ist funktionell charakterisiert durch
einen abnormen Ablauf der kardialen Repolarisation in den ventrikuldren Herzmuskelzellen. Wéhrend

geringfiigige Anderungen und Stérungen der kardialen Repolarisation sich in der Normalbevélkerung
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als Variation des QT-Intervalls manifestieren, ist das Long-QT Syndrom die monogene
Modellerkrankung einer stirker gestorten kardialen Repolarisation.

Die QT-Verlingerung muBl in den Betroffenen, jedoch nicht zu jedem Zeitpunkt, iiber den
Schwellenwerten liegen, so da ein EKG mit einem normalen QT-Intervall nicht zwingend zum
definitiven Ausschlul der Diagnose verwendet werden kann.

Hier folgt die Abbildung eines Elektrokardiogramms bei einem Patienten mit LQTS:

i
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Abbildung 5:  EKG bei Long-QT Syndrom mit Tachykardie.
Trotz der primdr nicht als verldngert erscheinenden QT-Zeit von 358ms ergibt sich nach
Frequenzkorrektur aufgrund der vorliegenden Sinustachykardie (HF=125/min; RR=572ms)
ein deutlich verlingertes QTc-Intervall von 477ms [Wikipedia, 2013].

Typischerweise sind auch diagnostisch wegweisend T-Wellen-Einkerbungen (,,notches®) sowie
alternierende T-Wellen (,,alternans®), die selbst im Falle eines nicht signifikant verldngerten QT-

Intervalls auf Repolarisationsstorungen hinweisen kdnnen (siehe Abbildung 6).

positive T-Welle

T-Wellen-Kerbung

negative T-Welle

Abbildung 6: EKG bei Long-QT Syndrom mit T-Wellen-Einkerbungen (links) sowie alternierende T-
Wellen (rechts).
Bei alternierenden T-Wellen wechseln sich solche mit positiver und negativer Amplitude ab

[Universitdtsklinikum-Heidelberg, 2013].
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3.2.2 Historie

Das Long-QT Syndrom wurde erstmals im Jahr 1957 von Anton Jervell und Fred Lange-Nielsen
beschrieben [Jervell et al., 1957]. Sie berichteten iiber ein nicht blutsverwandtes Ehepaar mit sechs
Kindern, vier ihrer Kinder waren taub und litten an rezidivierenden Synkopen unklarer Genese. Drei
dieser Kinder verstarben an einem plotzlichen Herztod. Bei den Eltern waren keine kardiologischen
oder neurologischen Erkrankungen bekannt. Die einzige Auffilligkeit bei den Kindern war eine
bekannte Verldngerung der QT-Zeit im EKG.

Eine weitere Studie wurde zu diesem Thema sechs Jahre spiter von Romano und Ward, beides
Kinderérzte, verdffentlicht [Romano et al., 1963]. Ein Syndrom mit rezidivierenden Synkopen,
plotzlichem Herztod in der Familienanamnese und einer QT-Zeit-Verldngerung im EKG jedoch ohne
Gehorlosigkeit wurde von ihnen beobachtet.

Durch weitere Studien konnte gezeigt werden, dass homozygote Mutationen mit autosomal-
rezessivem Vererbungsmuster der von Jervell und Lange-Nielsen beschriebenen Erkrankung zugrunde
lagen, wihrend Romano und Ward die heterozygote Variante ohne Gehorlosigkeit entdeckt hatten, die
autosomal-dominant vererbt wird.

Das Long-QT Syndrom wurde schlieBlich im Jahr 1995 als Ionenkanalerkrankung erkannt [Wang et
al., 1995a).

3.2.3 Genetische Ursachen

Die ersten drei Krankheitsgene des monogenen Long-QT Syndroms wurden in den Jahren 1995 und
1996 entdeckt [Curran et al., 1995], [Wang et al., 1995b], [Wang et al., 1996], [Bennett et al., 1995].
Mittlerweise sind 13 Krankheitsgene bekannt. In ca. 75% aller klinisch mit LQTS diagnostizierten

Patienten kann in einem dieser Gene eine monogene Mutation identifiziert werden.
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Tabelle 1:  Darstellung der verschiedenen Gene, in denen monogene Mutationen zu LQTS fiihren
Syndrom Genort (H((;}(;IC) (Ve(r;:ll:e ) Vererbung Haufigkeit*
LQT1 11p15.5 KCNQI KvLQTI dominant 40-55%
LQT2 7q35-36 KCNH?2 HERG dominant 15-20%

LQT3 3p21-24 SCN54 SCN5a dominant 5%
LQT4 4q25-27 ANK?2 ANKB dominant 1-2%
LQTS5 21q22.1-22.2 KCNE] MinK dominant 1%
LQT6 21q22.1-22.2 KCNE?2 MiRPI dominant selten
LQT7 17923 KCNJ2 Kir2.1 dominant selten
LQT8 12p13.3 CACNAIC CACNAlc dominant selten
LQT9 3p25 CAV3 CAV3 dominant selten

LQT10 11923.3 SCN4B SCN43 dominant bisher 1 Familie
LQT11 7q21-q22 AKAPY AKAPY dominant selten
LQTI12 20q11.2 SNTAI SNTAI dominant selten
LQT13 11g23.3-24.3 KCNJ5 Kir3.4 dominant selten
JLNI1 11p15.5 KCNQI KvLQTI rezessiv 6,3%
JLN2 21q22.1-22.2 KCNEI] MinK rezessiv 0,7%

RWS = Long-QT Syndrom (vom Romano-Ward-Typ), JLN = Long-QT Syndrom (vom Jervell und Lange Nielsen-
Typ) [Medeiros-Domingo et al., 2007], [GHDP, 2010]. *Die Hdufigkeit bezieht sich auf die Gesamtheit aller

bisher untersuchten Long-QT Patienten.

Beim autosomal-dominanten Long-QT Syndrom sind in der Literatur mittlerweile iiber 500
Mutationen in 13 Genen beschrieben. Beim autosomal-rezessiven Jervell und Lange-Nielsen Syndrom

kommen Mutationen nur in zwei dieser 13 Gene vor (KCNQI und KCNE]).

Mutationen in Kaliumkanélen und in mit ihnen interagierenden Proteinen (z.B. KCNE1 und KCNE?2)
filhren dabei zu einem reduzierten Kaliumauswirtsstrom, vor allem in Phase 3 des Aktionspotentials
(verminderte Repolarisation). Mutationen in Natriumkanilen und in mit ihnen interagierenden
Proteinen (z.B. ANK2, CAV3 und SCN4B) fithren typischerweise zu einem vermehrten
Natriumeinwértsstrom, vor allem in Phase 0, 1 und 4 des Aktionspotentials (vermehrte
Depolarisation). Beide Mechanismen fiihren zu einer Verlangerung des kardialen Aktionspotentials
und damit auch der QT-Zeit. Um die vorliegende Pathophysiologie jedes Patienten besser verstehen zu
konnen und dementsprechend die Therapie anzupassen, ist es wichtig, in jedem Betroffenen das

mutierte Krankheitsgen sowie die verursachende Mutation zu identifizieren.
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Den betroffenen Krankheitsgenen beim autosomal-dominanten LQTS (RWS) lassen sich klinisch
relevante unterschiedliche Subphénotypen zuordnen. Das wird hier am Beispiel der drei am haufigsten

betroffenen Krankheitsgene erlautert:

LQT1:

Im Gen KCNQI (Chr. 11p15.5) liegt in ca. 40-55% aller LQTS-Patienten eine Mutation vor. Die
Expression des Gens findet vor allem in Innenohr, Pankreas, Darm und in der Niere statt.
Krankheitsmutationen fiihren zu einem verringerten Ixs-Repolarisationsstrom bedingt durch die
mutationsbedingt geringere Leitfdhigkeit der alpha-Untereinheit des spannungsabhidngigen KCNQI-
Kaliumkanals. Bei LQT1 ist die T-Welle im EKG oft verbreitert. Bei LQT1-Mutationen kommt es
hdufig zur Triggerung ventrikuldrer Arrhythmien bei Stimulation des sympathischen Nervensystems
(68%) [Schwartz et al., 2001b] oder bei korperlicher Anstrengung, z.B. beim Schwimmen [Ackerman
et al., 1999]. LQT1-Mutationen haben ein minimal geringeres Risiko als LQT2-Mutationen fiir den
plotzlichen Herztod.

LQT?2:

In ca. 15-20% liegt bei LQTS-Patienten eine Mutation im Gen KCNH?2 (Chr. 7q36) vor. Dieses Gen
kodiert fiir die alpha-Untereinheit der kardialen Kaliumkanéle. Krankheitsmutationen fithren zu einem
verringerten Ig.-Repolarisationsstrom bedingt durch die mutationsbedingt geringere Leitfahigkeit der
alpha-Untereinheit des spannungsabhingigen KCNH2-Kaliumkanals. Bei LQT2 ist meist eine
niedrige Amplitude der T-Welle mit einer kleinen Einkerbung (,,T-wave notch*) erkennbar.

Patienten mit KCNH2-Mutationen erleiden ventrikuldre Arrhythmien besonders hdufig im Schlaf
(22%), im Zusammenhang mit emotionalen Stresssituationen (49%) oder mit plétzlichen auditorischen

Stimuli, wie zum Beispiel dem Klingeln eines Weckers [Schwartz et al., 2001b].

LQT3:

In ca. 5% aller LQT-Patienten liegt eine Mutation im Gen SCN54 (Chr. 3p21) vor.
Krankheitsmutationen fithren zu einem vermehrten Iy,-Depolarisationsstrom (bedingt durch die
mutationsbedingt erhohte Offenwahrscheinlichkeit und damit gesteigerte Leitfdhigkeit der alpha-
Untereinheit des spannungsabhidngigen SCN5A-Natriumkanals. Die T-Welle setzt bei LQT3 meist
verspétet ein. Bei LQT3 ist das Risiko ventrikuldrer Arrhythmien vor allem bei Bradykardie, z.B. in

Ruhe und im Schlaf, erhéht [Beaufort-Krol et al., 2005].

3.2.4 Diagnostik

Bei einem klassischen Phinotyp mit deutlicher QT-Verldngerung und rezidivierenden Synkopen ist
die Diagnosestellung des Long-QT Syndroms relativ klar. Es gibt aber Félle, wo die klinischen

Befunde und die Symptome nicht so eindeutig sind. Hier ist die Evaluation weiterer Faktoren
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notwendig, die sich aus der individuellen Anamnese, einschlieSlich der Symptome, sowie aus dem
klinischen Befund, einschlieBlich des Oberflichen-EKG, ergeben. Es sind mehrere Scores publiziert
worden, die diese diagnostischen Kriterien miteinbeziehen, unter Anderem der hdufig verwendete
Schwartz-Score [Schwartz, 1985], [Schwartz et al., 1993], [Medeiros-Domingo et al., 2007],
[Schwartz, 2006].

Der Algorithmus zur Berechnung des Schwartz-Scores ist in der folgenden Tabelle 2
zusammengetfasst. Der errechnete Score reicht von 0 bis 9 mdglichen Punkten. Bei iiber 3,5 Punkten
spricht man von einer hohen Wahrscheinlichkeit des LQTS.

Zu beachten ist allerdings, dass alle bisher entwickelten Scores lediglich Aussagen zur
Diagnosewahrscheinlichkeit des LQTS machen. Sie sind nicht zur Beurteilung der Prognose des

zukiinftigen Krankheitsverlaufes gedacht, entwickelt oder validiert worden.

Tabelle 2:  Gewichtung der Punkte im Schwartz-Score

Variablen Variablen im Detail Punkte
QTc >480 3
QTc >460-479 2
QTc > 480 (4 min nach Belastung) 1
QTc > 450-459 (nur fiir Ménner) 1
EKG
Torsade de pointes 2
Alternierende T-Wellen (,,alternans*) 1
T-Wellen-Kerbungen (,,notches®) in mindestens 3 Ableitungen 1
Bradykardie 0,5
Synkope
mit Stress 2
Anamnese
ohne Stress 1
Kongenitale Innenohrschwerhorigkeit 0,5
Familienangehorige mit diagnostiziertem LQTS 1
Familienanamnese
unklarer plotzlicher Herztod unter 30 Jahren 0,5

QOTc wurde mit der Bazett-Formel berechnet (QTc=QT/VRR). Zur Berechnung des Schwartz-Scores werden
folgende Strata gebildet:

<I Punkt: geringe Wahrscheinlichkeit fiir LOTS

1,5-3 Punkte: mittlere Wahrscheinlichkeit fiir LOTS

= 3,5 Punkte: ~ hohe Wahrscheinlichkeit fiir LOTS

Da Mutationstrdger durchaus klinisch unauffillig sein konnen, also z.B. auch keine auffillige
Verldangerung des QT-Intervalls aufweisen miissen, ist in betroffenen Familien mit bekannter Mutation
auf jeden Fall eine molekulargentische Untersuchung in den weiteren Familienmitgliedern ratsam,

auch wenn diese keinen hohen Schwartz-Score zu einem bestimmten Zeitpunkt erreichen.
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3.2.5 Therapie

Der primére Ansatz ist zundchst eine Therapie mit Betablockern, wenn keine Kontraindikationen
vorliegen. Hierzu geeignet ist zum Beispiel Propanolol in der tdglichen Dosierung von 2-3mg/kg/Tag,
ggf. auch 4mg/kg/Tag, da dieser Betablocker auch die Blut-Hirnschranke problemlos passieren kann.
Nadolol in der Dosierung 1mg/kg/Tag kann als Ausweichpriparat gegeben werden. Betablocker mit
einer intrinsischen sympathomimethischen Aktivitit diirfen nicht gegeben werden. Unter dieser
antiadrenergen Therapie zeigte sich eine Letalitdt bei Patienten mit unbekanntem Genotyp von 2% im
Untersuchungszeitraum [Moss et al., 2000].

Die Wirkung liegt moglicherweise in der Sensibilisierung fiir Katecholamine bei reduziertem
Kaliumstrom und in der Sensibilitit fiir eine Betablockade. Daher ist das Meiden von Trigger-
Aktivitdten wie zum Beispiel Wettkampfsport, Vagusmanodver und Tauchen prophylaktisch wichtig
[Roden, 2008]. Aber eine regelmdfige Bewegung ist ratsam. Auch QT-Zeit verldngernde
Medikamente sind nicht erlaubt. Eine Therapie mit Betablockern beim medikanteninduzierten LQTS
ist allerdings kontraindiziert. Wichtig ist zudem der Ausgleich einer Hypokalidmie sowie die Gabe
von Magnesium oder eine Therapie mit Orciprenalin bei zu niedriger Herzfrequenz.

Eine weitere Moglichkeit bei Hochrisikopatienten ist die linksventrikuldre sympathische Denervierung
mittels Thorakotomie [Schwartz et al., 2004], die in einer Studie bei 91% der Patienten zu einer
Reduktion der kardialen Ereignisse und zu einer Verkiirzung der QT-Zeit im EKG im Durchschnitt
um 39ms gefiihrt hatte. Leider besteht bei diesem operativen Eingriff als Nebenwirkung die Gefahr
eines iatrogenen Horner-Syndroms.

Nur bei wenigen Patienten ist schlielich die Implantation eines Herzschrittmachers indiziert.
Heutzutage werden aber immer oOfters Defibrillatoren mit Schrittmacherfunktion implantiert,
insbesondere nach einem bereits durchgemachten Herzstillstand. Der Einsatz bei Patienten ohne

bisherigen Herzstillstand ist umstritten [Viskin et al., 2009].

3.2.6 Komplexe Pridispositionen zu Repolarisationsstorungen

Neben den beschriebenen monogenen existieren auch polygene Dispositionen, die zu
Repolarisationsstdorungen fiihren konnen. Diese werden durch das Zusammenwirken von mehreren
iiblicherweise haufigen genomischen Varianten (,,Polymorphismen®) verursacht, die fiir sich
genommen nur jeweils eine geringe Risikoerhdohung bewirken. Diese schwachen Varianten konnen
aber additiv oder auch nicht-additiv zusammenwirken, im letzteren Fall spricht man von statistischer
Interaktion oder epistatischen Effekten. Polygene Erkrankungen werden alternativ oftmals auch als
komplexe Erkrankungen bezeichnet, da neben genetischen Varianten iiblicherweise auch exogene und

umweltbedingte Faktoren an der Erkrankungsétiologie beteiligt sind.
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3.2.7 Das medikamenteninduzierte LQT-Syndrom

Viele Medikamente konnen tiiber eine Verldngerung der QT-Zeit zum LQTS fithren, zum Beispiel
durch eine Wirkung auf den Kaliumstrom in der Herzmuskelzelle. Jedoch der genaue Mechanismus ist

noch nicht gekléart [Haverkamp W, 2002].

Tabelle 3: Medikamente, die ein LQTS ausléosen konnen

Indikationsgruppe Wirkstoffe (Beispiele)
Herz-Kreislauf- Adrenalin, Dobutamin, Dopamin, Ephedrin, Indapamid, Isradipin, Midodrin,
Medikamente Noradrenalin
Antiarrhythmika Amiodaron, Chinidin, Disopyramid, Flecainid, Sotalol

Anmitriptylin, Chloralhydrat, Citalopram, Chlorpromazin, Clomipramin, Doxepin,

Felbamat, Fluoxetin, Flupentixol, Galantamin, Haloperidol, Imipramin,
Neuro- und
Levomepromazin, Lithium, Methadon, Methylphenidat, Nortriptylin, Olanzapin,
Psychopharmaka
Paroxetin, Quetiapin, Risperidon, Sertindol, Sertralin, Thioridazin, Tizanidin,

Trimipramin, Venlafaxin

Magen-Darm-Mittel Cisaprid, Dolasetron, Domperidon, Granisetron, Octreotid, Ondansetron, Sibutramin

Asthmamittel Salbutamol, Salmeterol, Terbutalin
Azithromycin, Ciprofloxacin, Clarithromycin, Erythromycin, Levofloxacin,
Antibiotika
Moxifloxacin, Ofloxacin, Trimethoprim-Sulfamethoxazol
Virustatika Amantadin, Foscarnet
antiparasitére Mittel Chinidin, Chloroquin, Mefloquin, Pentamidin
Antimykotika Fluconazol, Itraconazol, Ketoconazol, Voriconazol
andere Wirkstoffe Alfuzosin, Phenylephrin, Pseudoephedrin, Tacrolimus, Tamoxifen, Vardenafil

Dargestellt werden einige Medikamente, die zur einer Verlingerung der QT-Zeit fiihren konnen und ihre
Indikationsgruppen [Hein, 2009]. Diese Tabelle ist lediglich eine Ubersicht und entspricht nicht der
Vollstindigkeit.

3.2.8 Komplexe genetische Ursachen von Repolarisationsstérungen

Es wurde gezeigt, dass das verldngerte QT-Intervall das Risiko fiir ventrikuldre Arrhythmien erhdht,
die wiederum zu einem SCD (sudden cardiac death) fiihren kdnnen [Straus et al., 2006]. In mehreren
genomweiten Assoziationsstudien wurde mittlerweile die Assoziation zwischen SNPs in der Ndhe der
Gene NOSIAP und OLFML2B (z.B. rs10494366) sowie der Linge des QT-Intervalls in der
Normalbevolkerung beschrieben [Arking et al., 2006]. Durch Aaranoudse et al. konnte dieser
Zusammenhang auch in einem weiteren Patientenkollektiv von 228 Teilnehmern bestétigt werden
[Aarnoudse et al., 2007]. Die komplexe genetische Modulation des QT-Intervalls durch hiufige

genetische Varianten wird im Detail im Kapitel 3.4 - genomweite Assoziationsstudien - beschrieben.
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3.3 Plétzliche Herztodsyndrome

3.3.1 Sudden Cardiac Death (SCD)

"Sudden cardiac death" (SCD) ist eine der hdufigsten todlichen kardialen Ursachen. In Deutschland
sterben 100.000-200.000 Menschen pro Jahr mit dieser Diagnose. SCD beinhaltet den kardialen Tod
innerhalb einer Stunde nach Beginn der ersten Symptome. Die Definition bezieht sich nicht auf eine
spezielle kardiale Ursache im Konkreten, denn es konnen viele verschiedene Griinde zu einem
plotzlichen unerwarteten kardialen Tod fiithren [Virmani et al., 2001].

Die hiufigste Ursache ist eine durch einen Herzinfarkt ausgeloste akute ventrikuldre Tachykardie, die
in Kammerflimmern degeneriert (VI/VF). Am zweithdufigsten kommt es zu einem SCD bei
erwachsenen Patienten durch eine linksventrikuldre Hypertrophie, die wiederum zu VT/VF fiihren
kann.

Auch bei jungen Athleten wurde ein SCD unklarer Genese beobachtet. Ein Ungleichgewicht der
autonomen Aktivierung des Herzmuskels wurde beschrieben, aber insbesondere auch bei
Herzinsuffizienzpatienten [Pokorny et al., 2011]. Typisch fiir diese Erkrankung ist, dass bei einer

Obduktion keine klare Ursache fiir den plotzlichen Tod gefunden werden kann [Tester et al., 2005a].

3.3.2 Sudden Infant Death Syndrome (SIDS)

3.3.2.1 Definition

Der plotzliche Kindstod bzw. das ,,sudden infant death syndrome® (SIDS) beschreibt den plétzlichen
Tod eines Kindes mit unklarer Todesursache im Alter bis zu 1 Jahr. Die Diagnose eines plotzlichen
Kindstods wird durch den Pathologen bzw. Rechtsmediziner gestellt, der keine erklidrbare Ursache fiir
den plotzlichen Tod finden konnte. SIDS ist damit eine Ausschlussdiagnose.

Die Inzidenz von SIDS hat in den letzten zwei Dekaden in den westlichen Léndern durch
PriventionsmaBnahmen wie Vermeidung von Bauchlage, Hitzestau und Rauchexposition deutlich
abgenommen, in Deutschland sogar um 66%: Von 1,4 auf 1000 Lebendgeborenen in 1990 auf 0,47
von 1000 Lebendgeborenen in 2006, siche Tabelle 4. Der plotzliche Kindstod betrifft aber in
Deutschland immer noch viele hundert Kinder jéhrlich. In Deutschland starben im Jahr 2008 321
Babys am plétzlichen Kindstod [Statistisches-Bundesamt, 2008].
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Tabelle 4:  SIDS-Fille zwischen 1990 bis 2008 in Deutschland

Jahr 1990 2006 2008
Lebendgeborene 905675 672724 682514
gestorbene Sduglinge im 1 Jahr 6385 (7,0%) 2579 (3,8%) 2414 (3,5%)
an SIDS 1425 (1,4%) 319 (0,47%) 321 (0,47%)

Lebendgeborene, Sduglingssterblichkeit und SIDS-Fdlle zwischen 1990 und 2008.

Daten vom statistischen Bundesamt 2008 [Statistisches-Bundesamt, 2008].

Die Sduglingssterblichkeit liegt in Bayern seit mehreren Jahren unter dem Durchschnitt anderer
Bundesldnder. Die wichtigsten Ursachen sind Frithgeburten, angeborene Fehlbildungen und der
plotzliche Kindstod (SIDS). Bei ungeféhr jedem zehnten dieser Kinder wurde ein SIDS diagnostiziert:
29 Babys starben 2006 am plotzlichen Kindstod in Bayern (s. folgende Abbildung mit Daten des

statistischen Bundesamtes von 2006).

Falle von plotzlichem Kindstod in Bayern
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Abbildung 7:  Daten des statistischen Bundesamtes iiber die Félle von plotzlichem Kindstod in Bayern.
Diese Abbildung zeigt Daten des statistischen Bundesamtes iiber die Verteilung der Fille an

plétzlichem Kindstod in Bayern zwischen 1988 und 2007 [Statistisches-Bundesamt, 2006].

3.3.2.2 Historie

Seit der Antike wird berichtet, dass auch schon damals wie auch heute augenscheinlich ,,gesunde®

Kinder ganz plétzlich ohne ersichtlichen Grund wéhrend des Schlafes sterben konnen. Eine der ersten
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Autopsien eines solchen plotzlichen unerwarteten Kindstods wurde durch Samuel Fearn veranlasst
und im Jahre 1834 in Lancet publiziert [Fearn, 1834].

Auch heute, viele Jahre spiter, obwohl es relativ viele Verdffentlichungen zu diesem Thema bereits
gibt, bleibt die Thematik weiterhin mysteriés und ungeklart mit vielen offenen Fragen [Kinney et al.,

2009].

3.3.2.3 Ursachen von SIDS

Mittlerweile haben Forscher bereits mehr als 50 mogliche Risikofaktoren fiir den plétzlichen Kindstod
diskutiert [Sullivan et al., 2001], was die konkrete Ursachensuche nicht gerade einfacher gestaltet.
10% der Fille, die zum SIDS hinzugezéhlt werden, sterben an monogenen, d.h. mendelsch-vererbten
Erkrankungen. Dazu gehdren vorwiegend das monogene Long-QT Syndrom (LQT), das Brugada-
Syndrom (B1S) und die katecholaminerge polymorphe ventrikuldre Tachykardie (CPVT) [Fuse, 2010].
Eine genetische Pradisposition zum pldtzlichen Kindstod (SIDS) kann aber sowohl durch monogene
als auch durch komplexe Krankheitsmodelle erkldrt werden.

Zwischen dem 2. und 4. Lebensmonat wurde eine Haufung der plotzlichen Todesfélle beobachtet. Als
mogliches Risiko wird der néchtliche Schlaf sowie ein geringes Geburtsgewicht, das méannliche
Geschlecht, niedriger sozialer Status und durchgemachte Infektionen [Guntheroth et al., 2002],
[Mitchell, 2009], [Moon et al., 2007], [Stockwell et al., 1988] angesehen. Auch eine respiratorische
Ursache wurde in Studien vermutet [Kinney et al., 2009], konnte aber nicht abschlieBend bestitigt
werden [Waggener et al., 1990], [Schechtman et al., 1991].

Bei den genetische Risikofaktoren konnen die ethnische Herkunft und die genetische Kontrolle von

Korperfunktionen eine Rolle spielen [Blackwell et al., 2004], [Opdal et al., 2011].

Die epidemiologischen Risikofaktoren fiir SIDS kdnnen unterteilt werden in
1. genetische Pridisposition,
2. prénatale und

3. postnatale Risikofaktoren.

3.3.2.4 Genetische Ursachen von SIDS

Genetische Préddispositionen zu SIDS werden bereits auf der ganzen Welt viel erforscht. Schwartz et
al. sowie Ackerman et al. fanden assoziierte Mutationen u.a. im SCN54-Gen und KCNQI-Gen, die
auch fiir die QT-Zeit-Verldngerung eine Rolle spielen beim Long-QT Syndrom, siehe Tabelle 1
[Schwartz et al., 2001a], [Schwartz et al., 2000], [Schwartz et al., 1998], [Ackerman et al., 2001]. Der
Phinotyp kann sowohl monogener als auch komplex polygener Natur sein. In manchen ethnischen
Gruppen, insbesondere in afrikanischen Ladndern und bei den neuseeldndischen Maori, ist das Risiko
fiir SIDS deutlich erhoht [Rasinski et al., 2003].

Einige spezifische genetische Verdnderungen z.B. im Serotonin-Transporter, die zu einer Prolongation
der respiratorischen Reflexe fithren konnen, wurden zusammen mit einem SIDS beobachtet und
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entsprechende Polymorphismen beschrieben [Weese-Mayer et al., 2003], [Rand et al., 2007]. Auch
Verianderungen an den Nikotinrezeptoren sowie in Genen, die am Inflammationsprozess beteiligt sind,

wurden in Zusammenhang mit SIDS beobachtet [Machaalani et al., 2011].

3.3.2.5 Kardiale Repolarisationsstorungen als Ursache von SIDS

Seit der Erstbeschreibung des Long-QT Syndroms ist der Zusammenhang zwischen einer gestorten
Repolarisation und dem erhdhten Risiko fiir einen pldtzlichen Herztod bekannt. In vielen Studien
wurde seitdem gezeigt, dass auch ein geringfiigig verldngertes QT-Intervall in Personen aus der
Normalbevolkerung das Risiko fiir ventrikuldre Arrhythmien erhdht, die wiederum zu einem SCD
fiihren konnen [Straus et al., 2006].

Durch Schwartz wurde im Jahr 1976 erstmals auch der Zusammenhang zwischen einer gestorten
Repolarisation und SIDS berichtet. Anschlieend wurden zur Bestdtigung {iber einen Zeitraum von 19
Jahren 34.442 Neugeborene mittels 24h-EKG-Untersuchungen gescreent. Dabei konnte gezeigt
werden, dass ein verlingertes QT-Intervall ein starker Risikofaktor fiir SIDS mit einem Faktor
(relatives Risiko) von 41 ist [Schwartz et al., 1998], viel stirker als alle bisher sonst diskutierten

moglichen Faktoren.

3.4 Genomweite Assoziationsstudien

Die Identifikation von Krankheitsgenen bei monogenen Erkrankungen, wie zum Beispiel der
zystischen Fibrose (CFTR-Gen) oder dem Long-QT Syndrom, ist aufgrund der stirkeren Effekte der
entsprechenden Mutationen schon ab Ende der 1980er Jahre durch die Kopplungsanalyse in
betroffenen Familien moglich geworden. Schwieriger ist die Identifikation prédisponierender
Varianten bei den komplexen Erkrankungen wie zum Beispiel bei den kardiovaskuldren
Erkrankungen. Hier scheinen ndmlich viele verschiedene Faktoren verantwortlich fiir den
Krankheitsausbruch zu sein, unter anderem auch Umweltfaktoren neben vielen Genvarianten, die zu
kleinen Verdanderungen im Phénotyp fithren konnen.

In den letzten Jahren ist es durch die genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) zu einem
bedeutenden Fortschritt im Bereich der Identifizierung polygener genetischer Prédispositionen fiir
komplexe Erkrankungen gekommen. Bei GWAS untersucht man Unterschiede in der Frequenz
genetischer Varianten bei Betroffenen und Unbetroffenen im gesamten Genom und findet somit die
Assoziation zwischen bestimmten Varianten und der entsprechenden Krankheit heraus. Meistens sind
hierzu groBe Kollektive an Patienten und Kontrollen, meistens mehrere hundert bis weit iiber 1.000
Personen, notwendig. Im Jahr 2010 sind bereits iiber 2.908 Assoziationssignale in tiber 779 GWAS fiir
148 Regionen beim US National Human Genome Research Institute registriert worden.

Um solche groBe Assoziationsstudien zu ermdglichen, war das 2005 und 2007 in Nature publizierte

HapMap  Project von iiber 200 weltweit kooperierenden Forschern grundlegend
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[ThelnternationalHapMapConsortium, 2005]. Es ermdglichte die Identifizierung von 6,4 Millionen
SNPs (single nucleotide polymorphisms) in 270 Individuen (aus Amerika, Japan, China, Westafrika),
von denen 2,6 Millionen eine Allelfrequenz von 5% (MAF) aufweisen, so dass sie gut als Marker fiir
Assoziationsstudien angewendet werden konnen [Frazer et al., 2007].

Der Name HapMap stammt von dem Namen Haplotyp ab, das Allele beschreibt, die zusammen
gehoren und auch zusammen vererbt werden aufgrund einer nahen chromosomalen Anordnung.

Somit lasst sich das Linkage disequilibrium (LD) zwischen benachbarten SNPs in verschiedenen
Bevolkerungsgruppen bestimmen, d.h. die Assoziation bestimmter Varianten benachbarter Genorte
oder genetischer Marker auf einem einzelnen Chromosom. Fiir alle Studien, die SNPs untersuchen, ist
das LD wichtig, da hiermit eine kausale Variante fiir die zu untersuchende Erkrankung mit einem
nahen SNP in Assoziation stehen und somit entdeckt werden kann, obwohl die Variante selber nicht
genotypisiert wurde [Cordell et al., 2005]. Folglich empfiehlt es sich generell jedes zunéchst
gefundene Assoziationssignal und jede gefundene assoziierte genetische Variante einer

Replikationsanalyse zu unterziehen.

Bei der Interpretation der Assoziationssignale ist es wichtig zu verstehen, dass sie lediglich Regionen
identifizieren, in denen sich die kausalen Gene und Varianten befinden. Die ursdchlichen Varianten
und die fiir die zu untersuchende Erkrankung kausalen Gene konnen auf diese Art und Weise nicht
identifiziert werden. Daher sind im Anschlul an eine GWAS noch weiterfiihrende kausale
funktionelle Untersuchungen erforderlich [Altshuler et al., 2008]. Insgesamt ist somit ein weiter Weg
zu beschreiten bis zum abschlieBenden Kausalitidtsnachweis fiir die Krankheitsrelevanz einer

Genvariante und eines Krankheitsgens.

3.4.1 GWAS von kardialen Repolarisationsstérungen

Wie bereits weiter oben in dieser Arbeit beschrieben, zdhlen die meisten Herzrhythmusstorungen, wie
auch die tiberwiegende Zahl der Félle von plétzlichem Herztod, zu den komplexen Erkrankungen. Bei
diesen Erkrankungen vermutet man, dass wahrscheinlich viele verschiedene Gene einen minimalen
Einfluss auf das Erkrankungsrisiko zusammen mit Umweltfaktoren haben [Arking et al., 2009].

Fir die Untersuchung komplexer Dispositionen zu kardialen Repolarisationsstorungen ist
insbesondere das in der Normalbevolkerung annéhernd normal verteilte QT-Intervall sehr geeignet, da
es im EKG einfach messbar ist. Durch Arking et al. wurde im Jahre 2006 erstmals eine genomweite
Assoziationsstudie flir das QT-Intervall durchgefiihrt [Arking et al., 2006]. Diese Studie identifizierte
einen SNP (rs10494366) zwischen dem NOSIAP- und dem OLFML2B-Gen, der in der
Normalbevolkerung die genomweit starkste Assoziation zum QT-Intervall aufwies. Er erklart ca. 1,5%

der Variation des frequenzkorrigierten QT-Intervalls (sieche Abbildung 8).
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Im néchsten Jahr wurde dieses Ergebnis durch Post et al. belegt [Post et al., 2007]. Auch durch

Aaranoudse et al. konnte dieser Zusammenhang bei der Untersuchung von 5374 Teilnehmern im

Rahmen der Rotterdam-Studie bestétigt werden [Aarnoudse et al., 2007].

Abbildung 8:
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Fine-mapping der Assoziation mit dem QTc-Intervall von SNPs aus der NOSIAP-

Genregion (Locusplot) und Darstellung ihres Linkage disequilibrium (LD).

Der obere Teil der Abbildung zeigt fiir jeden genotypisierten SNP die Signifikanz der

Assoziation mit dem QTc-Intervall als negativen Logarithmus des p-Wertes an (y-Achse). Die

x-Achse entspricht der genomischen Position des jeweiligen SNPs. Die am signifikantesten

assoziierte Region befindet sich in der 5'-Gegend des NOSIAP-Gens. Die untere Ubersicht

zeigt das paarweise LD zwischen den SNPs (Angabe von D’ multipliziert x100). In rot

dargestellt sieht man die Intensivitit des LDs: je dunkler die Farbe, umso stdirker ist das D’

zwischen zwei SNPs auf der Skala von 0-1 bzw. 0-100 [Arking et. al., 2006].
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2009 wurde auch eine Metaanalyse mit 15.842 Individuen zu diesem Thema durch Pfeufer et al.
durchgefiihrt, die fiinf verschiedene Kohorten vereinigte (ARIC, KORA, GeNOVA, SarDiNIA und
Heinz Nixdorf Recall) im Rahmen der QTSCD-Studie [Pfeufer et al., 2009] (sieche Abbildung 9). Es
wurden zehn verschiedene Assoziationssignale entdeckt, die das QT-Intervall beeinflussen. Aber auch

hier war das stirkste Assoziationssignal im NOSIAP-Gen.
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Abbildung 9:  Darstellung der genomweiten Assoziation des QTc-Intervalls aus einer GWAS.
Diese Analyse untersuchte 15.852 Personen aus 5 populationsbezogenen Studien. Die x-Achse
gibt die genomische Position an. Die y-Achse zeigt die Signifikanz der Assoziation als

negativen Logarithmus des p-Wertes an [Pfeufer et. al., 2009].

Durch eine Kombination der Auswertungen mit den Daten der SNPs aus dem HapMap-Projekt wurde
die stirkste Assoziation mit dem SNP rs4657178 gesehen. Dieser SNP stand in einem Linkage
disequilibrium zum urspriinglich identifizierten Signal rs12143842), und der in fritheren Studien
gefundene SNP rs10494360 zeigte ein moderates LD mit den anderen beiden. Parallel folgte eine
weitere Publikation, die unabhéngig davon das stdrkste regionale Assoziationssignal mit dem SNP
rs12143842 fand [Eijgelsheim et al., 2009]. Dies ist ein SNP, wie bereits erwahnt, im signifikanten LD
(D’=0.584, r>= 0.111) mit dem bereits kurze Zeit vorher beschriebenen SNP (rs10494366) in der
Region 1923.3.
Die meisten identifizierten SNPs befinden sich in der 1q23.3-Region [Arking et al., 2009], [Pfeufer et
al., 2009]. Diese SNPs sind teilweise innerhalb des NOS1A4P-Gens, zum Teil aber auch im OLFML2B-
Gen lokalisiert. Eine weitere Metaanalyse mit 13.685 Individuen durch Newton-Cheh et al. bestitigte
diese Ergebnisse [Newton-Cheh et al., 2009].
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Somit 1isst sich schlussfolgern, dass die Gene NOSIAP und OLFML2B einen Einfluss auf das QT-

Intervall haben.

3.4.2 Komplexe genetische Modulation des plotzlichen Herztodes

Spéter wurde auch ein Zusammenhang von Varianten im NOS/AP-Gen und SCD hergestellt [Kao et
al., 2009].

3.5 Die Proteine NOS1AP und OLFML2B

3.5.1 Das NOS1AP-Protein

NOSIAP, frither auch als CAPON bezeichnet, kodiert den "Carboxy-terminalen PDZ-binding domain
ligand-Aktivator* des neuronalen ,,nitric oxide* Proteines.

NOS1AP ist gleichzeitig ein cytosolisches Protein, das durch seine PDZ-Domédne an das
Signalmolekiil, die neuronale ,,nitric oxide Synthase™ (nNOS), bindet. nNOS wird durch das NOSI-
Gen kodiert [Jaffrey et al., 2002]. Die PDZ-Doméne verankert die Transmembranproteine mit dem
Zytoskelett und stabilisiert somit die Signalkomplexe.

Der Einfluss von NOS1AP auf die Repolarisation im Herzen wird durch eine Uberexpression seines
Gens und seiner Interaktion mit NOS1 erklirt [Jaffrey et al., 1998]. Dies fiihrt zu einer Beeinflussung
der Repolarisation durch Inhibition der L-Typ Calcium-Kanile (u.a. kodiert durch CACNAIC) im
Myokard [Gotthardt et al., 2000], [Chang et al., 2008].

3.5.2 Die Familie der Olfactomedine

OLFML2B kodiert fiir das OLFML2B-Protein, ein Mitglied aus der Familie der Olfactomedine. Alle
10 humanen Proteine aus der Olfactomedinfamilie sind Glykoproteine, die eine charakteristische
OLF-Doméne an ihrem C-Terminus tragen. Diese Doméne besteht aus einer Sequenz von circa 260
Aminosduren mit Homologie zum C-Terminus des OLF, einer Hauptkomponente der extrazelluldren
Schleimmatrix des olfaktorischen Neuroepitheliums des Menschen [Bal et al., 1993]. Die Proteine
dieser Familie werden im Gehirn und Kleinhirn, Pankreas, der Prostata, im Dick- und Diinndarm,
Herz- und Skelettmuskel exprimiert [Bal et al., 1993]. Ihre Funktion erstreckt sich von Neurogenese
iber die neuromuskuldre Signaliibertragung, Exozytose von synaptischen Vesikeln bis zur
Glaukomgenese als Beispielerkrankung [Alward et al., 1998], [Fingert et al., 1999], (Stone, Fingert et

al. 1997). Die genaue Funktion und Bedeutung dieser Proteine fiir die Zellbiologie ist noch unbekannt.

Am N-Terminus der Proteine der OLF-Familie befinden sich Sequenzen, die das Signal zur Exozytose

geben, gefolgt vom CXC-Motiven, die zur Disulfidbriickenbildung beitragen und Homodimere sowie
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Oligomere entstehen lassen [Bal et al., 1993]. Auch der C-Terminus trdgt zur Dimer- und
Oligomerbildung bei [Yokoe et al., 1993].

Die homologen OLF-Dominen bestehen aus Beta-Kettenmotiven, die evolutiondr deutlich stirker
konserviert sind als die N-terminalen Bereiche der Proteine [Zeng et al., 2005]. OLF-Doméinen
nehmen iiber die Ausbildung multipler beta-Faltblattstrukturen die Konfiguration eines beta-Propellers

ein.

Signalpeptid
. gedrehte Olfactomedin-
Spirale Domine

Abbildung 10: Einheitliche gemeinsame Struktur der Proteine der Olfactomedinfamilie.
Diese einheitliche Struktur aller Proteine der Olfactomedinfamilie besteht aus einer

Olfactomedindomdne, einer gedrehten Spirale und einem Signalpeptid.

Durch die Sequenzierung des humanen Genoms lieBen sich alle zehn paralogen Proteine im
menschlichen Genom identifizieren, z.B. konnte Kulkarni et al. durch eine gezielte
Gendatenbanksuche fiinf neue OLF-Familienmitglieder identifizieren [Kulkarni et al., 2000]. Im Jahr
2005 wurden OLFML2A (Photomedin 1) und OLFML2B (Photomedin 2) im Rahmen eines cDNA-
Screenings auf neue Sekretionsproteine mittels Fluoreszenzmarkierung in der Maus identifiziert und
charakterisiert (Furutani et al. 2005).

Mittlerweile sind in verschiedenen Spezies bis zu 100 verschiedene Proteine der OLF-Familie
bekannt, die sogar in verschiedenen Spezies, wie zum Beispiel Caenorhabditis elegans bis zum Homo
sapiens gefunden wurden.

Phylogenetisch werden die Olfactomedine in sieben evolutiondr und funktionell verschiedene
Subgruppen unterteilt [Zeng et al., 2005]. Zum Beispiel das Olfactomedin 1 (Noelin) ist ein
sezerniertes Glykoprotein im olfaktorischen Neuroepithel des Ochsenfrosches und ist bereits seit iiber
20 Jahren bekannt [Snyder et al., 1991], [Yokoe et al., 1993]. Es wird auch in der Ratte, bei der Maus,

beim Huhn oder im Xenopus immer bevorzugt im neuronalen Gewebe exprimiert.

3.5.2.1 Myocilin und das primiire Offenwinkelglaukom

Das Offenwinkelglaukom (=Weitwinkelglaukom, POAG) ist eine in der Mehrzahl der Félle komplexe
Erkrankung des spéteren Erwachsenenalters in Assoziation mit erhdhtem Augeninnendruck. Es
kommt hier zu einer axonalen Degeneration und einem Gesichtsfeldverlust. Der erhdhte
Augeninnendruck fiihrt zu einem Funktionsverlust des trabekuldren Netzwerkes, was wiederum den
FluB der Tranenfliissigkeit behindert. Eine monogene Sonderform, das autosomal-dominant vererbte

primdre Offenwinkelglaukom macht etwa 2% aller Félle aus mit inkompletter Penetranz, teils
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multifaktoriell bedingt durch die Interaktion mehrerer Gene und Umweltfaktoren [Sarfarazi, 1997].
Myocilin ist aktuell eines der drei bekannten Gene, die in Zusammenhang mit dieser Erkrankung
stehen und gehort ebenfalls zur Familie der Olfactomedine.

Erstmals aufgefallen ist dieser Effekt bei der Gabe von Glukokortikoiden an Patienten mit einem
Weitwinkelglaukom, daher auch der alternative Name des Myocilins als ,,Trabecular meshwork
inducible glucocorticoid response protein“ (TIGR). Es kam hierbei zu einer gesteigerten Produktion
dieses Proteins dhnlich wie bei anderen Formen des trabekuldren Stresses [Polansky et al., 1997].

Folglich kénnte Myocilin eine protektive Rolle im Auge spielen [Karavanich et al., 1998].

SchlieBlich konnten bei Patienten mit POAG verschiedener ethnischer Gruppen weltweit im Jahr 1997
iiber 70 verschiedene Punktmutationen in diesem Gen nachgewiesen werden. Vor allem Mutationen in
den kodierenden Regionen des Myocilins sind mit 5% der primédren Weitwinkelglaukomerkrankungen
assoziiert worden [Kennan et al., 1998], [Fingert et al., 1999], [Mabuchi et al., 2001b], [Mabuchi et
al., 2001a], [Mansergh et al., 1998], [Suzuki et al., 2000], [Taniguchi et al., 2000], [Vasconcellos et
al., 2000], [Suzuki et al., 1997], [Challa et al., 2002], [Alward et al., 2002], [Shimizu et al., 2000]. Bei
Patienten, die bereits mit jiingeren Jahren an einem Glaukom litten (juvenile Form, meist autosomal-
dominant), fand man diese Mutationen sogar mit einer Haufigkeit von bis zu 36% [Shimizu et al.,
2000], [Alward et al., 2002]. Parallel wurde bei Méusen, die keine Mutation in ihrem Myocilingen
aufwiesen beobachtet, dass sie weder an einem Glaukom oder anderen Erkrankungen litten (Kim,

Savinova et al. 2001).

Myocilin wird in verschiedenen Geweben exprimiert, bevorzugt im Auge, bestehend aus 504
Aminosduren [Kubota et al., 1998]. Die meisten beschriebenen Mutationen finden sich im Exon 3, das
an den C-Terminus des Proteins grenzt.

Das Protein hat 2 Hauptkomponenten: Am N-Terminus eine myosindhnliche Komponente
(Homologie von bis zu 30%) [Ortego et al., 1997] und am C-Terminus eine Olfactomedin-like-
Doméne (Homologie von bis zu 50%) [Adam et al., 1997].

Man geht davon aus, dass das Myocilin eine grofle Rolle in neuronalen Strukturen und ihrer Funktion
spielt, da es zum Beispiel in den Myelinscheiden des Nervus opticus [Karali et al., 2000], [Ricard et

al., 2001] und den peripheren Nerven [Ohlmann et al., 2003] gefunden wurde.

Gewebe, in dem Myocilin bisher iiberall gefunden wurde:

- Strukturen des Auges, vor allem in der Iris, Sklera und Trabekularnetzwerk.

Man hat bei weiteren Untersuchungen gesehen, dass die mutierte Myocilinform weniger aus den
Zellen sezerniert werden kann und die normale Myocilinsekretion unterdriickt, was zu einer

Myocilinakkumulation im endoplasmatischen Retikulum der Zelle fiihrt [Caballero et al., 2000]. So
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konnte es durch eine Proteosomendegradation zu einer zelluldren Dysfunktion und einem
Zelluntergang kommen.
Viele verschiedene Mutationen zusammen konnen schlieBlich zu einem heterogenen Phénotyp fithren

[Fingert et al., 1999], [Alward et al., 2002] [Donegan et al., 2012], [Sultana et al., 2011].

Aktuell geht man von einem dominant-negativen Effekt der Myocilinmutationen aus, da Studien
gezeigt haben, dass ein Funktionsverlust oder eine Haploinsuffizienz nicht zu einer
Glaukomentstehung fiihre, da es viele Patienten gibt, denen zwar eine grole Genportion oder eine
vollstindige Genkopie fehlt, sie aber keine klinischen Merkmale aufweisen. Gleichzeitig zeigen
Patienten mit einer homozygoten Mutation im Myocilingen keine Anzeichen eines Glaukoms [Lam et

al., 2000], [Morissette et al., 1998].

3.5.3 Das OLFML2B-Protein

Die cDNAs der Proteine OLFML2A (Photomedin 1) und OLFML2B (Photomedin 2) haben ein
offenes Leseraster und kodieren fiir 681 beziehungsweise 746 Aminosduren. Sie bestehen aus genau
der gleichen Doménenstruktur wie auch andere Mitglieder der OLF-Familie wie zum Beispiel das
Myelin und Noelin. Diese Homologie reicht von 69% bis 29%. Die beschriebene Serin-Threonin-
reiche Region ldsst sich aber bisher nur bei den Photomedinen nachweisen, in welchen sie auch
glykolysiert wird.

Charakteristisch fiir Photomedine ist der Nachweis repetitiver CXCXCX9C-Motive am N-Terminus,
eine coiled-coil Domine (gedrehte Spirale), eine Serin-Threonin-reiche Region (im Gegensatz zu den
restlichen Mitgliedrn der Olfactomedinfamilie) sowie eine OLF-Domidne am C-Terminus. Das
CXCXCX9C-Motiv ist eine Variation des CXC-Motivs, das in allen Familienmitgliedern gefunden
wurde. Dieses Motiv konnte somit zur Dimerbildung bzw. Oligomerisation auch der Photomedine
beitragen, wodurch die biologische Funktion dieser Proteine gesteuert wird.

Photomedin 1 wird als Dimer, gebunden {iber seine Disulfidbriicken, synthetisiert und proteolytisch
zwischen Tyr300 und Lys301 gespalten nach der Sekretion aus der Zelle. Fiir das Photomedin 2 gibt

es noch weniger genaue Angaben.

Beziiglich der Unterschiede der Expressionslokalisation ergibt sich bei der Untersuchung des Auges,
dass Photomedin 1 lediglich nur im dufleren Segment der Photorezeptorzellen der Retina exprimiert
wird, dagegen Photomedin 2 in allen Neuronen der Retina. Beide Proteine sind sezernierte Proteine
[Furutani et al., 2005].

In der extrazelluldren Matrix (ECM), die sehr viele Glykosaminoglykane enthélt, binden Photomedine
bevorzugt an Chondroitinsulfat E (CS-E) und Heparin [Furutani et al., 2005], aber kaum an andere
Komponenten der ECM, wie die Kollagene I-VI, Laminin 1, 2 und 10, Dekorin und andere

Glykosaminoglykane und Hyaluronsdure. Die spezielle Bindung an CS-E entsteht wahrscheinlich
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durch das 4,6-disulfatierte N-Acetylgalaktosamin. Es zeigt sich, dass CS-E an verschiedene
Wachstumsfaktoren (FGF= growth factors) wiederum bindet. Man vermutet, dass Photomedine diese
Bindung negativ beeinflussen durch eine Kompetition um das CS-E beziehungsweise durch eine
Reservoirfunktion der Photomedindimere, die zur CSE-Akkumulation fiihrt und die Interaktion mit

den Wachstumsfaktoren somit positiv steuert.

Photomedin 1 ist bisher in folgenden Geweben gefunden worden:
- Lunge, Auge, Hoden, Uterus, Ovar;
- etwas weniger im Herzen, Skelettmuskel, Brustdriise, Haut, Prostata;

- nicht im Gehirn, Thymus, Leber, Milz, Nieren, Pankreas und Darm.

Photomedin 2 (OLFML2B) zeigt ein breiteres Spektrum der Gewebeverteilung:
- Herz, Lunge, Skelettmuskel, Brustdriise, Haut, Magen, Auge, Dickdarm, Hoden,
Nebenhoden, Uterus, Ovar;
- weniger im Gehirn, Nieren, Diinndarm, Plazenta, Prostata;

- nicht in der Leber, Milz, Pankreas und Thymus.

Das OLFML2B-Gen besteht aus 40.663 Basenpaaren, die auf acht Exons und sieben Introns aufgeteilt

sind.

Es ist ein Mitglied der Olfactomedin-Familie, die auch als potentieller Modulator des WNT- und
BMP-Pathways gilt. Aber die genaue biochemische Wirkung dieser Proteine ist noch weitgehend

unbekannt.

3.5.4 Vorarbeiten zur Pathogenitit von OLFML2B und NOSIAP im Tiermodell

Im Rahmen von Vorarbeiten konnte in unserer Arbeitsgruppe und in Kooperationen (i.e. W.
Rottbauer, Uni Heidelberg) mit Hilfe von Tiermodellen gezeigt werden, dass die Coexpression von
OLFML2B mit spannungsgesteuerten Kaliumkandlen im Frosch zu einer spezifischen
Stromminderung fiihrt, die nur den Kalium-Kanal KCNH?2 betrifft.

Zebrafisch-Embryonen, die mit NOSIAP- und OLFML2B-orthologen Morpholinos injiziert wurden,
zeigten pathologische kardiale Verdnderungen im Vergleich zu den Kontrollen, die symptomlos
blieben.

Durch ein Knockdown des OLFML2B-Gens auf Chromosom 2 des Zebrafisches kam es zu einer
gestorten kardialen Elektrophysiologie mit Bradykardien und einer gestérten Morphologie und
Physiologie mit einer Vergroferung der Vorhdfe und Ventrikel des Herzens. Embryos, die mit einer

Standardkontrolle injiziert wurden, blieben symptomlos.
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Das Knockdowns des OLFML2B-Gens auf Chromosom 20 des Zebrafisches fiihrte zu schweren
Entwicklungsstdrungen mit Korperformverinderungen, einem perikardialen Odem und einer
reduzierten Blutzirkulation. Diese Charakteristika waren bereits bei 48hpf zu sehen.

Durch das Knockdown von NOSIAP im Zebrafisch zeigte der Phinotyp eine Bradykardie und ein
massives perikardiales Odem 72 Stunden nach der Fertilisation, und eine kardiale Dysfunktion fiihrte

zu einer signifikant erniedrigten Blutzirkulation.

3.6 Ziel dieser Arbeit

Die Assoziation zwischen dem QT-Intervall in der Normalbevolkerung und dem OLFML2B-NOS1AP-
Lokus wirft die Frage auf, welches Gen in diesem Genort kausal fiir diese Assoziation ist. Eine
Moglichkeit diese Frage mit den Methoden der Humangenetik zu untersuchen, ist die Suche nach
Mutationen mit starken phénotypischen Effekten in der kodierenden Sequenz der potentiell in Frage
kommenden Gene in solchen Personen, die phénotypische Repolariationsstorungen aufweisen.

Nach der Eingangshypothese sollten entsprechende kausale Varianten selten sein und — im
Gegensatz zu den hdufigen Varianten mit geringeren Effekt auf den Phidnotyp — nur bei den Patienten
auftreten, jedoch nicht im Kontrollkollektiv. Bei ihnen kann es sich z.B. um Missense-, Nonsense-,
Frameshift- und andere Mutationen handeln, die einen Funktionsverlust des Proteins zur Folge haben.
Fir diese Untersuchungen ist ein Screening moglichst vieler Patienten und Kontrollprobanden
erforderlich.

Aus diesem Grund war es das Ziel dieser Arbeit zu untersuchen, ob neben haufigen
Genvarianten mit schwachen QT-Intervall-Effekten auch seltene Mutationen mit starken Effekten auf
die kardiale Repolarisation im OLFML2B-Gen existieren. Aufgefundene Mutationen sollten dann auf
ihr Vorkommen in der Normalbevolkerung sowie mit in-silico Vorhersagemethoden auf ihr Potential
krankheitsverursachende Verdnderungen im OLFML2B-Protein hervorzurufen untersucht werden.
Seltene Mutationen, die Repolariationsstorungen nach einem monogenen Krankheitsmodell
(autosomal-dominant oder rezessiv) verursachen, eignen sich aufgrund ihres starken phénotypischen
Effektes auch besonders, funktionelle Untersuchungen auf Proteinebene und auf zelluldr-

elektrophysiologischer Ebene durchzufiihren.
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4 METHODEN

4.1 Patienten und Kontrollkollektiv

Die in dieser Arbeit untersuchten Patienten mit Repolarisationsstérungen waren zum einen Patienten
mit Long-QT Syndrom (LQTS), da dieses die modellhafte monogene Erkrankung der gestorten
kardialen Repolarisation darstellt. Zum anderen untersuchten wir erwachsene Patienten, die einen
plotzlichen Herztod (sudden cardiac death, SCD) erlitten hatten bzw. Kinder mit einem plotzlichen
Kindstod (sudden infant death syndrome, SIDS). Der Grund fiir diese Wahl war, dass diese
Erkrankungen zumindest zum Teil durch Repolarisationsstorungen mitverursacht werden. Auflerdem
wollten wir insgesamt moglichst viele und grofle Kollektive untersuchen, um die Wahrscheinlichkeit
der Detektion von Mutationen zu erhéhen. Alle eingeschlossenen Individuen, Patienten wie auch
Kontrollen, waren ethnische Kaukasier.

Alle teilnehmenden Patienten und Probanden waren mit der Teilnahme an einer Studie
einverstanden bevor Daten erhoben und die DNA untersucht wurde. Im Falle von bereits verstorbenen
Probanden gaben die Familienangehdrigen ihr Einverstdndnis zur genetischen Untersuchung sowie zur
Identifikation der moglichen Ursachen, die an dem Tod hétten beteiligt sein konnen.

Die Patienten- und Probandenstudien fanden unter Beriicksichtigung der Deklarationen von
Niirnberg, Helsinki und Somerset-West statt, alle Patientenstudien hatten ein positives Votum der
Ethikkommissionen der jeweiligen Universititskliniken, die MONICA- und KORA-Surveys sowie
ihre Follow-ups hatten ein positives Votum der Ethikkommission der Bayerischen

Landesarztekammer.

4.1.1 LQTS-Patienten

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 125 Patienten mit der klinisch gesicherten Diagnose eines Long-QT
Syndroms (LQTS) untersucht. Bei allen waren in der molekulargenetischen Diagnostik keine kausalen
Mutationen in den LQT-Krankheitsgenen KCNQI (LQT1), KCNH2 (LQT2) und SCN54 (LQT3)
festgestellt worden. Alle LQT-Patienten wurden ausfiihrlich anamnestiziert und koérperlich untersucht.
In der EKG-Untersuchung zeigte sich ein verldngertes QT-Intervall und die Patienten wiesen einen
diagnostischen Schwartz-Score von mindestens 2,5 auf. Bei diesen Patienten besteht somit
mutmaBlich eine Mutation in einem anderen Krankheitsgen. Die Patienten stammen aus der
Kardiologischen Klinik des Universititsklinikums Grohadern der LMU Miinchen (1. Medizinische
Klinik), dem Universitdtsklinikum der Universitit Nantes sowie dem University Medical Center

Amsterdam.
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4.1.2 Medikamenteninduzierte LQTS-Patienten (diLQTS)

Zusitzlich wurden 329 Patienten untersucht, die ein medikamenteninduziertes Long-QT Syndrom
aufwiesen. Bei allen diesen Patienten waren ebenfalls in der molekulargenetischen Diagnostik keine
kausalen Mutationen in den LQT-Krankheitsgenen KCNQI (LQT1), KCNH2 (LQT2) und SCN54
(LQT?3) festgestellt worden. Auch diese wurden ausfiihrlich anamnestiziert und korperlich untersucht.
Das QT-Intervall war verlédngert und die Patienten wiesen einen diagnostischen Schwartz-Score von
mindestens 2,5 auf. Die Patienten stammen aus den gleichen Kollektiven wie die Patienten mit nicht

medikamenteninduziertem LQTS.

4.1.3 SIDS-Patienten

Die in dieser Arbeit untersuchten 93 Fille mit plotzlichem Kindstod (sudden infant death syndrome,
SIDS) stammen aus drei Studien: Der deutschen SIDS-Studie (GeSID) sowie den SIDS-Studien der
rechtsmedizinischen Abteilung der Ludwig-Maximilians-Universitit Miinchen (LMU) und der
Universitdt Sheffield, UK (SHF). Alle untersuchten SIDS-Patienten waren entsprechend der
Definition von SIDS zum Zeitpunkt ihres Todes unter einem Jahr alt. In einer makroskopischen
rechtsmedizinischen und histopathologischen Untersuchung waren andere Todesursachen

ausgeschlossen worden.

4.1.4 SCD-Patienten

Die untersuchten 94 Fille mit plotzlichem Herztod (sudden cardiac death, SCD; bzw. sudden
unexplained death syndrome) stammen aus den Studien der rechtsmedizinischen Abteilung der
Ludwig-Maximilians-Universitdt Miinchen (LMU) und der Universitdt von Miami, USA (MIA). Alle
Patienten erfiillten die Definition eines plotzlichen Herztodes, sie waren innerhalb von 24 Stunden
nach dem ersten Auftreten von Symptomen ohne eine bekannte erklidrende Grunderkrankung heraus
verstorben und wiesen bei der anschliefenden pathologischen Untersuchung keine Anzeichen fiir eine

makroskopisch oder mikroskopisch feststellbare Ursache auf.

4.1.5 Kontrollprobanden aus der KORA-Studie

Als Kontrollprobanden wurden 702 Individuen aus der KORA-Studie (Kooperative
Gesundheitsforschung in der Region Augsburg) verwendet. KORA ist die Fortsetzung und
Erweiterung der Beteiligung des Helmholtz Zentrums Miinchen (ehemals GSF Neuherberg) am
ehemaligen MONICA-Projekt der WHO, das seit 1984/1985 bevolkerungsreprédsentative
Querschnittsstudien durchfiihrt mit dem Ziel zeitliche Trends der klassischen Risikofaktoren von
Herz- und Kreislauferkrankungen wiederzugeben [Lowel et al., 2005]. Insgesamt wurden bei
MONICA und KORA 430.000 Einwohner im Raum Augsburg zwischen 25 und 74 Jahren untersucht,

davon 18.000 rekrutiert und 4 bis 20 Jahre lang medizinisch und statistisch nachbeobachtet.
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Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Probanden entstammen dem Survey KORA S4
(KS4), der zwischen 1999 und 2001 erhoben wurde. Mit der ersten Nachuntersuchung, die in den
Jahren 2002 und 2003 im Rahmen einer speziellen Untersuchung in Hinblick auf Herz-
Kreislauferkrankungen durchgefiihrt worden war, wurden diese in KORA Magic Controls (KMC)
umbenannt. Bei den Probanden des Surveys KS4 handelt es sich um zufillig aus den Daten der
Einwohnermeldedmter ausgewéhlte Personen, die einen repridsentativen Querschnitt der deutschen
Normalbevolkerung darstellen. Bei den Teilnehmern des KMC-Follow-ups waren lediglich die
hoheren Altersstrata (55-75 Jahre) im Verhéltnis 4:1 iiberreprisentiert, ansonsten lagen keine

signifikanten Abweichungen vom représentativen Querschnitt des Surveys KS4 vor.

4.1.6 Kontrollprobanden aus dem ,,Exome sequencing*“-Projekt (ESP)

Als zusitzliche Kontrollprobanden wurden 4.300 Kaukasier von den insgesamt 6.503 Personen aus
der oOffentlich zuginglichen Datenbank des US-Amerikanischen Exome sequencing Projekts
verwendet und in-silico analysiert [ExomeVariantServer, 2013], [Tennessen et al., 2012]. Obwohl das
ESP-Kollektiv fiir einige monogene Erkrankungen angereichert ist, es enthdlt 49 Patienten mit
dilatativer Kardiomyopathie (DCM) und 431 Patienten mit Mukoviszidose (CF), entspricht es
iberwiegend einem Normalbevdlkerungskollektiv mit Probanden aus der Framingham Heart Study
(FHS), der Atherosclerosis Risk in Communities Study (ARIC), der Cardiovascular Health Study
(CHS) und weiteren populationsbasierten epidemiologischen US-amerikanischen Studien. Trotz der
geringgradigen Anreicherung fiir Personen mit monogenen Erkrankungen koénnen diese nur eine
geringe Verschiebung des Spektrums von kausalen Varianten erkldren und kénnen nicht die alleinige
Ursache fiir alle aufgefundenen seltenen Varianten sein. Zudem wiirde ein etwaiger Bias durch
Erkrankte unter den Kontrollen nicht zu falsch positiven Ergebnissen fiithren (Inflation des a-Fehlers),
sondern zu einer Abnahme der statistischen Power und einer Unterschatzung der tatsdchlichen Effekte
(Inflation des B-Fehlers). Das ESP-Kollektiv spiegelt insgesamt gut das Vorkommen seltener Allele in
der kaukasischen Normalbevdlkerung wieder und eignet sich daher als zusétzliche Kontrollpopulation

fiir das in dieser Dissertation durchgefiihrte Projekt.

4.1.7 Ubersicht iiber die Fille und Kontrollen

Die folgende Ubersicht zeigt die wesentlichen Charakteristika der untersuchten Patienten mit LQTS,

SIDS und SCD sowie der populationsbasierten Kontrollen:
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Tabelle 5:  Charakteristika der untersuchten Patienten und Kontrollen

. KORA- EVS-
Lo GRLET S S Kontrollen Kontrollen
n 125 329 93 94 702 4300
??;I;I‘Ch’ 59 (47,2%) | 191 (58,1%) | 64 (68,8%) | 57(60,6%) | 350 (49.7%) | nicht bekannt
0
442x10.8 | 51,8x13.1 | 140.8+85.1 | 29.2+14.6 577124 .
+ * s
Al (E2RID) Jahre Jahre Tage Jahre Jahre nicht bekannt

Aufgezeigt sind die Anzahl, das Geschlecht und Alter der untersuchten Patienten in den unterschiedlichen

Kollektiven.

Beim Matching wurde hoher Wert auf das Geschlechtsmatching gelegt. Dieses erfolgte aus dem
Grund, dass Arrhythmien und plotzliche Todesfille geschlechtsspezifische Inzidenzen zeigen.

Bei allen Patienten wie auch Kontrollen handelt es sich um ethnische Mitteleuropder
(,,Kaukasier bzw. CEU). Ein Altersmatching wurde nicht vorgenommen. Dieses geschah zum einen,
weil es insbesondere fiir SIDS-Félle im ersten Lebensjahr keine geeignete Geburtskohorte gab, die uns
zur Verfligung gestanden hitte. Zum anderen war ein Altersmatching nicht nétig, da wir keine
altersabhéngigen Risikofaktoren untersucht oder als Kovariablen verwendet haben.

Die KORA-Population sowie die europdischen Probanden des US-amerikanischen Exome
sequencing Projekts spiegeln sehr gut die Genotypfrequenzen haufiger Genvarianten der
mitteleuropdischen Population wieder, und diese sind zwischen der Geburt und dem hohen
Lebensalter nicht signifikant altersabhéngig. Das zeigt sich u.a. daran, dass bis zum heutigen Tag
keine signifikanten Assoziationen zwischen hdufigen Genvarianten (SNPs) und dem Erreichen eines

hohen Lebensalters gefunden worden sind.

4.2 DNA-Extraktion aus Leukozyten des peripheren Blutes

4.2.1 Allgemeines und Ablauf

Die DNA-Extraktion wurde durchgefiihrt nach dem mehrstufigen Protokoll von Miller, Dykes und
Polesky [Miller et al., 1988]. Beim ersten Schritt der DNA-Extraktion aus Vollblut wurden die
Erythrozyten lysiert, wihrend Leukozyten und DNA erhalten blieben. Dazu verwendet man einen
Lysepuffer, einen Red-Cell-Lyse-Puffer (RCLB). Er enthédlt Ammoniumchlorid, das vor allem
Erythrozyten, aber nicht Lymphozyten angreift. RCLB ist eine hypotone Losung und weist folglich
eine hdmolysierende Wirkung auf. Im hypotonen Medium stromt Fliissigkeit in die Erythrozyten ein
und ihre Membran platzt. Dann wird zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Das Pellet wird erneut
mit RCLB versetzt und anschlieBend wieder dekantiert. Es sollte kein RBC-Lyse-Puffer im Réhrchen
bleiben.
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Im zweiten Schritt wird das die kernhaltigen Zellen enthaltende Pellet mit einem SE-Puffer,
das NACL, Na2EDTA und NaOH enthilt, vollstindig suspendiert. EDTA inhibiert Nukleasen, die
Mg2+ als Kofaktor benutzen. Dieses wird von EDTA im Chelatkomplex gebunden, und eine
Zerstorung der DNA wird verhindert. Hinzugegeben wird ebenfalls Proteinase K, eine Protease mit
endo- und exolytischer Wirkung in einem SDS-haltigen Puffer. Die Protease wird fiir den Abbau von
Proteinen in Zelllysaten und zur Freisetzung von Nukleinsdure eingesetzt. Sie zerstort DNAsen und
Histone, um die die DNA gewickelt ist. Das SDS-Puffer wirkt als Detergenz. Da der Zellkern, wie
auch die Zelle selbst, von einer Zellmembran umgeben ist, wird diese aufgelost. Alle Biomembranen
bestehen hauptsédchlich aus Lipiden und Proteinen. Die Lipide haben einen hydrophilen Kopf und
einen lipophilen Schwanz. In einer wissrigen Losung bilden diese eine Lipiddoppelschicht. Die
lipophilen Schwinze zeigen zueinander, die Kopfe ragen in die wissrige Umgebung.

Nach der Proteolyse wird wieder der SE-Puffer und jetzt auch saturiertes NaCl hinzugegeben.
Dies bringt weitere storende Proteine zum Ausfallen (Aussalzeffekt), die durch Zentrifugation
abgetrennt werden konnen. Die im Uberstand geloste DNA wird abgehoben, in ein neues Réhrchen
umgefiillt und mit Alkohol ausgefillt. Da Alkohol eine geringere Dichte als Wasser hat, bildet er die
obere der Zweiphasenschicht im Roéhrchen. Durch Alkohol wird die Hydrathiille um die DNA
verdrédngt, das Molekiil wird destabilisiert und féllt aus (Prézipitation). SchlieBlich wandert die DNA
aus der Wasserphase in die Alkoholphase. Nun kann man ein Knéuel DNA in der oberen Phase sehen.
Dieses wird herausgefischt und mit Ethanol gewaschen. Dieses ldsst man verdampfen und
anschliefend fiillt man das Gefdl mit der DNA mit TE-Puffer auf. Nachdem man es iiber Nacht bei
Raumtemperatur gut gemischt hat, kann man am néichsten Tag die OD260 und OD280 bestimmen
oder mit SYBR-Green ausmessen. Das Verhiltnis OD260/0D280 sollte bei einer guten Préizipitation

reproduzierbar im Bereich 1,7 bis 1,9 liegen.
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4.2.2 Verwendetes Protokoll zur DNA-Extraktion aus Leukozyten

1. 10 ml EDTA-Blut in ein 50 ml Rohrchen gieen und auf Eis stellen. 30 ml eiskalten RBC-Lyse-Puffer
zugeben (enthdlt Ammoniumchlorid). Lyse der Erythrozyten auf Eis, 15 min.

2. Zentrifugation bei 2500 rpm, 10 min, 4°C. Uberstand vorsichtig abkippen

3. 10 ml eiskalten RBC-Lyse-Puffer zugeben, das Zellpellet vollstindig suspendieren. Sofort nochmals
zentrifugieren (10 min, 4°C, 2500 rpm)

4. Das die kernhaltigen Zellen enthaltende Pellet vollstdndig suspendieren in 5 ml SE-Puffer (Raumtemperatur),
dann 25 pl Proteinase K (Merck), gelagert in —20°C, zugeben

5.250 ul SDS (20 %) zugeben und im Warmeschrank bei 55°C {iber Nacht inkubieren

6. 5 ml SE-Puffer und 3 ml saturiertes NaCl (ca. 6 M, autoklaviert) zugeben, mischen und das Réhrchen
mindestens 10 min in 55°C Warmeschrank legen

7. Zentrifugation bei 3500 rpm, 15 min, bei 40°C, den Uberstand vorsichtig in ein neues Rohrchen abgieBen

8. DNA durch Zugabe von einem Volumen Isopropanol und durch langsames Invertieren des Rohrchens
ausfallen

9. Das Kniuel mit einer sterilen Pipettenspitze herausfischen, 1 x in ca. 0.2 ml 70% Ethanol waschen, Ethanol
ca. 30-40 min abdampfen lassen

10. DNA in 1000-1800 pul TE (steril), je nach GroBe der Flocke, 16sen

11. Uber Nacht bei Raumtemperatur mischen, dann mit einem 5 pl-Aliquot (in 100 pl TE, d.h. Verdiinnung
1:20) die OD260 und OD280 bestimmen oder mit SYBR-Green ausmessen

Aus 10 ml Blut eines Gesunden lassen sich nach diesem Protokoll, je nach Leukozytenzahl, 300 —

700pg DNA isolieren.

Tabelle 6:  Protokoll: RBC-Lyse-Puffer-Herstellung

RBC-Lyse-Puffer-Herstellung

(autoklaviert, pH muss nach dem Autoklavieren kontrolliert und ggf. neu eingestellt werden):

Substanz Konzentration Menge
NH4C1 155mM 8,29¢
KHCO3 10mM 1,0g

Mg2EDTA 0,ImM 0,034¢g

Herstellung des RBC-Lyse-Puffers. Der Puffer wird anschliefSend mit HCI oder NaOH auf pH 7,4 eingestellt.
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SE-Puffer-Herstellung

(nach Maniatis, autoklaviert):

Substanz Konzentration Menge
NaCl 75mM 4,39¢g
Na-EDTA 25mM 8,41g

Herstellung des SE-Puffers. Der Puffer wird anschliefend mit NaOH auf pH 8.0 eingestellt und auf 1 Liter

aufgefiillt.

Tabelle 8:  Protokoll: TE-Puffer-Herstellung

TE-Puffer-Herstellung

(nach Maniatis, autoklaviert):

Substanz Konzentration Menge
Tris/Hcl (ph8) 10mM 5ml
EDTA ImM Iml
ddH,0O auf 500ml

Herstellung des TE-Puffers.

4.3 Polymerasekettenreaktion (PCR)

4.3.1 Allgemeines und Historie

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine der wichtigsten Methoden fiir die Molekularbiologie
geworden. Mit dieser Methode kann ein kurzer genau definierter Teil der Erbsubstanz (DNA oder
RNA) in-vitro vervielféltig werden. Dabei kann es sich um ein Gen oder einen Teil eines Gens oder
auch um nicht-kodierende Sequenzen handeln.

Der Name Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wird von der wichtigsten Substanz fiir diese Methode,
einer DNA-Polymerase, abgeleitet. Dieses Enzym kann DNA in vitro amplifizieren. Wahrend der
PCR dienen die DNA-Produkte vorheriger Zyklen als Vorlage fiir die erneute Replikation im néchsten
Zyklus. Es kommt schlieBlich zu einer Kettenreaktion und die DNA wird exponentiell amplifiziert, so
dass man 10° Kopien eines spezifischen DNA-Fragments innerhalb sehr kurze Zeit erhalten kann
[Saiki et al., 1988], [Saiki et al., 1985].

Im Jahr 1988 wurde von Saiki et al. die thermostabile DNA-Polymerase eingefiihrt [Saiki et
al., 1988]. Diese wird aus dem in heissen Quellen lebenden Bakterium Thermophilus aquaticus
gewonnen und Tag-Polymerase genannt. Der Vorteil dieser Polymerase ist, dass sie auch bei einer
Temperatur von 100°C noch aktiv ist [Holland et al., 1991] mit einem Temperaturoptimum bei 75-

80°C. [Arnheim et al., 1992].
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Die Extensionsrate betrigt tiber 70 Nukleotide pro Sekunde bei 70°C [Innis et al., 1988]. Somit ist das
Verfahren sehr schnell. Es besteht die Moglichkeit Fragmente bis zu 40kb zu amplifizieren [Saiki et
al., 1988], was aber immer noch sehr viel kiirzer als die chromosomale DNA einer eukaryotischen
Zelle ist. Die hohere Spezifitit der Taq-DNA-Polymerase erméglicht es 4x10° Kopien zu produzieren
bevor ihre Aktivitdt nachlésst.

Ein Primer besteht aus einer Sequenz einzelstrangiger DNA, die durch eine spezifische Basenpaarung
komplementér an ihre Template-DNA bindet. Bei einer PCR sind die Primer besonders kurz, maximal
16-20 Basenpaare lang. Durch ein optimales Primerdesign der Primersequenz wird die hohe Spezifitat
der Polymerase-Kettenreaktion bestimmt. Damit der Primer exakt an die gewlinschte Stelle der
Template-DNA binden kann, muss seine Sequenz zu dieser genau komplementér sein, aber auch lang
genug, so dass er spezifisch fiir diese eine Stelle der DNA ist und nicht woanders binden kann.

Da eine konkrete Stelle der DNA jeweils von einem A, T, C oder G besetzt sein kann, ist die
Chance z.B. auf ein C anndhernd 1 von 4. Aber nicht beriicksichtigt wird, dass alle 4 Basen nicht mit
der gleichen Haufigkeit im Genom vorkommen. Wenn man nun eine 20 Basen lange Primersequenz
wahlt, ist die Wahrscheinlichkeit diese ein zweites Mal im Genom zu finden 10", Da das menschliche
Genom aber nur 3x10° Basenpaare hat, sollte eine 20 Basen lange Sequenz nur einmal vorkommen.

Es werden zwei Primer fiir die PCR designed, die jeweils an beiden Strangen der Template-
DNA-Sequenz binden konnen, damit die Region zwischen ihnen vorwirts und riickwiérts amplifiziert
werden kann. Thr 3’-Ende sollte nahe der Target-DNA liegen, ihr 5'-Ende weiter weg. Dann kann die
DNA-Polymerase mit der DNA-Synthese in der 5'-3"-Richtung beginnen. Der GC-Anteil sollte nicht
zu hoch liegen, da diese Basen besonders hdufig im menschlichen Genom vorkommen, optimal ist der
Anteil von 30% fiir ein Target unter 530bp [Arnheim et al., 1992]. Wichtig ist auch darauf zu achten,
dass die jeweiligen Sense- und Antisense-Primer nicht komplementéir zueinander sind, damit man

keine Primerdimere erhilt.

4.3.2 Primerdesign

OLFML2B wurde amplifiziert aus genomischer DNA, indem spezifische Primer verwendet wurden.
Die PCR-Primer wurden designed mit der Software ,,Primer 3 (National Human Genome Research
Institute) und ,,human genome NCBI build 36 (UCSD Genome Group), siche Tabelle 9. Es wurden
alle 8 Exons des OLFML2B-Gens auf Mutationen untersucht, einschlieBlich auch der Exon-Intron-

Umgebung.

43



METHODEN

Tabelle 9: PCR-Primer zur Amplifikation der Exons des OLFML2B-Gens
Gen Exon Primer — F Primer — R

OLFML2B 1 CATTCTCTGAAGGGGCTGAG CCATCCAGGGCAAGAAGG
OLFML2B 2 ATGCCCCTAACCCGTTTTC CAAGGCATTGCCCCATAC
OLFML2B 3 ATTCCTGGCTAGTGGCTTTC GCTGAAAATTTACTGTGGGACG
OLFML2B 4 TCCTGCTTGTCTTCAGGG GCTTGTGATCAGAGGCCC
OLFML2B 5 AGTGACCTGACCTTCCCTTG ACTTCCTCCCTACCCTGCC
OLFML2B 6.1 GTTGTTTCTTTCCCGTGCC AGTGGTGGCTGGTACCTGAG
OLFML2B 6.2 TCAGTGGGACCAACACTCC CAGGAGACCAAGGCCAGG
OLFML2B 7 AGGCATCACTAGATCAGCCC AAGGAGCAGTCTGGGTTGG
OLFML2B 8.1 TGAAGCCTCCTGTTTTCTCC CCGGGTAGATGAGCCATAGG
OLFML2B 8.2 ACGTGGCCTACGAGGAG AAAGCGTAGGAGATGTTGGC
OLFML2B 8.3 GAGGAATTTCTACGGCAACTG TGTGCTTCTGCTTGTGGG

Die Primer wurden durch die ExonPrimer Software basierend auf Primer 3 entsprechend dem humanen Genom

nach NCBI hergestellt.

4.3.3 Ablauf und Schrittfolge

Eine klassische PCR benétigt folgende grundlegende Komponenten und Reagenzien:

1. DNA-Template (genomische Patienten-DNA);

2. Zwei Primer, Vorwirts- und Riickwirts-Primer (F- und R-Primer), die auf beiden Stringen zur
DNA komplementir sind, um jeweils den Startpunkt festzulegen;

3. DNA-Polymerase mit einem Temperaturoptimum bei 70°C, wie zum Beispiel die Tag-
Polymerase [;

4. Desoxynukleotidtriphosphate (ANTPs), Bausteine fiir den neu synthetisierten DNA-Strang:
dATP, dTTP, dGTP und dCTP;

5. Pufferlosung, schafft die geeignete chemische Umgebung fiir die DNA-Polymerase;

6. Magnesiumionen (Mg?>+) zur optimalen Aktivitdt der DNA-Polymerase.

Gewdhnlich besteht eine PCR aus einer Serie von 20 bis 40 Zyklen unterschiedlicher Temperaturen,
wobei jeder Zyklus drei klassische Schritte bestimmter Temperaturphasen enthélt; Denaturierung,
Annealing und Elongation.

Diese angewendeten Temperaturen und ihre Zeitdauer sind von verschiedenen Parametern abhingig;
der Konzentration der Ionen in der Losung und der Menge der dNTPs wie auch der

Schmelztemperatur (T,,) der Primer [Rychlik et al., 1990].
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A. Initial:
Manche DNA-Polymerasen bendtigen diesen Schritt zur Aktivierung, also eine Hot-Start-PCR, um
eine hohe Spezifitit zu erreichen. Hierbei wird die Reaktion auf 94-96°C erhitzt und fiir 1-9 Minuten

bei dieser Temperatur gehalten.

1. Denaturierung:

Dies ist der erste richtige Temperaturschritt, der bei jeder PCR benétigt wird. Die DNA wird bei einer
Temperatur von 94-98°C fiir 20-30 Sekunden denaturiert. Die Wasserstoffbriickenbindungen der
Doppelhelix werden aufgesprengt mit dem Ziel den komplementéren Doppelstrang der DNA in zwei

Einzelstrange aufzuspalten. Auch die Primer beginnen zu schmelzen.

2. Annealing:

Die Temperatur wird auf 50-65°C fiir 20-40 Sekunden gesenkt, damit sich die DNA rehybridisieren
kann. Die Primer lagern sich bei dieser spezifischen Temperatur an die DNA-Einzelstrdnge an. Die
genaue Temperatur wird durch die Art und Lénge der Primer bestimmt. Wenn die Temperatur zu hoch
gewdhlt wird, kdnnen die Primer nicht fest genug binden, und die Produktbildung ist ineffizient. Bei
zu niedriger Temperatur wiederum konnen die Primer auch an nicht komplementire Sequenzen
binden und zu unspezifischen Produkten fiihren.

Auch die Polymerase bindet nun an das DNA-Primer-Hybrid.

3. Elongation:

Dieser Temperaturschritt ist von der jeweiligen DNA-Polymerase abhéngig. Das Temperaturoptimum
der Taqg-Polymerase liegt bei 75-80°C [Chien et al., 1976], [Lawyer et al., 1993]. Meist wird eine
Temperatur von 72°C angewendet, dann synthetisiert das Enzym einen neuen DNA-Strang aus
dNTPs, die komplentdr zum DNA-Template in 5'-3"-Richtung sind. Die Dauer fiir diese Elongation ist

von der DNA-Polymerase und der Linge des zu amplifizierenden Segments abhéngig.

B. Final:
Um sicher zu gehen, dass auch jeder Einzelstrang amplifiziert wurde, hdlt man die Temperatur fiir

weitere 5-15 Minuten bei der Elongationstemperatur.

C. Schluss:
SchlieBlich wird die Temperatur auf 5-15°C abgekiihlt um die Produkte kurzzeitig lagern zu kdnnen.

Diese drei Vorginge werden je nach Protokoll in Form von 30 Zyklen wiederholt mit dem Ziel jedes
Mal die DNA zu verdoppeln, so dass man die vierfache, achtfache usw. Menge der DNA enthélt. Es

kommt zur exponentiellen Vermehrung der DNA.
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Im ersten Zyklus entstehen zundchst DNA-Einzelstringe, die in 5'-Richtung ldnger sind als ihr
Template, da nur der Startpunkt, aber nicht der Endpunkt festgelegt ist. Aber bei der néchsten
Denaturation kommt es zum Abbruch des Stranges an der richtigen Stelle. Ab der darauffolgenden
Elongation kommt es dann also ab dem zweiten Zyklus zur Bildung von DNA-Stringen der richtigen
Linge. Denn an diese heften sich in 3’-Position die 5'-Primer. Es kommt zu keinem 5’-Uberhang, da
die Polymerase auf dem Template in Richtung des 3'-Endes liest.

Die Zahl von 30 Zyklen sollte nicht {iberschritten werden, da sich sonst auch kiirzere Fragmente
anhdufen.

Nach vielen Zyklen wird ein Plateau erreicht und die Menge an Produkten nimmt dann wieder ab. Es
gibt zwei Erkldrungen fiir diesen Effekt; wenn immer mehr Produkt entsteht, kommt es zur
Kompetition beziiglich der Bindung von Template-DNA und Primer im Vergleich zum Reannealing
der komplementdren Template-Strange. Zweitens nimmt die Konzentration der DNA-Polymerase im
Verlauf der Reaktionen ab, aber auch die Menge der Target-DNA. Demzufolge kann ein kiirzerer
Abschnitt effizienter amplifiziert werden als ein zu langer.

Zum Nachweis der Funktion der Primer wurden die PCR-Produkte schlieBlich mittels

Gelelektrophorese kontrolliert.

4.3.4 Verwendetes PCR-Protokoll

Die PCR wurde in 96er Lochplatten (Abgene) durchgefiihrt. In diese wurden 5Sul einer DNA Losung
von 5Sug/ul der zu untersuchenden Patienten eingebracht und eintrocknen gelassen, so dass in jedem
Loch 5ng trockener DNA enthalten sind.

Der Mastermix wurde separat hergestellt und 6pul pro Loch gegeben. Dann wurde das sog.
Touchdown-Protokoll angewendet, bei dem die Annealing-Temperatur im Verlauf der PCR abgesenkt
wird um sowohl die Spezifitit als auch die Ausbeute an Produkt moglichst zu erhdhen. Die genauen

Schritte sind der folgenden Tabelle zu entnehmen.
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Substanzen 1 Well 1 Platte: 480x 8 Platten Konzentration
10*Qiagen PCR-
. 0,6ul 298ul 2304ul 1*
2mM dNTPs 0,6 298ul 2304ul 200uM
F-Primer (100uM) 0,03 14,4ul 115,2ul 500nM
R-Primer (100uM) 0,03ul 14,4ul 115,2ul 500nM
LCGreen Dye 3,16ul 86,4ul 691,2ul 0,3*
?)Zi:;:: 0,1ul 48ul 384ul 0.5U
dH20 4,46ul 2140,8ul 17126,4ul
Gesamtvolumen 6ul 2880ul 23040ul
Dazu wurde in jedes Well Sul mineralisches Ol hinzugefiigt.
Tabelle 11: Touch-down-Protokoll/PCR
Temperatur Zeit Zykluszahl
95°C 15 Minuten 1 Zyklus
95°C 20 Sekunden
70°C -> 60°C (-0,5°C/Zyklus) 30 Sekunden 20 Zyklen
72°C 1 Minute
95°C 20 Sekunden
62°C 30 Sekunden 20 Zyklen
72°C 1 Minute
72°C 10 Minuten 1 Zyklus
4°C 1 Minute Ende

Ablauf des Touch-down-Protokolls bei der PCR. Mit Hilfe dieses Protokolls konnte eine maximale Menge des

korrekten PCR-Produktes erzielt werden.

4.4 DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Das PCR-Produkt wurde anhand eines 1%igen Agarosegels beurteilt. Um die DNA-Banden sichtbar

zu machen, wurde dem Gel Ethidiumbromid zugesetzt, das als sequenzunspezifische Substanz

zwischen den Basenpaaren der DNA interkaliert. Bei Bestrahlung des Gels mit UV-Licht einer

Wellenldnge von 254 oder 300nm kommt es zu einer Fluoreszenz der DNA [Ibelgaufts, 1993].
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Abbildung 11: Darstellung des PCR-Produktes mittels Gelelektrophorese.
Anschliefsend wurde das Gel mit UV-Licht bestrahlt, aufgezeigt ist die Fluoreszenz der DNA.

4.4.1 Protokoll fiir die DNA-Agarose-Gelelektrophorese

Hier folgt eine Tabelle mit den Angaben zur Herstellung des Agarosegels.

Tabelle 12: Protokoll fiir Gelelektrophorese

Substanzen Konzentration Menge
Agarose 2% 150ml
Ethidiumbromid 0,1% 23ul
PCR-Produkt 1,5ul
Ficoll Orange 15% 7ul

Herstellung des Agarosegels zur Uberpriifung des PCR-Produktes auf Sauberkeit und Menge. Es
wurde eine Spannung von 95V fiir 45 Minuten angelegt.

Zum Testen der PCR-Produkte wurde ein Aliquot aus 5pl, eine Wasserkontrolle und ein

Langenstandard (100bp) zur Bestimmung der ProduktgroBe mit aufgetragen. Die Elektrophorese
erfolgte bei 95V fiir etwa 40-45min und wurde im Anschluss unter UV-Licht ausgewertet.
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4.5 Schmelzkurvenanalyse

Abbildung 12: Idaho LightScanner (Idaho Technology).
Der Idaho LightScanner wurde zur Schmelzkurvenanalyse (High-Resolution-Melting)

verwendet.

4.5.1 Historie

Mehr als 20 Jahre nach der ersten In-vitro-Amplifikation von DNA mittels PCR ist das High-
Resolution-Melting (HRM) in vielen Forschungslaboren eine etablierte Methode zum schnellen
Screening von PCR-Produkten auf das Vorliegen von Mutationen geworden.

Im Jahr 2002 wurde HRM durch eine Kollaboration von Wissenschaftlern der Universitit
Utah (USA) zusammen mit der Industrie (Idaho Technology, USA) entwickelt. Obwohl bereits vor
vielen Jahren Schmelzkurven wéhrend der PCR beobachtet wurden, ist die Schmelzkurvenanalyse im
Anschluss an die PCR mit der Zeit immer beliebter geworden. Diese beschriebene einfache
Schmelzkurvenanalyse im Anschluss an die PCR wird nun seit 1997 standardméfig angewendet [Lay
et al., 1997].

Nicht nur durch bessere Farbstoffe [Wittwer et al., 2003], sondern auch durch neue
Technologien wurde das HRM in den letzten Jahren deutlich optimiert. Das erste Instrument, HR-1
von Idaho Technology, wurde von Carl Wittwer [Wittwer et al., 2003] mit dem Ziel entwickelt, die
DNA-Schmelzkurvenanalyse so priazise wie moglich zu gestalten. Alle Analysen wie das
Genotypisieren, Mutationsscreenen und das Abgleichen von Sequenzen wurden erstmalig an diesem
Instrument durchgefiihrt und etabliert. Amplifiziert wurde frither z.B. an einem RapidCycler II von

IdahoTechnology; aber viele HRM-Instrumente haben diese Funktion heute bereits integriert.

4.5.2 Allgemeines

Mit diesem Verfahren der HRM konnen Variationen innerhalb einer Sequenz eines bestimmten

Fragments, der aus amplifizierter DNA besteht, aufgedeckt werden. Aber nicht nur durch Produkte,
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sondern auch durch nicht amplifizierte DNA konnen Schmelzkurven bei einer bestimmten
Temperaturskala erhalten werden. Die DNA-Fragmente werden komplett auf passende Hybride,
genannt Homoduplexe und unpassende Heteroduplexe, analysiert. Wildtyp und Mutante werden
anhand einer unterschiedlichen Schmelzkurve bzw. eines anderen Schmelzpunktes differenziert.

HRM ist somit eine einfache Methode zum Genotypisieren, Abgleichen von Sequenzen und
Screenen von unbekannten Mutationen. Das Schmelzverhalten der DNA-Doppelhelix und das somit
folgende Aufspalten in zuféllige Abschnitte ist eine fundamentale Eigenschaft der DNA.

Das Prinzip der HRM ist, dass nach der PCR-Amplifikation beim kontrollierten Erhitzen der
Produkte entstehende Schmelzkurven durch die Fluoreszenzidnderung eines beigemischten Farbstoffs
beim Schmelzen der Doppelhelix aufgezeichnet werden. Konventionell wird das Schmelzverhalten der
DNA ohne Fluoreszenzfarbstoff durch UV-Absorption gemessen (Hyperchromizitit), was allerdings
Stunden in Anspruch nimmt und groe Mengen an DNA (Mikrogramm) bendtigt. Die

Fluoreszenzanalyse ist viel genauer, und es werden nur einige Nanogramm an DNA benétigt.

4.5.3 Farbstoffe im Vergleich

Viele Farbstoffe fluoreszieren stark in der Gegenwart von doppelstringiger DNA, v.a.
Ethidiumbromid, aber SYBR Green I und LCGreen I sind heller und Standard bei der Anwendung von
Schmelzkurvenanalysen und RT-PCR [Reed et al., 2007].

Allerdings entstehen die besten Resultate durch die Anwendung vom Farbstoff LCGreen I und Plus,
die speziell fiir das HRM entwickelt wurden. Fiir diese Arbeit wurde LCGreen Plus angewendet. Der
Unterschied zwischen diesen beiden Farbstoffen ist, dass LCGreen Plus noch heller ist als LCGreen 1
und an mehreren verschiedenen Instrumenten angewendet werden kann [Graham et al., 2005]. Beide
beeintrachtigen die PCR-Reaktion nicht und fluoreszieren sehr hell bei der Denaturierung der
doppelstrangigen DNA. Somit ist eine teure und zeitaufwendige Markierung der Proben mit einem
Farbstoff nicht notwendig. LCGreen Plus wurde bereits vor der Amplifikation im Verhéltnis 1:10
hinzugegeben, d.h. in der Konzentration zwischen 1 und 10uM [IdahoTechnology, 2008]. LCGreen
Plus hat eine gute Zuverldssigkeit bei der Darstellung der Heteroduplexe, der Grund ist noch nicht
vollstidndig geklirt [IdahoTechnology, 2008], vermutlich durch die gleichméBige Verteilung zwischen
den beiden DNA-Stringen wihrend des Schmelzprozesses [Wittwer et al., 2003], [Gundry et al.,
2003]. LCGreen Plus kann aber sogar auch in hoheren Konzentrationen angewendet werden ohne die
Reaktion zu beeinflussen. Lediglich bei der Verwendung dieses Farbstoffes, kann die Mg-
Konzentration die Farbstoffverteilung beim Schmelzen beeinflussen [IdahoTechnology, 2008].

Andere Farbstoffe sind am Aufkommen, jedoch bisher noch nicht durch Vergleichsstudien untersucht.
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4.5.4 Ablauf

Nach der PCR werden die Kapillaren noch einmal schrittweise auf 90°C erhitzt [Vandersteen et al.,
2007]. Die Temperaturen werden jeweils an 65 Punkten/°C kontrolliert. Die Schmelztemperaturen
sollten in diesem Bereich liegen. Die Kapillaren werden durch einen groBen anliegenden
Aluminiumzylinder erhitzt, der wiederum durch eine heifle Spirale erwdrmt wird. Der LightScanner,
der hier bei dieser Arbeit verwendet wurde, ist als Hochdurchsatztechnik entwickelt worden, als die
Nachfrage nach einem groferen Format wie 96er oder 384er Platten gestiegen ist. Hier werden
Temperaturverdnderungen von jeweils 0,1°C empfohlen mit einem Halten der Temperatur mit der

Dauer von 2sec bei jedem 0,1°C Schritt. Die resultierende Temperaturverdnderung betrdgt 0,017°C/s.

Messen der Fluoreszenz:

Das Schmelzprofil einer Doppelhelix ist stets abhingig vom umgebenden Puffer, v.a. der
Salzkonzentration, die in diesem enthalten ist, dem GC-Gehalt, der Linge und der Heterozygotie. Um
ein zuverldssiges Ergebnis zu erhalten, sollte jede DNA auf die gleiche Art und Weise isoliert worden
sein und die gleiche Konzentration betragen [Reed et al., 2007], [Gundry et al., 2003].

Vorhandene doppelstrangige DNA fluoresziert in Anwesenheit des interkalierenden Farbstoffes sehr
stark bei niedrigen Temperaturen. Wenn die Temperatur steigt, nimmt die Fluoreszenz ab, zuerst
langsam und féllt dann ab bei einem charakteristischen Temperaturwert, wenn die DNA in
Einzelstrange zerfillt. Die Fluoreszenz beinhaltet zu diesem Zeitpunkt noch 50%. Der Schmelzpunkt
wird offiziell definiert als eine bestimmte Temperatur, wo die Hélfte der Duplexe schon geschmolzen
ist. Das entspricht dem Wendepunkt der Steigungskurve.

Die meiste Information erhélt man daher nicht durch das Ablesen der Schmelztemperatur,
sondern durch das Betrachten der Form der Schmelzkurve. Das Vergleichen der Schmelzkurven
miteinander wird hauptsidchlich im Verfahren des Matchens von Sequenzen, aber auch beim
Mutationsscreening als ein Indikator fiir Heteroduplexe, geformt durch heterozygote DNA,
angewendet. Die Detektion von Heteroduplexen in kleinen Amplikons bevorzugt ein schnelles Kiihlen
vor dem Schmelzen, schnelles Heizen wihrend dem Schmelzen und eine niedrige Mg2+-
Konzentration [Gundry et al., 2003].

Es zeigt sich eine Fluoreszenzabnahme korrespondierend zum Schmelzpunkt der am
wenigsten stabilen Probe. Daraus wird geschluBfolgert [Gingeras et al., 2005], dass Sequenzvarianten
weniger stabil sind und somit eine abgewandelte Schmelzkurve zeigen. Homozygote werden ebenfalls
anhand von Schmelzpunktverdnderungen auseinandergehalten [Wittwer et al., 2003]. Die HRM-
Analyse kann somit als konventionelle Methode zum Screening von Homozygoten und Heterozygoten
angewendet werden. Im Gegensatz zur HPLC, wo nur Heterozygote aufgezeigt werden konnen, ist die
angegebene Sensitivitdt und Spezifitit hierbei viel genauer; sie betragen 97% und 99% [Chou et al.,
2005], auch in Produkten bis 1.000bp [Reed et al., 2004], und man bendtigt keine Elektrophorese

[Graham et al., 2005]. Frithere Methoden zeigten oft falsch-positive Polymorphismen als Mutationen
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an oder fiihrten auch zu falsch-negativen Ergebnissen, da sie sich auf Mutationshotspots konzentrieren
und somit seltene Mutationen ibersehen konnen [Reed et al.,, 2004]. Als Beispiel die
Restriktionsenzymmethode, ein sehr lokalisiertes Verfahren, das nur bis zu 30 Nukleotide untersuchen
kann.

Um die Unterschiede der Schmelzpunkte mdglichst gro3 zu halten, sollten die Amplikonldngen
moglichst kurz gehalten werden, moglichst unter 500bp. Denn je kiirzer eine Probe ist, desto hoher ist

ihre Destabilisierung durch einen ,,Mismatch* [von Ahsen, 2005].

4.5.5 Auswertung mit der MeltingWizard Software
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Abbildung 13: Melting Wizard Software.

Mithilfe der Melting Wizard Software wurden die Schmelzkurven ausgewertet.

Nach dem Scannen wurden die Daten durch die mitgelieferte Software ,,Melting Wizard“ normalisiert,
der Temperatur angepasst und anschlieBend in einer graphischen Darstellung der Differenz der
Fluoreszenz auf einem Display angezeigt. Die Fluoreszenzintensititswerte werden zwischen 0-100%
normalisiert indem eine lineare Grundlinie vor und nach jedem Schmelzen definiert wird [Technology,
2008]. Eine Schmelzkurve wird als Referenz gewidhlt und die Differenz zwischen den Kurven und
dem Standard wird gegen die Temperatur aufgetragen um die Fluoreszenzdifferenz darzustellen
[IdahoTechnology, 2008]. Die Referenz wird meist durch den Mittelwert verschiedener
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Wildtypkurven gebildet [Graham et al., 2005]. Die urspriingliche Referenzkurve stellt eine horizontale
Linie bei 0 dar, und die verschiedenen Genotypen sammeln sich dann ober- und unterhalb dieser
Linie, so dass die verschiedenen Genotypen einfach visuell auseinandergehalten werden konnen
[IdahoTechnology, 2008].

Folglich miissen die Proben mit einem ausgefallenen Schmelzprofil seltene Varianten sein
[Vandersteen et al., 2007]. Diese Schmelzkurven sollten nicht mit abgeleiteten Kurven (-dF/dT)
verwechselt werden [Wittwer CT, 2003], die oft zur Darstellung von Daten mit schlechter Auflosung
benutzt werden [Wittwer et al., 2003], [Graham et al., 2005]. Bei der Darstellung der Differenz der
Fluoreszenz werden nur die minimalen Schmelztemperaturunterschiede der DNA durch die Form der
Schmelzkurve hervorgehoben [Graham et al., 2005]. Somit wird das Verhalten der gesamten Kurve im
hohen Temperaturbereich mit einbezogen und nicht nur der Schmelzpunkt beriicksichtigt [Zhou et al.,
2005]. Denn die Gefahr ist, dass durch die konventionellen ableitenden Verfahren die Darstellung der
hoch auflésenden Daten so vereinfacht wird, dass ein nur minimaler Effekt, der durch Heteroduplexe
erzeugt wurde, verdeckt werden konnte [IdahoTechnology, 2008].

Obwohl man auch automatische Zusammengehdrigkeitsalgorithmen verwenden konnte, ist dennoch
das Herausfinden der Zusammengehorigkeit durch den visuellen Vergleich korrekt und zuverléssig

[IdahoTechnology, 2008].

Obwohl bei manchen Heteroduplexen die Paarungen gleich sind, hingt die Stabilitdt der benachbarten
Regionen von den angrenzenden Basen ab, was oft zu einer unterschiedlichen Stabilitdt fiihrt [Graham
et al., 2005] und bei der thermodynamischen Auswertung automatisch berechnet wird. Gewohnlich
betragen DNA-Schmelzbereiche zwischen 50-300bp und ldangere Amplikons kénnen mehrere
Schmelzdoménen aufzeigen. Wenn zwei Peaks innerhalb einer Schmelzkurve ersichtlich werden, d.h.
ein Amplikon zwei Schmelzdomédnen enthilt, dann befindet sich die Mutation hdufiger in der unteren
Doméne wahrend die hohere Doméne fiir alle Proben meistens identisch ist [Wittwer CT, 2003].

Obwohl bis dato PCR-Produkte nur bis zu einer GréB3e von 1000bp dieser Methode zuginglich waren
[von Ahsen, 2005], ist nun kein oberes Limit fiir die GroBe des Amplikons zum Genotypisieren und
Mutationsscreening  bei  dieser Methode gegeben [IdahoTechnology, 2008]. Andere
Scanningmethoden wie z.B. das Sequenzieren erlauben nur das Prozessieren von Produkten von 300-
700bp. Daher ist das High-Resolution-Melting eine gute Methode, niedrige Kosten mit einem hohen

Datensatz zu kombinieren.

4.5.6 Genauigkeit

Da die meisten Produkte eine wirklich sehr dhnliche Schmelztemperatur besitzen, ist die Genauigkeit
der DNA-Schmelzkurvenanalyse direkt von der Auflosung des jeweiligen Schmelzinstrumentes

abhingig.
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Das Scannen von Heteroduplexen zeigt nur Sequenzvarianten an, kann diese aber nicht identifizieren
oder genotypisieren. Sequenzen, die nicht krankheitsverursachend sind, kommen viel haufiger vor als
jenige, die fiir gewisse Krankheiten priddisponieren [von Ahsen, 2005]. Wenn Proben an HRS-
Systemen mit einer geringen Auflosung untersucht werden, konnen 19-52% der mdglichen
heterozygoten SNPs mit der erwarteten heterozygoten Variante verwechselt werden [Graham et al.,
2005]. High-resolution Methoden benétigen einen analogen oder digitalen 16-bit Konverter mit einer
sehr hohen Auflosung, idealerweise 0,002°C und 0,002% der Fluoreszenz [IdahoTechnology, 2008].
Es werden circa 50 Datenpunkte fiir 1°C benoétigt.

Die ggf. nicht so exakte Differenzierung von hetero- und homozygoten Varianten in diesem Verfahren
stellt aber in unserem Fall kein Problem dar, da HRM nur als Screeningmethode angewendet wurde
und alle aufgefundenen Varianten noch mit Hilfe der Sanger-DNA-Sequenzierung iiberpriift wurden,
um zwischen hetero- und homozygote Varianten zuverldssig unterschieden zu kénnen, wie es auch

empfohlen wird [Vandersteen et al., 2007].

4.6 DNA-Sequenzierung nach Sanger

t

Abbildung 14: Sanger-Sequencing mit einem Kapillarsequencer (ABI-Life Technologies).

Die Sequenzierung erfolgte nach Sanger.

4.6.1 Historie

1975 wurde die ,,Plus und Minus“-Methode zum Sequenzieren von DNA durch Frederick Sanger
eingefiihrt [Sanger et al., 1975]. Diese Methode stellte die Basis fiir alle weiteren Sequenziermethoden
dar, die viele Jahre spéter entwickelt wurden. Insbesondere die Einfiihrung der Auftrennung von
DNA-Fragmenten bei der Polyacrylamidgelelektrophorese der GroBe nach stellte eine wichtige
Neuerung dar. Bei der ,,Plus und Minus“-Methode entstanden unterschiedlich lange Fragmente der

DNA. Die eingebauten dNTPs wurden mit 32P radioaktiv markiert, so dass durch eine néchtliche
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Bestrahlung mit Rontgenstrahlen unterschiedliche Banden auf dem Gel sichtbar wurden, die sich nur
in einer Basenldnge voneinander unterschieden.

1977 wurden zwei weitere Methoden zum Sequenzieren von DNA entdeckt. Maxam und Gilbert
beschrieben ein Verfahren, bei dem es durch eine basenspezifische chemische Spaltung der DNA und
eine anschliefende Auftrennung der Fragmente durch Gelelektrophorese [Maxam et al., 1977] zur
Aufschliisselung der Sequenz kam. Diese Methode wird heute aber nicht mehr angewendet, da sie
gefdhrliche Reagenzien wie Hydrazin bendtigte und eine Automatisierung nicht moglich war. Sanger
entwarf zur gleichen Zeit die Kettenabbruch-Synthese, und mit ihr wurde bereits 1977 die erste
vollstindige Sequenzierung eines Bakteriophagen-Genoms vorgestellt [Sanger et al., 1992].
SchlieBlich erhielten beide Teams 1980 den Nobelpreis, aber Sangers Methode wurde als Standard
eingefiihrt.

In den 90er Jahren wurde diese Methode weiter verbessert. Anfangs benétigte man noch 4 einzelne
Reaktionen per Template (eine Reaktion fiir jede Base: G, A, T und C) jeweils mit dementsprechenden
Didesoxynukleotiden. Es wurden auch neue Markerfarbstoffe in verschiedenen Farben eingefiihrt
[Prober et al., 1987], [Smith et al., 1986], so dass heute nur noch eine einzelne Reaktion mit allen vier
dNTPs und ddNTPs durchgefiihit werden muss. Fluoreszenzfarbstoffe ersetzten die radioaktiven
Marker, die Autoradiographie und das manuelle Auszdhlen der Basen. Dieses neue Verfahren wurde
durch das Labor von Leroy Hood zusammen mit der Firma Applied Biosystems (ABI, Foster City,
CA, USA) verdffentlicht [Smith et al., 1986] und 1987 erfolgte die Vermarktung durch Applied
Biosciences.

Spéter wurde das Gel durch Kapillaren ersetzt, so dass der Separationsschritt deutlich vereinfacht
wurde, und die Lénge des Sequenzierstranges variabler wurde [Madabhushi, 1998]. In den letzten 10
Jahren wurde sogar die Lange von einem Strang von 450bp bis auf mogliche 850bp erhoht, ohne dass
es Probleme beim Sequenzieren gab.

Dovichi und Zhang publizierten 2000 eine elegante Vereinfachung beziiglich dieser Methode, indem
sie anstatt der Primer die ddNTPs mit Fluoreszenzfarbstoffen markierten [Dovichi NJ, 2000].

Bereits 1994 wurde schlielich basierend auf der Sequenzierung eine detaillierte Karte des
menschlichen Genoms publiziert [Murray et al., 1994], und Februar 2001 wurden die Sequenzen des

humanen Genoms in der gleichen Woche in Science und Nature verdffentlicht [Venter et al., 2001].

4.6.2 Allgemeines

Das Sequenzieren nach Sanger, auch Kettenabbruch-Synthese genannt, ist eine enzymvermittelte
Methode zur Darstellung der Nukleotidsequenz eines DNA-Molekiils. Mit dieser Methode konnen
Regulatorgene und Gensequenzen aufgedeckt werden, aber auch Vergleiche von homologen Genen
gezogen und Mutationen entschliisselt werden.

Das Prinzip besteht aus der Synthese einer komplementdren Template-DNA, die durch den

enzymatischen Einbau von 2’-Desoxynukleotiden (dNTPs), katalysiert durch das Enzym DNA-
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Polymerase, zusammengesetzt wird. Durch die Zugabe von Didesoxynukleotiden (ddNTPs) und deren
Bindung an stochastisch ausgewdihlten unterschiedlichen Positionen der DNA wird die Synthese
abgebrochen [Sanger et al., 1992]. Es entstehen somit Fragmente unterschiedlicher Langen. Aufgrund
der negativen Ladung der DNA kann man diese Fragmente auf einem Polyacrylamidgel der GroBe
nach auftrennen. Die DNA wandert zur positiven Elektrode, wenn eine elektrische Spannung angelegt
wird. GroBere Fragmente wandern langsamer als kleinere. Schlieflich kann diese Methode mit der
Genauigkeit des Léngenunterschieds nur einer einzelnen Base zwischen den Abschnitten
unterscheiden, das heif3t, ein Strang mit 300 Basen unterscheidet sich von einem Strang, der nur aus
299 Basen besteht.

Wenn sich also diese Fragmente auf dem Gel ihrer Lange nach aufspalten, konnen die verschiedenen
Fluoreszenzmarker durch einen Argonlaser angeregt und die davon ausgehenden Signale auf einem
Detektor registriert werden. Es ergibt sich eine Sequenz aus unterschiedlich hohen Peaks, bestehend

aus vier verschiedenen Farben der jeweiligen Marker, die vom Detektor gelesen werden.

4.6.3 Ablauf und Schrittfolge der urspriinglichen Methode

Das Sequenzieren nach Sanger bendtigt folgende klassische Komponenten:

- DNA-Einzelstrang, der sequenziert wird;

- DNA-Primer nur in 5°-3’-Richtung, kurze DNA-Stiicke, die komplementir zum zu
sequenzierenden DNA-Strang sind, mit Fluoreszenzfarbstoffmarkierung am 5’-Ende;

- DNA-Polymerase, bindet an den Primer und synthetisiert die DNA in 3’-5'-Richtung;

- dNTPs (Deoxynukleotide), werden durch die DNA-Polymerase eingebaut;

- ddNTPs (Didesoxynukleotide), fithren beim Einbau zur Kettenabbruchreaktion.

Zunichst muss die doppelstringige DNA durch Erhitzen auf 95°C denaturiert werden, damit man
Einzelstriange erhilt.

Durch die DNA-Polymerase wird der DNA-Strang durch den Einbau von dNTPs verldngert. Hierzu
bindet der Primer an die OH-Gruppe des 3'-Endes der Template-DNA. Die DNA-Polymerase bindet
wiederum an die OH-Gruppe des Primers.

Bei der DNA-Synthese verbindet die Polymerase die 3'-OH-Gruppe eines Nukleotids mit der 5'-
Phosphatgruppe des niachsten Nukleotids.

Das Prinzip des Sequenzierens nach Sanger beruht auf dem Prinzip, dass ohne diese OH-Gruppe am
3’-Ende der Nukleotide der DNA-Strang nicht weiter verldngert werden kann, da das nichste
Nukleotid nicht gebunden werden kann.

Diese zum Kettenabbruch fiihrende Form der Nukleotide stellen, wie bereits erwéhnt,

Didesoxynukleotidtriphosphate (ddNTPs) dar.
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Abbildung 15: Molekulare Darstellung eines dNTPs (oben) und ddNTPs (unten).
Die zum Kettenabbruch fiihrende Form der Nukleotide sind die Didesoxynukleotide (ddNTPs).

Die Konzentration der ddNTPs sollte ungefdahr 1% der Konzentration der dNTPs betragen. Denn nach
der Hinzugabe der DNA-Polymerase kommt es zur Polymerisation, und die Reaktion wird in ca. 1/100
der Fille abgebrochen, wenn ein ddNTP eingebaut wurde. Wenn also die Konzentration nicht zu hoch

ist, entsteht eine Serie unterschiedlicher Fragmentldngen.
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Abbildung 16: Zerstorung der Duplexe mit Exonuklease II1 (EXO III) und Basenextensionsreaktion.
Dieses vereinfachte Diagramm zeigt die Zerstorung der Duplexe mit Exonuklease 111 (EXO I1I)

und die Richtung der Basenextension (- - - -) beginnend vom Primer (P).

Der Trick dieses Verfahrens ist, dass alle Sequenzen mit den gleichen Nukleotiden starten, aber mit
einer spezifischen Base enden. Wenn ein Strang in einer Losung immer wieder erneut hergestellt wird,
endet der neu synthetisierte Strang an allen Positionen, wo die entsprechenden ddNTPs gebunden

werden konnen.

Nach diesen beschriebenen Reaktionen wird die DNA wieder denaturiert, damit sich die
unterschiedlichen Einzelstringe auf dem Polyacrylamidgel auftrennen. Die Inhalte der damaligen vier
Reaktionen werden in vier separaten Reihen auf dem Gel aufgetragen, um sie voneinander
unterscheiden zu konnen. Nach der Gelelektrophorese werden die Banden mit UV- oder auch
Rontgenstrahlen bestrahlt, je nachdem wie die Primer markiert waren.

Wenn also alle 4 Reaktionen auf dem Gel zusammengefasst werden, kann die aktuelle DNA-Sequenz

in 5'- zu 3’-Richtung von unten nach oben auf dem Gel gelesen werden.
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Die unterschiedlichen Fluoreszenzen werden von einem Laser erfasst und in der Form eines
Chromatogramms aufgezeichnet. Das ist ein Diagramm aus verschiedenfarbigen Peaks, die mit den

jeweiligen Nukleotiden korrespondieren in der jeweiligen Position der Sequenz.

4.6.4 Aufreinigung des PCR-Amplifikats

Zur Aufreinigung des PCR-Amplifikats nach der PCR wurden die tiberschiissigen Primer sowie nicht
gebundene Desoxynukleotidtriphosphate (dNTPs) entfernt. Hierzu wurde ExoSAP-IT (USB
Corporation, Cleveland, USA) verwendet. Dies ist ein Mix, der die hydrolytischen Enzyme
Exonuklease-1 (EXO I) und Shrimp-Alkaline-Phosphatase (SAP) enthilt, die iiberschiissige Primer
und dNTPs abbauen konnen.

ExoSAP-IT wurde zum PCR-Produkt in einer 96er Multiwellplatte hinzupipettiert und die Platte
danach mit einem Foliendeckel verschlossen. Danach wurde die Platte anzentrifugiert und schlielich

in den vorgeheizten Mastercycler gestellt.

Tabelle 13: Herstellung ExoSAP-Mix

Substanzen Menge
10x Exonuklease I Puffer 0,5ul
EXO I (20U/ul) 0,025ul
SAP (IU/ul) 0,5ul
dH20 3,975ul
PCR-Produkt Sul

Herstellung des ExoSAP-Mix fiir die Aufreinigung des PCR-Produktes vor der Sequenzierung. Die Exonuklease
zerstort die nicht verbrauchten Primer, so dass die nicht gebundenen Primer die nachfolgende Sequenzierung

nicht beeintrdchtigen.

Folgendes Programm wurde fiir die ExoSAP-Behandlung angewendet.

Tabelle 14: Protokoll: ExoSAP-Mix-Programm

Temperatur Zeit
37°C 65 Minuten
72°C 15 Minuten
4°C Ende

Bei 37°C erfolgt die enzymatische Reaktion der Exonuklease und der SAP. Bei 72°C werden beide Enzyme

thermisch deaktiviert, so dass sie die nachfolgende Sequenzierung nicht beeintrdchtigen.
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4.6.5 Verwendetes Cycle-Sequenzierungsprotokoll

Die Sequenzierung der PCR-Produkte erfolgte nach einem Cycle-Sequencing-Protokoll. Dabei wird
durch  wiederholte  Schritte des Primer-Annealings und der Primerextension mehr

Sequenzierungsprodukt erhalten im Vergleich zu einer klassischen Sanger-Sequenzierungsreaktion.

Tabelle 15: Herstellung eines Sequenziergemisches

Substanz Menge

PCR-Produkt nach ExoSAP-Aufreinigung 2,0 pl
Big Dye Terminator Version 3.1 0,25 ul

5x Big Dye Terminator Puffer 1,0 pl
Seq-Primer 0,5 pl

dH20 1,25 pl

Gesamt 5,0 ul

Herstellung eines Sequenzierungsgemisches fiir Cycle-Sequencing. Es werden in jedem Well 2ul aufgereinigtes

PCR-Produkt und 3ul Sequenziermix zusammengefiigt. Der Gesamtansatz ergibt 5 ul.

Im Anschlul wird das Cycle-Sequencing des Sequenziergemisches mit Hilfe des folgenden

Programmes durchgefiihrt:

Tabelle 16: DNA-Sequenzierungsprogramm

Temperatur Zeit Zyklen
95°C 1 Min.
40 Zyklen
72°C 1 Min.
4°C 5 Min. Ende

Beim Cycle Sequencing wird zundchst das PCR-Produkt bei 95°C denaturiert, anschliefsend erfolgt des
Annealing der Sequenzierprimer und die Primerextension bei 72°C. Der Prozef3 aus Denaturierung, Annealing

und Primerextension wird fiir 40 Zyklen wiederholt.

Danach erfolgte eine Aufreinigung der Sequenzierproduktes mit dem Qiagen-Kit Cycle Seq Kit.

4.6.6 Softwaregestiitzte Mutationsdetektion

Mit Hilfe der kommerziellen Software Mutation Surveyor (Softgenetics, State College, PA, USA)
wurden die erzeugten Sequenzen im Hinblick auf das Vorliegen von Mutationen analysiert. Dieses
Programm kann mit einer hohen Sensitivitit und Spezifitit die Wildtyp-Sequenzen von mutierten
Sequenzen differenzieren. Innerhalb von 2 Minuten kénnen bis zu 400 Reihen, die bei Mutation

Surveyor als ein durchlaufendes Fenster dargestellt werden, untersucht werden.
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Dieses Programm kann mit unidirektionalen und bidirektionalen Daten genutzt werden. Die
Genauigkeit bei der bidirektionalen Analyse liegt iiber 99%, bei der unidirektionalen Methode betrigt
sie 95%. Jede einzelne Base, die als Peak in einer anderen Farbe dargestellt wird, wird automatisch
mit einer Referenzsequenz verglichen. Diese Referenzsequenzen kdnnen direkt bei GenBank (von
Softgenetics) heruntergeladen werden, wo alle humanen Sequenzen gespeichert sind.

Gefundene Differenzen zwischen den beiden Sequenzen werden als ein scharfer ,,Peak™ im
Elektropherogramm, einer weiteren Reihe auf dem Bildschirm dargestellt. Folglich muss man nicht
selber mit dem Auge verschiedene Sequenzen abgleichen, was viel Zeit kosten wiirde.

Automatisch fithrt die Software auch eine Gruppenzugehorigkeit der Sequenzen durch. Sie verbindet
den Vorwirts- und Riickwértsstrang der jeweiligen Patienten, vergleicht diese mit der Referenz und

sortiert sie nach den jeweiligen Exons.
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Abbildung 17: Darstellung der Sequenzen von OLFML2B.
Durch die mitgelieferte Software Mutation Surveyor kénnen die zu analysierenden Sequenzen

eines Gens schlieflich am Cumputerbildschirm dargestellt werden.

SchlieBlich wurden die PCR-Produkte resequenziert wie es vom Hersteller auch empfohlen wird (ABI

3730, Applied Biosystems, Foster City, USA).
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4.7 MALDI-TOF MS

Die Genotypen der aufgefundenen seltenen (Mutationen) und hiufigen (SNP) Varianten wurden mit

Maldi-TOF MS (Sequenom, San Diego, USA) in allen Patienten bestatigt.

Abbildung 18: Maldi-TOF MS (Sequenom).
Maldi-TOF MS =Matrix Assisted Laser Desorption lonisation Time of Flight Mass
Spectrometry.

4.7.1 Historie

Der Begriff ,,Maldi-TOF MS = Matrix Assisted Laser Desorption lonisation Time of Flight Mass
Spectrometry* wurde im Jahre 1985 durch Franz Hillenkamp, Michael Karas und deren Kollegen
eingefiihrt, als sie herausfanden, dass die Aminosdure Alanin unzerstort ionisieren kann, wenn man sie
in eine Matrix aus einer organischen Substanz einbettet und sie dann mit einem 266nm Laser

beschiel3t.

4.7.2  Prinzip und Ablauf

Das Prinzip der SNP-Genotypisierung durch Maldi-TOF MS basiert auf (1) einer PCR der Region des
zu genotypisierenden SNPs, (2) einer Primerextensions-Reaktion fiir eine einzige Base an der Position
des zu genotypisierenden SNPs, gefolgt von einer (3) Aufreinigung der Produkte und (4) einer
massenspektrometrischen Analyse der Einzelbasen-Primerextentionsprodukte fiir den Genotyp des
SNP.

Primer fiir die PCR und die Einzelbasen-Primerextentions-Reaktion werden mit Hilfe der Software

MassARRAY Assay Designer 3.0 (Sequenom, San Diego, USA) hergestellt. Das Ziel ist moglichst
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spezifische Primer auszuwihlen, die mdglichst genau nur an die zu untersuchende Region binden.
Diese Methode ist ein Multiplex-Verfahren, mehrere SNPs konnen in einer Reaktion parallel
untersucht werden. An jeden PCR-Primer wurde eine Endung aus zehn bekannten Basenpaaren als
»tag® angehingt, um die Masse der PCR-Primer deutlich grofer zu machen als die der Extensions-
Primer, damit sie die Maldi-Analyse nicht stéren.

Nach der Aufreinigung (SAP-Verdau nicht eingebauter dNTPs) wird der PCR-Erfolg auf einem 3%
Agarose-Gel kontrolliert. Dort wird auch eine Negativkontrolle zur Sicherheit aufgetragen, um
Verunreinigungen des Mastermixes auszuschlieBen. AnschlieBend folgt die Primer-Extensionsreaktion
bei der die Primer an der Position des SNP um genau eine einzelne Base verldangert werden. Die Art

der eingebauten Base (A, G, T oder C) korrespondiert mit dem Genotypen des jeweiligen SNP.
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Abbildung 19: Homogenous Mass Extend-Reaktion (hME).
Maldi-TOF MS fiihrt zundichst (1) eine PCR der Region des zu genotypisierenden SNPs durch,
gefolgt von (2) einer Primerextentions-Reaktion fiir eine einzige Base an der Position des zu
genotypisierenden SNP und schlieflich zu einer (3) Aufreinigung der Produkte. Eine
massenspektrometrische Analyse der Einzelbasen-Primerextentionsprodukte fiihrt dann zur
erfolgreichen Genotypisierung. Dieses Schema wurde freundlicherweise durch Dr. H. Gohlke,

Helmholtz Zentrum Miinchen, zur Verfiigung gestellt.
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Das Prinzip der massenspektrometrischen Analyse im Rahmen der Maldi-TOF MS, basiert auf einem
Laserimpuls, der eine Desorption der in eine kristalline Matrix eingebetteten Einzelbasen-
Primerextentionsprodukte induziert und somit diese Molekiile unzerstort ionisiert, so dass ihre Masse
anhand der Flugzeit bestimmt werden und so auf die Art der eingebauten Base (A, G, T oder C)
geschlossen werden kann. Die Matrix ist notwendig, um die Evaporation zu ermdglichen. Diese
nimmt die Laserenergie auf und verhindert dadurch einen photolytischen Schaden der Fragmente und
ihre weitere Interaktion. In den letzten Jahren wurde dieses Verfahren so weit entwickelt, so dass
DNA-Fragmente zwischen 1000 und 9000 Da mit einer Genauigkeit von 0,1-0,001% gemessen
werden konnen. Zudem wurde durch diese Methode auch ein hoher Datendurchlauf erméglicht, der

eine Analyse von SNPs in grof3en Populationsstudien [Griffin et al., 2000] erlaubt.

Probenteller

Laser

Lineare Flugstrecke

__________ oo ATOE) - o o Detektor
Probe (SEV)

AU Fokussierfelder

A U: Beschleunigungsspannung
SEV: Sekundirelektronenvervielfacher

Abbildung 20: Schematischer Aufbau des Maldi-TOF MS.
Die ionisierten DNA-Fragmente werden durch den Laserimpuls aus der Matrix freigesetzt und
in einem Feld mit konstant bleibender Energie beschleunigt bis diese Molekiile schlieflich auf
einen Detektor am Ende einer langen Rohre aufireffen. Die gemessene Zeit zwischen der
Freisetzung dieser Molekiile und dem Auftreffen auf dem Detektor wird als ,,TOF=Time of
flight ™ bezeichnet. Da alle Teilchen identisch beschleunigt werden, entspricht diese Zeit ihrer
molekularen Masse. Alle Teilchen haben somit ein nur gering unterschiedliches
Molekulargewicht und unterscheiden sich nur in ihrer terminalen Base am 3’-Ende abhdngig

vom Genotyp.
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4.7.3 PCR fiir Maldi-TOF MS

Die 14 nichtsynonymen Varianten, die in Patienten gefunden wurden und in beiden
Kontrollkollektiven eine MAF <0.1% hatten, wurden mit MALDI-TOF MS zur Bestétigung in den
Patienten und im KORA-Kollektiv regenotypisiert. Dazu wurden zunéchst 96er Platten mit 1ng/ml
DNA der zu genotypisierenden Personen belegt (Qiagen, Hilden, Deutschland). Vier dieser 96er
Platten wurden danach auf eine 384er Platte transferiert (Abgene, Surrey, UK). Im ersten Schritt
wurde eine PCR durchgefiihrt (s. Kapitel 4.3) um etwa 100 Basenpaare der zu untersuchenden Region

zu amplifizieren. Dabei wurden die folgenden PCR-Primer verwendet:
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Tabelle 17: PCR-Primer fiir Genotypisierung der 14 nichtsynonymen Varianten

Gen Vari- PCR-Primer — F PCR-Primer — R
ante
OLEML2B | Al2S ACGTTGGATS(T;;?}(&CCTGTGAGG ACGTTGGATGAAGATGTCCCTCGGCTGCT
oLFmLos | siisL | ACGTTGGATGATACCGTGGAAACC | ACOTTOUATOAGETTETGOAGCCT
ATCACC GAAGTC
OLEME2B | T149A ACGTTGGATi:l;ggigCTTCAGGAG ACGTTGGATGCC[SEACgTGCCTTGTTT
OLEMI2B | N339M ACGTTGGATS?(’I;%:SCTCCTGAGA ACGTTGGAnggggATTGTAATC
OLEME2B | R347W ACGTTGGATSiEiiSCTCCTGAGA ACGTTGGAng%g(’l;(TjTGGAGTGTT
OLEMI2B | R353H ACGTTGGATC(}:TATCCAAGGGTCGCTTGT ACGTTGGATgﬁégéGAACGGCCT
OLEMI2B | A4368 ACGTTGGAT%éi?gégTCCAAACAA ACGTTGGATg/}:g(g(l;iCTCAGGTAC
OLEMI2B | P04, ACGTTGGATgE(C:%CCCATATGT ACGTTGGAT%%?TCSTCCATCCAC
OLEMI2B | G51sE ACGTTGGATSS?E:STCTCTCCAC ACGTTGGAT?ES’TF?SATCCGCTCA
OLFML2B | R527Q ACGTTGGAT?éiigAéTGGGCGGAA ACGTTGGAT(T“igSSZéiTTGCCGTAG
OLEME2B | Y5578 ACGTTGGATgSTAéACGCCTCCTGTT ACGTTGGATgég(Tj%ATACCACGT
OLEMIZB | Telol ACGTTGGATgégCC}%iGCATGACGT ACGTTGGATSEl%TT(éGTCCACAGC
OLEME2B | A623T ACGTTGGATgé’(FjCC}%zGCATGACGT ACGTTGGATng(;C(%:(;"éCAGGACAAT
oLEML2B | Gerap | ACGTTGGATGACAGAAGGAGACC | ACGTTGGATGCGAAAGCGTAGGAG

ACATGGC

ATGTTG

Diese Primer wurden fiir die Genotypisierung der 14 mit MALDI bestdtigten nichtsynonymen OLFMLZ2B-

Varianten verwendet, die in Patienten aufgefunden wurden und die eine MAF <0.1% aufwiesen. Wiedergegeben

sind die F- und R-Primer der PCR-Reaktion.

Die Genotypisierung wurde in einem Volumen von 5pl in jedem einzelnen Well durchgefiihrt. Bei der

Plattenbelegung wurden Positiv- und Negativkontrollen in die 96er und 384er Platten eingebaut, um

eine Probenvertauschung durch Drehung der Platten auszuschlieBen.
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platel | Rlate2
plsted plated

Abbildung 21: Plattenbelegung der 384er Platten mit eingebauten Kontrollen.
Die Kontrollen dienen der Verhinderung einer Probenvertauschung durch 180°-Drehung der
Platten. ,NC* steht fiir: negative Kontrolle (negative control). Dieses Schema wurde
freundlicherweise durch Dr. Henning Gohlke, Helmholtz Zentrum Miinchen, zur Verfligung

gestellt.

4.7.4 SAP-Reaktion

Um die iiberschiissigen dNTPs, die nicht eingebaut werden konnten, wieder zu entfernen, ist ihre
Entfernung durch Dephosphorylierung mit dem katalytischen Enzym Shrimp Alkaline Phophatase
(SAP, Amersham, Piscataway, USA) notwendig. Im Gegensatz zu der ExoSAP-Aufreinigung von
PCR-Produkten vor der Cycle-Sequenzierung ist bei der hME-Reaktion keine Entfernung der
unverbrauchten PCR-Primer mit Exonuklease notwending, da diese durch die Massenerh6hung mit

Hilfe des 10bp langen ,,tag* nicht im Massenspektrum storen.

Tabelle 18: Standard Master-Mix zur Aufreinigung mit SAP

Komponenten 1 Reaktion 384er Platte Konzentration
hME-Puffer 0,17ul 81,6ul 10x
SAP 0,3ul 144ul 1U7ul
dH20 1,5ul 734,4ul
Gesamtvolumen 2ul 960ul

Der folgende Reaktionsmix wurde fiir die SAP (,, Shrimp Alkaline Phosphatase ) Reaktion hergestellt.

Die Entfernung der dNTPs erfolgt durch Inkubation bei 37°C gefolgt von einer Inaktivierung der SAP

bei 85°C. Folgendes Programm wurde fiir die ExoSAP-Behandlung angewendet.
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Temperatur Zeit
37°C 20 Minuten
85°C 10 Minuten
4°C Ende

Bei 37°C erfolgt die enzymatische Reaktion der SAP. Bei 85°C wird die SAP thermisch inaktiviert, so dass sie
die nachfolgende hME-Reaktion nicht beeintrdchtigt.

4.7.5 Durchfiihrung der hME-Reaktion

Im Folgenden wird der Ansatz fiir die Einzelbasen-Extension nach dem proprietiren Homogenous
Mass Extend-Protokoll (hME) wiedergegeben. Dieses bewirkt eine Extensionsreaktion spezifisch fiir
jeden SNP. Auch dieses Verfahren wurde auf 384er Platten durchgefiihrt. Fiir eine 384er-
Mikrotiterplatte wird ein Ansatz von 480 Reaktionen hergestellt um trotz Pipettierverlusten eine
ausreichende Reaktionsmenge zur Verfiigung zu haben. Die Basenextensionsreaktion wurde mittels

des Enzyms Thermosequenase (Amersham, Piscataway, USA) durchgefiihrt.

Tabelle 20: Mastermix fiir die Basenextensionsreaktion bei hME

Komponenten 1 Reaktion 384er Platte
hME-Mix 0,2ul 96ul
hME-Primer 0,054ul 25,92ul
Thermosequenase 0,018 8,64ul

dH20 1,728 829,4ul
Gesamtvolumen 2ul 960ul

Ansatz fiir Mastermix der Mulitplex-SNP-Genotypisierung mit Hilfe des proprietdren ,, Homogenous Mass
Extend-Protokolls “ (hME).

Anschlieend wird die ,Homogenous Mass Extend-Reaktion* (hME) mit dem folgenden
Temperaturprotokoll durchgefiihrt.
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Tabelle 21: Temperaturprofil fiir die hME-Reaktion

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Aktivierungsschritt 95°C 15 Minuten 1 Zyklus
Denaturierung 95°C 30 Sekunden
Annealing 52°C 30 Sekunden 55 Zyklen
Extension 72°C 1 Minuten
Finale Extension 72°C 10 Minuten 1 Zyklus

Protokoll fiir die hME-Methode. Die Schritte Denaturierung, Annealing sowie die Extension werden 55x

wiederholt.

Die fiir die Genotypisierung der 14 Varianten im OLFML2B-Gen verwendeten Extensions-Primer sind

in der folgenden Tabelle wiedergegeben (siehe Erkldrung im Ergebnisteil dieser Arbeit).

Tabelle 22: Extensions-Primer fiir die hME-Genotypisierung

Gen Variante Extension - Primer
OLFML2B A12S CCGGAACCACAATCAGAG
OLFML2B S113L TCACCTCAGGCTCGT
OLFML2B T149A aTTGCCTTGTTTCATAGCTCTCC
OLFML2B N335M CCTGATGACCAGTGTCACC
OLFML2B R347W CCTGATGACCAGTGTCACC
OLFML2B R353H GTGCTGTGTCCCTGA
OLFML2B A436S aatccATGCCTCCCTGGGAGACACTG
OLFML2B P504L ¢cGTGTTCTGGGTGGTC
OLFML2B G515E ATGGGCGGAATGAAG
OLFML2B R527Q GACCCCCTGGCCAAGGATGAGC
OLFML2B Y557H CGCTGGAGCAATTCC
OLFML2B T6101 gcgGCATGACGTGGCCTACGAGGAGGCCA
OLFML2B A623T CCATTCTCGTCCACAG
OLFML2B G674D CAGATGACGAAGCAGTTG

Diese Primer wurden fiir die Genotypisierung der 14 mit MALDI bestdtigten nichtsynonymen OLFMLZ2B-

Varianten mit MAF <0.1% verwendet, die in Patienten aufgefunden wurden. Wiedergegeben sind die

Extensionsprimer fiir die hME-Reaktion.
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4.7.6 Reinigung der hME-Reaktionsprodukte

Zur Reinigung der erhaltenen Basenextensionsprodukte wurde SpectroCLEAN resin von Sequenom,
San Diego, USA, angewendet. Somit konnen Salzreste (Mg2+) der vorherigen Reaktion entfernt
werden. Zundchst wurde 19ul dH20 zu den Basenextensionsprodukten hinzugegeben und
anschlieBend fiir 3 Minuten zentrifugiert.

Nach der Reinigung wurden die Produkte zusammen mit einer 3-Hydroxypicolinsdure auf eine 384er
Platte pipettiert. Hinzugefiigt wurde ein Kalibrator aus mehreren bekannten Oliginukleotiden.

Die Daten wurden schlieBlich durch die Software MASSARRAY-RT (Sequenom, San Diego, USA)

ausgewertet.

4.8 Datenauswertung und Statistik

Statistische Auswertungen wurden durchgefiihrt, um das Spektrum der aufgefundenen Varianten zu
charakterisieren und insbesondere um die Assoziation zwischen einzelnen Varianten und

arrhythmogenen Erkrankungen zu detektieren.

4.8.1 Gen-basierte Burden-Tests fiir seltene Varianten

Der Burden-Test als genbasierter Test fiir die Untersuchung der Assoziation seltener Varianten
zwischen dem Fall- und Kontrollkollektiv vergleicht die Anzahl (Last, ,,Burden®) der von der
Referenzsequenz abweichenden Genotypen in den Féllen im Vergleich zu den Kontrollen innerhalb
der proteinkodierenden CDS (code determining Sequence) vom Start- bis zum Stoppcodon eines
Gens.

Der Burden-Test fiir seltene und sehr seltene Varianten analysiert unter der Annahme eines
dominanten Modells die Anzahl von Personen, die ein seltenes Allel einer seltenen Variante tragen im
Fallkollektiv im Vergleich zum Kontrollkollektiv. Er ist ein einseitiger Test und untersucht die
Annahme, dass im Fallkollektiv eine hohere Héaufigkeit seltener Varianten besteht. Er priift dabei
lediglich den Mittelwert der Haufigkeitsverteilung der Varianten im Vergleich von Fall- zu
Kontrollkollektiv, jedoch nicht deren Varianz. Die Signifikanz des Burden-Testes kann entweder
numerisch oder durch Permutation ermittelt werden. In unserem Falle wurde die Auswertung mit Hilfe
des Chi’-Testes mit Bestimmung der Odds Ratio vorgenommen. Diese wurden aus den
entsprechenden Vierfeldertafeln bestimmt. Alle Konfidenz-Intervalle (CI) sind als 95% Konfidenz-
Intervalle angegeben. Sie geben die Reliabilitit der Daten an, ein CI von 95% (CI95%) besagt, dass
der tatsdchliche Wert des Effektschitzers (in diesem Fall des OR) mit 95% Wahrscheinlichkeit
innerhalb der Grenzen des Konfidenz-Intervalles liegt. Alle OR wurden auf das seltene Allel bezogen.
Bei einer OR von 1 ist der Effekt in beiden Kollektiven gleich gro8, ist die OR grdfer 1, ist das Risiko
in der Gruppe mit dem selteneren Allel erhdht, ist die OR kleiner als 1, besteht ein protektiver Effekt,
wenn das seltene Allel vorhanden ist.
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Zusitzlich zur Analyse aller seltener Varianten in einem Test haben wir die Varianten geméal ihren
Allelfrequenzen in Strata, d.h. in die Gruppen der seltenen (MAF <1%) und der sehr seltenen
Varianten (MAF <0,1%) zusammengefasst. Innerhalb jedes Stratums wurde wiederum ein Burden-

Test durchgefiihrt.

4.8.2 Pridiktion der Pathogenitit von Proteinvarianten

Zur Pridiktion von aminosiureaustauschenden Missense-Mutationen in Proteinen wurden zwei weit
verbreitete in-silico Pradiktionstools fiir kodierende nicht synonyme SNPs verwendet. SIFT (Sorting
Intolerant From Tolerant) und PolyPhen 2 sind Softwares, die eine Vorhersage beziiglich eines
Aminosdureaustausches und der Proteinfunktion treffen. Beide basieren auf einem ,aligning* von
allen analogen Proteinsequenzen (orthologe wie paraloge) und der Observation der im entsprechenden
Kodon vorkommenden bzw. nicht vorkommenden Aminosiuren, gepaart mit einer Vorhersage, ob die
nicht vorkommenden toleriert bzw. nicht toleriert werden.

SIFT und PolyPphen 2 wunterscheiden zwischen funktionell neutralen und deletierenden
Amindureaustauschen in verschiedenen Mutationsstudien und den humanen Polymorphismen. Beide
Verfahren konnen zur Hilfe bei Assoziationsstudien herangezogen werden wie auch zur
Prioritdtensetzung fiir weitere Studien. PolyPhen 2 ermittelt einen probabilistischen ,.classifier*
basierend auf einem Algorithmus [Adzhubei et al., 2010]. SIFT sagt nach einem &hnlichen Verfahren
fiir jeden Aminosédureaustausch vorher, ob eine Variante beobachtet oder nicht beobachtet sowie ob

sie toleriert oder nicht toleriert wird [NG, 2003].
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Um einen pathophysiologischen Einfluss des OLFML2B-Gens zu charakterisieren, war es wichtig,
Patienten mit potentiell autosomal-dominanten oder -rezessiven Repolarisationsstorungen auf seltene
Varianten (Mutationen) im Gen OLFML2B zu untersuchen.

Insgesamt wurden 641 Patienten auf Varianten in OLFML2B analysiert. Darunter waren 125 Patienten
mit Long-QT Syndrom, 329 Patienten mit medikamenteninduziertem LQTS, 93 Félle mit pltzlichem
Kindstod (SIDS) und 94 Fille mit plotzlichem Herztod (SCD).

Als Kontrollen wurden zum einen 702 Probanden aus dem KORA S4 Kollektiv mit methodisch
identischen Verfahren auf dieselbe Weise untersucht. Zusitzlich wurden die in der offentlich
zuginglichen Datenbank (Exome Variant Server, EVS) verdffentlichten Varianten von 4300 Personen
aus der Normalbevdlkerung des US-amerikanischen Exome-Sequencing-Projects (ESP) in-silico
analysiert. Diese sind mit Hilfe von Next-Generation-Sequencing aller Exone (,,whole-Exome-
Sequencing®, WES), also mit einer anderen Methode, die eine hohere Sensitivitit als die von uns
verwendete aufweist, gefunden worden.

Bei diesen Personen handelt es sich nicht nur um gesunde, sondern auch um betroffene Personen, die
jedoch tiberwiegend komplexe Erkrankungen aufweisen (z.B. Myokardinfarkt, Diabetes mellitus Typ
II). Da in dieser Arbeit nur nach monogenen Mutationen im OLFML2B-Gen gesucht wird, kann das

ESP-Kollektiv als Kontrolle verwendet werden.

5.1 Aufgefundene Varianten im OLFML2B-Gen

In den acht Exons des OLFML2B-Gens wurden in den untersuchten Kaukasiern insgesamt 86
Nukleinsdure-Varianten aufgefunden, die jeweils mindestens einmal in den Patienten mit Long-QT
Syndrom, mit medikamenteninduziertem LQTS (diLQT), mit pl6tzlichem Kindstod (SIDS) oder mit
plotzlichem Herztod (SCD) gesehen wurden oder im KORA S4 Kollektiv bzw. den kaukasischen
Personen aus der Normalbevolkerung aus der Offentlich zugénglichen Datenbank des US-
amerikanischen Exome-Sequencing-Projects vorkamen.

Die Art der Varianten (Mutationstyp in Bezug auf des Protein) in Abhéngigkeit von ihrer minoren

Allelfrequenz (MAF) gibt Tabelle 23 an.
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Typ der Alle Nur hiiufige Seltene und Nur seltene Nur sehr seltene
. . . sehr seltene . .
Variante Varianten Varianten . Varianten Varianten
Varianten
MAF alle >1% <1% >0.1%, <1% <0.1%
Anzahl 86 (100%) 3 (100%) 83 (100%) 5 (100%) 78 (100%)
missense 58 (67,4%) 3 (100%) 55 (66,3%) 5 (100%) 50 (64,1%)
synonym 27 (31,4%) 0 (0%) 27 (32,5%) 0 (0%) 27 (34,6%)
stop-gained 1(1,2%) 0 (0%) 1(1,2%) 0 (0%) 1(1,3%)
stop-lost 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Die Tabelle gibt eine Ubersicht iiber alle 86 insgesamt im OLFML2B-Gen gefundenen Varianten und ihren

Mutationstyp (Missense-, synonym, stop-gained, stop-lost) in Abhdngigkeit von der minoren Allelfrequenz
(MAF) an.

Zu Stratifizierung der Varianten nach ihrer minoren Allelfrequenz (MAF) wurden zwei Grenzwerte
gewahlt: seltene Varianten (MAF <1%) sowie sehr seltene Varianten (MAF <0,1%). Dieses wurde
immer in Bezug auf ihre Héiufigkeit in den beiden Kontrollkollektiven bewertet, d.h. eine Variante
musste in beiden Kontrollkollektiven diese Schwelle nicht iiberschreiten, um entsprechend klassifiziert
zu werden. Die Allelfrequenz in den Patientenkollektiven spielte fiir diese Einteilung keine Rolle.

Da der in dieser Arbeit gewdhlte Ansatz nur auf solche Varianten ausgerichtet ist, die unter
einem monogenen Krankheitsmodell fiir die Erkrankung der jeweiligen Patienten kausal sind und die
iiblicherweise als ,,Mutationen* bezeichnet werden, ist die Auswertung in dieser Arbeit auf seltene
und sehr seltene Varianten beschrinkt. Daher sind im Folgenden alle Auswertungen nur im Bezug auf
Varianten mit einer MAF <1% (siche z.B. Tabelle 27) bzw. MAF <0,1% (siche z.B. Tabelle 28)
wiedergegeben. Diese Ausschlulgrenzen wurden gewihlt, da hiufige Varianten mit Allelfrequenzen
>1% als populationsgenetisch fixierte Polymorphismen angesehen werden, das heifit, diese gehen
durch den genetischen Populationsdrift iiblicherweise aus der Population nicht verloren und

verursachen auch keine monogenen Erkrankungen.
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Gesamt Patienten KORA ESP
Samtliche Varianten in Exons
(n=5643) (n=641) (n=702) (n=4300)
Samtliche Varianten 86 (100%) 32 (100%) 12 (100%) 66 (100%)

Sdamtliche Varianten mit MAF <1% 83 (100%) 29 (100%,) 9 (100%) 63 (100%)
Sdamtliche Varianten mit MAF <0,1% 78 (100%,) 25 (100%) 7 (100%) 58 (100%)
Missense-Varianten 58 (67,2%) 26 (81,3%) 9 (75,0%) 42 (63,6%)
Missense-Varianten mit MAF <1% 55(66,3%) 23(79,3%) 6 (66,7%) 39 (61,9%)
Missense-Varianten mit MAF <0,1% 50 (64,1%) 19 (76,0%) 4(57,1%) 34 (58,6%)
Synonyme Varianten 27 (31,4%) 6 (18,9%) 3 (25,0%) 23 (34,8%)
Synonyme Varianten mit MAF <1% 27 (32,5%) 6 (20,7%) 3(33,3%) 23 (36,5%)
Synonyme Varianten mit MAF <0,1% 27 (34,6%) 6 (24,0%) 3 (42,9%) 23 (39,7%)
Nonsense-Varianten 1(1,2%) 0 0 1(1,5%)
Nonsense-Varianten mit MAF <1% 1(1,2%) 0 0 1(1,6%)
Nonsense-Varianten mit MAF <0,1% 1(1,3%) 0 0 1(1,7%)
Verlust des Stoppcodons 0 0 0 0
Verlust des Stoppcodons mit MAF < 1% 0 0 0 0
Verlust des Stoppcodons mit MAF < 0,1% 0 0 0 0

Die Tabelle gibt eine Ubersicht iiber die verschiedenen im OLFML2B-Gen gefundenen Varianten und ihren

Mutationstyp (Missense-, synonym, stop-gained, stop-lost) in Abhdngigkeit von der minoren Allelfrequenz

(MAF) und dem untersuchten Kollektiv an. Die Prozentzahlen beziehen sich immer auf alle Varianten der

jeweiligen MAF-Kategorie.

Die folgende Tabelle gibt eine nach der Position im OLFML2B Protein geordnete Ubersicht iiber alle

86 untersuchten hiufigen, seltenen und sehr seltenen Varianten an:
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Tabelle 25: Liste aller 86 untersuchten Varianten in diesem Projekt
MAF q
Mutation rs CI]’)olji[} c[]:lll\l A .Muta- (%,) i (l:;f.[:il (l:;f.[:il Con;:)::tmn N aion Polyphen
tion = tionstyp | P at::" KORA EVS PhastCons EETOE A2
L7L - 21 C/T synonym 0 0 0.012 0.001 -6.3 unknown
Y10C 1512130792 29 T/C Missense- 7.176 7.692 7.535 0.02 -0.65 benign
Al28 5146578225 34 A/C Missense- 0.078 0 0 0.02 -0.65 benign
AlI8A - 54 A/G synonym 0 0 0.012 0.219 1.75 unknown
S22R - 64 G/T Missense- 0 0 0.012 0 1.2 possibly-damaging
T26R - 77 C/G Missense- 0 0 0.012 0.004 4.04 possibly-damaging
A34A - 102 T/C synonym 0 0 0.012 0.783 4.05 unknown
R86W 15149753373 256 A/G Missense- 0.312 0 0.163 1 3.51 probably-damaging
T109T rs41271961 327 A/G synonym 0 0 0.081 0.972 1.66 unknown
S1128 15149440032 336 T/C synonym 0 0 0.058 0.003 -9.28 unknown
SI13L 15142774017 338 A/G Missense- 0.078 0 0.012 0.924 4.64 possibly-damaging
S123L - 368 A/G Missense- 0 0 0.012 0.021 4.64 probably-damaging
E129K 15140595006 385 T/C Missense- 0 0 0.012 0.988 4.64 probably-damaging
T149A 1rs145092080 445 C/IT Missense- 0.156 0 0.105 1 538 possibly-damaging
Al5TA rs139471213 471 T/C synonym 0 0 0.012 0.797 -8.16 unknown
K165R - 494 C/IT Missense- 0 0 0.012 1 538 probably-damaging
V184V 15148759747 552 T/C synonym 0 0 0.012 0.976 -5.04 unknown
E193E - 579 C/T synonym 0 0 0.012 0.241 -2.23 unknown
R203X - 607 AIG stop- 0 0 0.012 0.886 474 unknown
gained
T204T 1s140833279 612 A/G synonym 0 0 0.023 0.018 -9.48 unknown
N213S 1s34095099 638 C/T Missense- 0 0 0.558 0.974 4.74 possibly-damaging
R226C 15144952465 676 A/G Missense- 0 0 0.070 0.99 3.81 probably-damaging
A234A 15139906358 702 AT synonym 0 0 0.012 0 -9.29 unknown
A236insA Patscreening 708 C/A Missense- 0.156 0 0
E244Q - 730 G/C Missense- 0 0 0.012 0.995 5.09 probably-damaging
R245W - 733 A/G Missense- 0 0 0.012 0.9 2.06 probably-damaging
R245Q 15144547147 734 T/C Missense- 0 0 0.012 0.883 3.22 probably-damaging
E251E - 753 A/G synonym 0 0 0.012 0.995 -4.11 unknown
L269P 1rs36108216 806 G/A Missense- 0.624 0.4986 0.721 0.077 522 benign
R288W 15141480556 862 A/G Missense- 0 0 0.023 0.774 4.28 probably-damaging
P289L rs4656343 866 G/A Missense- 4.836 4.558 5.744 1 4.28 probably-damaging
R297G - 889 C/G Missense- 0 0 0.023 1 4.28 probably-damaging
L335L 15144399009 1005 A/G synonym 0 0 0.047 0.985 -1.52 unknown
N339M Patscreening 1017 Missense- 0.078 0 0
R347Q 1576125299 1040 C/T Missense- 1.092 0.997 0.023
R347W Patscreening 1041 Missense- 0.156 0 0
R353L 15142806829 1058 A/C Missense- 0 0 0.012 0 -7.83 benign
R353H Patscreening 1059 Missense- 0.078 0 0
D363N - 1087 T/C Missense- 0 0 0.012 0 245 benign
N365N rs34123330 1095 A/G synonym 0.234 0 0 0 -2.03 unknown
R367W 1577628593 1099 A/G Missense- 0.078 0 0 0 2.53 benign
S372Y rs36123211 1115 T/G Missense- 0 0 0.012 0.001 222 benign
S379L 15145215702 1136 A/G Missense- 0 0.0712 0.047 0.013 4.39 benign
S384R 1s35444039 1152 C/G Missense- 0.078 0 0.035 0 -1.17 benign
13851 15143079784 1155 A/G synonym 0 0 0.012 0 1.39 unknown
S399L 15140535952 1196 A/G Missense- 0 0 0.012 0.005 2.71 benign
D403V 15146002791 1208 AT Missense- 0 0 0.012 0 221 benign
Q411H 15116670170 1233 A/C Missense- 0.468 0.214 0.244 0.025 1.14 benign
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MAF q
Mutation rs CI]’)uljiI} ST .Muta- (%,) i (l:;f;[:il (l:;f;[:il Con;:)::tmn N aion Polyphen
tion Allel tionstyp Patt::n- KORA EVS PhastCons Score GERP

A436S Patscreening 1308 . Missense- 0.078 0 0

T4561 15142619447 1367 A/G Missense- 0.078 0 0 0.002 2.25 possibly-damaging
D460H rs141122488 1378 G/IC Missense- 0 0 0.012 0.648 3.59 possibly-damaging
S461S - 1383 T/C synonym 0 0 0.023 0 -5.38 unknown
W470R 1s2499836 1408 A/G Missense- 32917 30.627 31.919 0.011 3.99 benign
1487N - 1460 T/A Missense- 0 0 0.012 1 4.52 probably-damaging
R493R - 1479 T/C synonym 0 0 0.012 1 431 unknown
L498V - 1492 C/G Missense- 0 0 0.012 1 4.31 probably-damaging
P504L Patscreening 1512 . Missense- 0.0780 0 0 . . unknown
P504P 15145934709 1512 A/C synonym 0 0 0.012 0.148 -8.63 unknown
T506T Patscreening 1518 . Missense- 0 0.0712 0.000 . . Unknown
R512W - 1534 A/G Missense- 0 0 0.012 0.995 2.18 probably-damaging
R512Q 15141945594 1535 T/C Missense- 0 0 0.012 0.998 34 probably-damaging
G515E Patscreening 1544 . Missense- 0.078 0 0.000
R527Q Patscreening 1581 . Missense- 0.078 0 0.000
Y529Y 15138789156 1587 A/G synonym 0.390 0.0712 0.023 0.641 -5.69 unknown
G5368 Patscreening 1608 . Missense- 0.234 0 0.000
N544N - 1632 A/G synonym 0.078 0.0712 0.070 1 227 unknown
Y557H - 1669 G/A Missense- 0.078 0.0712 0.023 1 5.17 probably-damaging
P560P - 1680 T/C synonym 0 0 0.012 0.908 <19 unknown
G565R 15147887951 1693 G/IC Missense- 0 0 0.012 0.968 4.26 probably-damaging
H568Y 15144617718 1702 A/G Missense- 0 0 0.023 0.921 5.17 probably-damaging
R579R 15142854687 1737 A/G synonym 0 0 0.012 0.968 -5.61 unknown
E608V Patscreening 1824 . Missense- 0 0.0712 0

T6101 Patscreening 1830 . Missense- 0.156 0 0

A623T Patscreening 1869 . Missense- 0.078 0 0
A635V 15150749230 1904 A/G Missense- 0 0 0.012 1 5.36 probably-damaging
N652S 15141191222 1955 C/T Missense- 0 0 0.035 0.977 5.36 probably-damaging
R665H - 1994 T/C Missense- 0 0 0.023 1 536 possibly-damaging
R669W - 2005 A/G Missense- 0 0 0.012 0.846 3.39 probably-damaging
Y673Y Patscreening 2019 . synonym 0.156 0 0

G674D Patscreening 2022 . Missense- 0.078 0 0

G674G Patscreening 2022 . synonym 0.156 0 0

C676Y - 2027 T/C Missense- 0 0 0.023 1 536 probably-damaging

16791 15146890055 2037 A/G synonym 0 0 0.012 1 3.49 unknown
Y698C - 2093 C/IT Missense- 0 0 0.012 0.999 536 probably-damaging
Y698Y 15150437510 2094 A/G synonym 0.078 0 0.023 0.992 -2.37 unknown
F714F - 2142 A/G synonym 0 0 0.023 0.997 -0.59 unknown

Die Liste gibt alle 86 hdufigen, seltenen und sehr seltenen Varianten wieder, die in dieser Arbeit untersucht
wurden. Die Varianten stammen sowohl aus Patienten als auch aus den Kontrollkollektiven KORA und ESP.
Varianten, die nur in Patienten gefunden wurden und im ESP-Projekt nicht vorkamen, sind mit ,, Patscreening *
an Stelle der rs-Nummer gekennzeichnet. Die Nummerierung der cDNA-Position erfolgte anhand der humanen

c¢DNA-Referenz-Sequenz NM015441 und der Proteinreferenz-Sequenz NP056256.

Die aufgefundenen Varianten wurden mit statistischen Verfahren der Populationsgenetik
(H&ufigkeitsanalyse) ausgewertet. Dabei wird eine Haufigkeitsanalyse bezogen auf die Anzahl der
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Patienten, die diese Mutationen tragen, durchgefiihrt (Kapitel 5.3). Diese Auswertung ist statistisch

aussagekriftig und genetisch epidemiologisch fiir die Krankheitsverursachung akzeptiert.

5.2 Haufigkeitsanalyse aller Varianten zwischen KORA- und ESP- Kontrollen

Der Vergleich der Haufigkeit aufgefundener seltener und sehr seltener Varianten zwischen den beiden
Kontrollkollektiven ist notig, da beide nicht mit derselben Technologie auf Mutationstridger gescreent
wurden. Daher ergeben sich Unterschiede in der Detektionswahrscheinlichkeit und —hédufigkeit von
Mutationen zwischen den beiden Kontrollkollektiven (s. Tabelle 26). Wahrend das KORA-Kollektiv
mit derselben Kombination aus Schmelzkurvenanalyse, Sequenzierung und MALDI-TOF auf
Mutationen analysiert wurde, wie die Patienten, kam im ESP-Projekt (Datenbankanalyse) Next-

Generation Sequencing Technologie zum Einsatz, im Genauen Whole-Exome-Sequencing.
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Tabelle 26: Detektionswahrscheinlichkeit simtlicher seltener und sehr seltener Varianten, die im

OLFML2B-Gen identifiziert wurden

Anzahl der Kontrollen mit seltenen und KORA EVS
sehr seltenen exonischen Varianten (n=702) (n=4300)
Trager saimtlicher Varianten (MAF <1%) 16 (2,3%) 254 (5,9%)
* KORA vs. ESP OR = 0,37 (95%CI 0,22-0,62) p=8,0x10”°
Tréager samtlicher Varianten (MAF <0,1%) 6 (0,9%) 100 (2,3%)
* KORA vs. ESP OR = 0,36 (95%CI 0,16-0,83) p=1,2x10""
Triager von Missense-Varianten (MAF <1%) 13 (1,9%) 207 (4,8%)
* KORA vs. ESP OR = 0,37 (95%CI 0,21-0,66) p=3,9x10"*
Tréager von Missense-Varianten (MAF <0,1%) 3 (0,4%) 53 (1,2%)
* KORA vs. ESP OR = 0,34 (95%CI 0,11-1,10) p=6,0x10"
Triager von Synonymen Varianten (MAF <1%) 3 (0,4%) 46 (1,1%)
* KORA vs. ESP OR = 0,40 (95%CI 0,12-1,28) p=1,1x10"
Triager von Synonymen Varianten (MAF <0,1%) 3 (0,4%) 46 (1,1%)
* KORA vs. ESP OR = 0,40 (95%CI 0,12-1,28) p=1,1x10"
Triger von Nonsense-Varianten 0 1 (0,02%)
Trager mit Verlust des Stoppcodons 0 0 (0%)

Haufigkeitsanalyse samtlicher seltener und sehr seltene Varianten, die im OLFML2B-Gen identifiziert wurden.

Ebenso fithrten wir diese Analyse ausschlieBlich fiir die sehr seltenen Varianten (MAF <0,1%) durch,
um fiir alle Variantentypen und Allelfrequenzbereiche die Detektionswahrscheinlichkeit unserer
Screeningmethode im Vergleich zur Whole-Exome-Sequenzierung (WES) beim ESP-Projekt
abschidtzen zu konnen. Die Analyse zeigt, dal methodenbedingt die Detektionswahrscheinlichkeit von
Varianten allgemein im ESP-Projekt hoher war. Unter der Annahme, daB das beim ESP-Projekt
verwendete WES als Goldstandard anzunehmen ist, ergeben sich fiir die von uns verwendete
Methodik aus Schmelzkurvenanalyse, Sequenzierung und MALDI-TOF sehr einheitliche
Detektionswahrscheinlichkeiten, die fiir alle Variantentypen und Allelfrequenzbereiche zwischen 34%

und 40% liegen.
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Unsere Ergebnisse beziiglich der Mutationshéaufigkeit im OLFML2B-Gen im Vergleich zwischen den
Patienten und dem ESP-Kollektiv, miissen demzufolge fiir diese Unterschiede in den Detektionsraten
adjustiert werden, da in dem Patientenkollektiv wie beim KORA-Kollektiv von einer um den Faktor
0,34- bis 0,40-fach verminderten Detektionswahrscheinlichkeit fiir seltene und sehr seltene

Genvarianten auszugehen ist.

5.3 Haufigkeitsanalyse der aufgefundenen Varianten bezogen auf die Patienten

Ein statistischer Krankheitszusammenhang zwischen Genvarianten und bestimmten Erkrankungen
wird dadurch hergestellt, dass sich die Haufigkeit dtiologisch relevanter Varianten in Patienten- und
Kontrollkollektiven signifikant unterscheidet. Aus diesem Grunde fithrten wir eine solche

Assoziationsanalyse fiir die aufgefundenen Varianten durch.

In den folgenden Tabellen ist die Anzahl und die relative Haufigkeit von Trdgern entsprechender
Mutationen wiedergegeben. Da bei den seltenen und sehr seltenen Varianten homozygote Triger
nahezu nicht beobachtet wurden, werden die homozygoten und die heterozygoten Tridger gemeinsam
dargestellt und analysiert. Das entspricht in der humangenetischen Terminologie einem dominanten

Krankheitsmodell.
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Tabelle 27: Darstellung der Anzahl der Triger simtlicher seltener Varianten (MAF <1%), die im
OLFML2B-Gen identifiziert wurden

S e Saon N =k
e i (n=641) (n=702) (n=4300)
Tréger samtlicher Varianten 57 (8,9%) 16 (2,3%) 254 (5,9%)

* Pat. vs. KORA OR = 4,18 (95%CI 2,38-7,37) p=9,3x10°®
* Pat. vs. ESP OR = 1,55 (95%CI 1,15-2,10) p=3,7x10°°
Trager von Missense-Varianten 43 (6,7%) 13 (1,6%) 207 (4,8%)
* Pat. vs. KORA OR = 3.81 (95%CI 2,03-7,16) p=8,7x10"°
* Pat. vs. ESP OR = 1,42 (95%CI 1,01-2,00) p=4,1x10°
Triger von Synonymen o o o
Varianten 14 (2,2%) 3 (0,4%) 46 (1,1%)
* Pat. vs. KORA OR = 5,20 (95%CI 1,49-18,19) p=4,0x10~
* Pat. vs. ESP OR = 2,06 (95%CI 1,13-3,78) p=1,6x10"
Triger von Nonsense-Varianten 0 0 1 (0,02%)
Tréager mit Verlust des
0 0 0
Stoppcodons

In dieser Tabelle sind die Trdger samtlicher seltener Varianten (MAF <1%) aufgezeigt, die im OLFML2B-Gen

gefunden wurden.

Da wir nur 5 seltene Varianten mit einer MAF zwischen 1% und 0.1% aufgefunden haben, werden

diese aufgrund ihrer geringen Anzahl nicht alleine analysiert, sondern nur als Gesamtheit aller

Varianten mit MAF <1%, d.h. die seltenen und sehr seltenen Varianten gemeinsam.
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Tabelle 28: Darstellung der Anzahl der Triger simtlicher sehr seltener Varianten (MAF <0.1%), die im
OLFML2B-Gen identifiziert wurden

exonischen Varianten mi el o S
MAF <0,1% (n=641) (n=702) (n=4300)
Tréager saimtlicher Varianten 37 (5,8%) 6 (0,9%) 100 (2,3%)
* Pat. vs. KORA OR = 7,11 (95%CI 2,98-16,95) p=3,2x10"
« Pat. vs. ESP OR = 2,57 (95%CI 1,75-3,79) p=7,1x10"
Trager von Missense-Varianten 23 (3,6%) 3 (0,4%) 53 (1,2%)
* Pat. vs. KORA OR = 8,67 (95%CI 2,59-29,02) p=2,7x10"
* Pat. vs. ESP OR = 2,98 (95%CI 1,81-4,90) p=6,2x10"°
Triger von Synonymen o o o
Varianten 14 (2,2%) 3 (0,4%) 46 (1,1%)
* Pat. vs. KORA OR = 5,20 (95%CI 1,49-18,19) p=4,0x10~
* Pat. vs. ESP OR = 2,06 (95%CI 1,13-3,78) p=1,6x10"
Triger von Nonsense-Varianten 0 0 1 (0,02%)
Tréager mit Verlust des
0 0 0
Stoppcodons

In dieser Tabelle sind die triger samtlicher sehr seltener Varianten (MAF <0.1%) aufgezeigt, die im OLFML2B-

Gen gefunden wurden.

5.4 Differenzierte Hiufigkeitsanalyse in Patienten nach Art der Erkrankung

Zur Auswertung der Assoziation mit den jeweiligen Erkrankungen werden die Patienten nach den vier
untersuchten Patientenkollektiven stratifiziert dargestellt. Die Auswertung wird auf die
nichtsynonymen und synonymen Varianten beschrinkt, da nur diese in den Patienten aufgefunden

wurden.

Bei der differenzierten Haufigkeitsanalyse stratifiziert nach der Art der vier untersuchten

Erkrankungen ergibt sich das folgende Bild:
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Tabelle 29: Assoziation seltener Varianten im OLFML2B-Gen mit dem Erkrankungsstatus

alle
. LQT diLQT SIDS SCD KORA ESP
MAF <1¢ Patient
1% atenten | —125) | m=329) | (=93) (m=94) | (n=702) | (n=4300)
(n=641)
Lt Sty 57 1 38 6 2 16 254
Varianten
OR = 5,60
OR=4,18 | OR=4,14 (3,07- OR =296 | OR =093
s Pat. vs. KORA | (2,38-7,37) | (1,87-9,14) 10,20) (1,13-7,76) | (0,21-4,12) - -
p=9.3x10" | p=16x10" | p=4,7x | p=2,1x107 | p=9,3x10"
]0—10
OR=155| OR=154 | OR=2,08 | OR=110 | OR =035
s Pat. vs. ESP (1,15-2,10) | (0,82-2,98) | (1,45-2,98) | (0,48-2,54) | (0,08-1,41) - -
p=3,7x107 | p=1,8x10" | p=4,9x107 | p=83x10" | p=12x10"
Triager von
Missense- 43 8 29 5 1 13 207
Varianten
OR=381 | OR=3.62 | OR=512 | OR=301 | OR=0,57
« Pat. vs. KORA | (2,03-7,16) | (1,46-8,93) | (2,63-9,99) | (1,05-8,65) | (0,07-4,41) - -
p=8,7x10° | p=2,9x10" | p=14x107 | p=3,2x107 | p=59x10"
OR=142 | OR=135 | OR=191 | OR=1,12 | OR=021
s Pat. vs. ESP (1,01-2,00) | (0,65-2,80) | (1,27-2,87) | (0.45-2,80) | (0,03-1,53) - -
p=4,1x107 | p=42x10" | p=1,5x107 | p=8,0x10" | p=9,0x107
Triager von
synonymen 14 3 9 1 1 3 46
Varianten
OR=520 | OR=573 | OR=6,55 | OR=253 | OR=25I
. (1,49- (1,14- (1,76- (0,26- (0,26-
Pat. vs. KORA 18,19) 28,72) 24,37) 24,60) 24,34) - -
p=4,0x107 | p=1,7x107 | p=1,3x107 | p=4,1x10" | p=4,1x10"
OR=206 | OR=227 | OR=2,60 | OR=101 | OR =099
* Pat. vs. ESP (1,13-3,78) | (0,70-7,41) | (1,26-5,36) | (0.14-7,37) | (0,14-7,29) - -
p=1,6x10""| p=1,6x10" | p=7.2x107 | p=9,9x10"" | p=9,9x10"

Assoziation seltener Varianten (MAF <1%), die im OLFML2B-Gen identifiziert wurden mit dem

Erkrankungsstatus in der Gesamtzahl der Patienten sowie stratifiziert in den vier Krankheitskollektiven

Bei der Limitierung der Auswertung auf die sehr seltenen Varianten wird folgende

Assoziationsanalyse erhalten.
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Tabelle 30: Assoziation sehr seltener Varianten im OLFML2B-Gen mit dem Erkrankungsstatus

alle
. LQT diLQT SIDS SCD KORA ESP
MAF <0,1¢ Patient.
SO1% | Patienten | o5y | m=329) | @=93) | (m=94) |(u=702) | (n=4300)
(n=641)
Tréiger s:amtllcher 37 9 29 5 1 6 100
Varianten
OR=711 | OR=9,00 | OR=831 01;]:92’_59 OR =125
. (2,98- (3,14- (3,34- ’ (0,15-
Pat. vs. KORA 16,95) 25.76) 20,71) 221’245) 10,48) - -
p=3.2x10" | p=9,7x107 | p=7,9x10"" ’; 10 p=84x10"
OR=257 | OR=326 | OR=301 | OR=239 | OR =045
s Pat. vs. ESP (1,75-3,79) | (1,61-6,61) | (1,87-4,84) | (0,95-6,00) | (0,06-3,27) - -
p=71x10"7"| p=53x10" | p=1,9x10° | p=57x107 | p=4,2x10"
Triager von
Missense- 23 6 13 4 0 3 53
Varianten
Ok — OR =
OR = 8,67 117 OR = 9,59 10,47 OR = 0,08
. (2,59- ' (2,71- (2,31- (0,01- ) )
1P, v, KL 29,02) 4((27 ig) 3387) | 4753) 88,38)
p=2,7x10" | 77 s | p=2,0x10" | p=16 | p=54xI10"
p=1,4x10 4
x10
OR=298 | OR=404 | OR=330 | O ]:ng’ 00 OROZO?’ 02
* Pat. vs. ESP (1,81-4,90) | (1,70-9,59) | (1,78-6,11) (1,28- (0.01- - -
26,2100 | p=6,1x10" | p=6,1x10° | 1017 97.40)
p=0,4 p=00 p=0,0 p=9,7x10" | p=2,8x10"
Trager von
synonymen 14 3 9 1 1 3 46
Varianten
OR=520 | OR=573 | OR=6,55 | OR=253 | OR =251
. (1,49- (1,14- (1,76- (0,26- (0,26- ) )
Pat. ys. KORA 18,19) 28,72) 24,37) 24,60) 24,34)
p=4,0x107 | p=1,7x107 | p=1,3x107 | p=4,Ix10" | p=4,1x10"
OR =206 | OR=227 | OR=2,60 | OR=101 | OR=0,99
s Pat. vs. ESP (1,13-3,78) | (0,70-7,41) | (1,26-5,36) | (0,14-7,37) | (0.14-7,29) - -
p=1,6x107"| p=16x10" | p=7.2x107 | p=9,9x10" | p=9,9x10"

Assoziation sehr seltener Varianten (MAF <0,1%), die im OLFML2B-Gen identifiziert wurden mit dem

Erkrankungsstatus in der Gesamtzahl der Patienten sowie stratifiziert in den vier Krankheitskollektiven

5.5

Identifikation einzelner kausaler Mutationen im OLFML2B-Gen

Anschlielend fokussierten wir uns auf solche Varianten, die eine hohe Wahrscheinlichkeit aufwiesen
fiir die Krankheit des mutationstragenden Patienten kausal zu sein. Diese identifizierten wir aus den

insgesamt 86 Varianten nach den folgenden Kriterien:
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e Sehr seltene Variante (MAF <0,1% in beiden Kontrollkollektiven KORA und ESP)
* Nichtsynonyme Variante
* Vorkommen in mindestens einem Patienten.

Diesen Kriterien entsprachen insgesamt 14 Varianten.

Diese 14 Varianten wurden mit Hilfe der MALDI-TOF MS in allen Patienten und allen Kontrollen zur
Bestdtigung der Sequenzierbefunde und zur Detektion von in der Schmelzkurvenanalyse und
Sequenzierung eventuell noch nicht entdeckter Mutationstriger regenotypisiert. Die sich dabei

ergebenden Allelfrequenzen sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt.
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ERGEBNISSE

MAF Poly-
MAF SIFT
in MAF Polyphen | phen2
cDNA Diagnose in SIFT Predic-
MUT Allel | Exon Patien- in EVS | 2 Predic- | Predic-
Pos KORA Prediction tion
ten (%) tion tion
(%) Grade
(%) Score
tolerated -
A12S 34 A/C Ex01 diLQT 0.0780 0 0.0538 benign 0 not 0.1
observed
) possibly-
S113L 338 A/G Ex02 diLQT 0.0780 0 0.0154 0.867 | not tolerated 1
damaging
) possibly- tolerated -
T149A 445 C/T Ex03 diLQT 0.1560 0 0.0692 0.934 0
damaging observed
possibly-
N339M 1017 C/T Ex06 diLQT 0.0780 0 0 0.465 | not tolerated 1
damaging
) probably-
R347W 1041 T/A Ex06 diLQT 0.1560 0 0 0.968 | not tolerated 1
damaging
tolerated -
R353H 1058 G/A Ex06 LQT 0.0780 0 0 benign 0.004 not 0.1
observed
tolerated -
A436S 1336 T/G Ex06 LQT 0.0780 0 0 benign 0 0
observed
probably-
P504L 1511 C/T Ex07 SIDS 0.0780 0 0 1 not tolerated 1
damaging
probably-
G515E 1544 A/G Ex07 SIDS 0.0780 0 0 1 not tolerated 1
damaging
possibly-
R527Q 1580 A/G Ex07 LQT 0.0780 0 0 ] 0.593 | not tolerated 1
damaging
possibly-
Y557H 1669 G/A Ex07 SIDS 0.0780 | 0.0712 | 0.0154 0.835 | not tolerated 1
damaging
) probably-
T6101 1829 C/T Ex08 diLQT 0.1560 0 0 0.999 | not tolerated 1
damaging
) probably-
A623T 1869 G/A Ex08 diLQT 0.0780 0 0 1 not tolerated 1
damaging
probably-
G674D 2022 G/A Ex08 LQT 0.0780 0 0 1 not tolerated 1
damaging

Diese 14 Mutationen haben eine hohe Wahrscheinlichkeit fiir Krankheitskausalitit, da sie nichtsynonym sind

und in beiden Kontrollkollektiven nur sehr selten (MAF <0,1%,) oder gar nicht vorkommen.

Bis auf drei der 14 Mutationen - T149A, R347W, T610I - , die jeweils zweimal beobachtet wurden,

wurden alle tibrigen 11 Varianten nur einmal in jeweils einem Patienten im heterozygoten Zustand
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beobachtet entsprechend einer MAF von 0,0780% iiber alle Patienten. Nur vier der 14 Varianten
wurden auch in Personen aus der Normalbevolkerung gesehen, zehn der 14 Varianten kamen in
keinem der beiden Kontrollkollektive vor. Alle der 14 Varianten waren im Patientenkollektiven

haufiger anzutreffen als in den Kontrollkollektiven.

Von diesen 14 sehr seltenen heterozygoten nichtsynonymen Missense-Mutationen wurden folgende

Anzahlen in den verschiedenen Krankheitskollektiven beobachtet:

* 4 in Patienten mit LQT
e 7 in Patienten mit diLQT
* 3 in Patienten mit SIDS

In den Patienten mit SCD wurde keine einzige entsprechende Mutation gefunden.

5.6 Charakterisierung einzelner kausaler Mutationen bei SIDS

Im Folgenden wurde der Schwerpunkt auf die Varianten bei SIDS-Patienten gelegt, da die parallel in
unserer Arbeitsgruppe durchgefiihrte proteinbiochemische Untersuchung dieser Varianten einen
starken Einfluss auf die Unterdriickung ihrer extrazelluldren Sekretion ergab. Dieser Einfluss war bei
drei mutanten OLFML2B-Proteinen dominant-negativ gegeniiber dem Wildtyp. Daher konnte die
Nichtsekretion des OLFML2B-Proteins potentiell einen SIDS-Phénotyp in einem heterozygoten

Mutationstréger nach einem autosomal-dominanten Krankheitsmodell erkldren.

Die drei sehr seltenen heterozygoten nichtsynonymen Missense-Mutationen, die in SIDS-Patienten

identifiziert wurden, sind hier wiedergegeben:

1. P504L (c.1511 C>T) — nicht in Kontrollen
2. G515E (c.1544 G>A) — nicht in Kontrollen
3. Y557H (c.1669 T>C) — MAF=0.071% in KORA; MAF=0.015% in ESP

Zwei von diesen wurden gar nicht in der Normalbevolkerung gesehen, die Variante Y557H kam mit

einer geringen MAF auch in den Kontrollkollektiven vor.
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Abbildung 22: Nachweis der Mutationen: P504L, G515E und Y557H.
Gezeigt sind die Sequenzelektropherogramme, die an den markierten Stellen (*)

Heterozygotien aufweisen.

Retrospektiv wurden die vorhandenen Untersuchungsbefunde der drei Kinder mit den gefundenen
Mutationen ausgewertet.

Das kardiale Gewicht war in allen drei Féllen normwertig. Es zeigten sich keine Zeichen von
Perikarditis oder Myokarditis. Alle verstarben innerhalb des ersten Lebensjahres. Zwei Kinder wurden
morgens tot im Bett liegend aufgefunden, das dritte Kind verstarb am Abend.

Bei allen drei Kindern waren keine kardialen oder auch andere Vorerkrankungen bekannt, die
Entwicklung war regelrecht.

Wiéhrend der Autopsie wurde bei allen drei Kindern eine perikardiale Fliissigkeitsansammlung
gesehen und bei zwei Kindern epikardiale petechiale Blutungen festgestellt. Alle drei Kinder hatten

zusédtzlich inflammatorische Erscheinungen.
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Kerndaten Patient 1 Patient 2 Patient 3
Mutation P504L G515E Y557TH
Geschlecht ménnlich weiblich weiblich
Todesalter 37 Tage 10 Monate 8 Monate
im Schlaf am Morgen im starb am Abend in starb in der Nacht, in
Auffinden eigenen Bett in Bauchlage Bauchlage aufgefunden
Bauchlage gestorben am Morgen
Grosse 54 cm 75 cm 71 cm
Gewicht 4140 g 8100 g 7300 g
Herzgewicht 24 g 38g 34¢g
Zeichen einer keine keine keine

Perikarditis/Myokarditis

andere kardiale

1-2 ml perkardiale
Flissigkeit, epikardiale

2 ml perikardiale

1 ml perikardiale
Fliissigkeit, epikardiale

Auffilligkeiten petechiale Einblutungen Fliissigkeit petechiale Einblutungen
weitere Diagnosen Pye.loneph'rlvtls, Tracheitis begmnende Zelcl_len
Sialadenitis einer Pneumonie

Dargestellt ist die retrospektive Analyse der klinische Daten der SIDS-Patienten mit den drei gefundenen sehr

seltenen nichtsynonymen Mutationen im OLFML2B-Gen.

88




DISKUSSION

6 DISKUSSION

Nach dem Auffinden der Assoziation vom QT-Intervall mit dem OLFML2B-NOSI1AP-Genort, war es
das Ziel dieser Arbeit, durch Mutationsanalyse Patienten mit starken Repolarisationsstorungen fiir
seltene Mutationen im OLFML2B-Gen zu untersuchen (MAF <1%). Dadurch sollte ein
humangenetisch-frequentistischer Beweis fiir die pathophysiologische Relevanz des OLFML2B-Gens
gefithrt werden und gleichzeitig die funktionelle Charakterisierung der aufgefundenen Varianten

vorbereitet werden.

6.1 Préavalenz von OLFML2B-Varianten

Insgesamt fanden wir im 750 Aminosdure langen OLFML2B-Gen in 5.343 Personen 86 exonische
Varianten. Das bedeutet, dass 11,5% der Codons von einer Mutation betroffen sind. Darunter waren
58 Missense-Mutationen und eine Nonsense-Mutation. Das entspricht insgesamt einer Rate von 7,9%
aller Aminoséurereste, die von Proteinsequenz-verdndernden Varianten betroffen waren. Das ist fiir
ein humanes Protein ein tiberdurschschnittlicher Wert, der zeigt, dass im Vergleich zu anderen Genen
das OLFML2B-Gen ein schwach konserviertes Gen ist. Das erkennt man ebenfalls daran, dass 66 von
allen 86 aufgefundenen Varianten auch im ESP-Kollektiv vorkamen, das tiberwiegend aus Personen

der Normalbevdlkerung besteht.

6.2 OLFML2B-Varianten und Evolution

Die Ka/Ks-Ratio beschreibt in einer Gensequenz das Verhéltnis von nichtsynonymen (Ka) zu
synonymen (Ks) Varianten bzw. Mutationen. Es ermdglicht fiir dieses Gen eine Unterscheidung
zwischen positiver oder Darwinscher Selektion (Ka/Ks>1), stabilisierender (,,purifying®) Selektion
(Ka/Ks<1) bzw. neutraler oder balancierender Selektion (Ka/Ks=1). Aus unseren Daten ergibt sich fiir
OLFML2B ein signifikant erhohtes Ka/Ks-Ratio: Ka/Ks=59/27=2,19 (p=0,013). Auch bei
Beschrinkung auf seltene (MAF <1%) Varianten bleibt das Ka/Ks-Ratio signifikant erhoht:
Ka/Ks(<£1%)=56/27=2,07 (p=0,022). Bezogen auf die sehr seltenen Varianten liegt es bei
Ka/Ks(<0,1%)=51/27=1,89 (p=0,052).

Auch bei der ausschlieBlichen Analyse einzelner Kollektive ergeben sich deutlich positive
Werte fiir das Ka/Ks-Ratio in allen Kollektiven. Fiir Patienten resultiert ein Ka/Ks=26/6=4,33
(p=0,0085), fiir das KORA-Kontrollkollektiv Ka/Ks=9/3=3,00 (p=0,21) und fiir das ESP-
Kontrollkollektiv ein Ka/Ks=43/23=1,87 (p=0,044). Alle diese Daten sind ein deutlicher Hinweis,
dass das OLFML2B-Gen nicht nur sehr variantenreich ist, sondern dass dies in der Evolution auch

einer positiven Darwinschen Selektion unterliegt.
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6.3  Sensitivitiit der verwendeten Mutationsscreeningmethode

Die in dieser Arbeit verwendete Schmelzkurvenanalyse war vor der Einfiihrung der Next Generation
Sequencing  Technologien (NGS) ein  verbreitetes  kostengiinstiges  Verfahren  zur
Hochdurchsatzdetektion unbekannter Varianten und Mutationen in Individuen. Sie ist mittlerweile
nahezu vollstdndig durch NGS-Verfahren wie Whole Genome Sequncing (WGS), Whole Exome
Sequencing (WES) oder Gene Panel Sequencing (Partial Exome Sequencing, PES) abgelost worden.
Moderne NGS-Methoden sind ebenso hochdurchsatzfahig, erlauben aber die Variantendetektion in
einem Schritt, d.h. eine anschlieende Sanger-Sequenzierung eriibrigt sich in den allermeisten Féllen.
Ausserdem ist die Sensitivtdt und die Spezifitit der Detektion mit NGS deutlich héher als die in ihrer
Sensitivitdt limitierte Schmelzkurvenanalyse.

Aus diesem Grund ist es notwendig, die Sensitivitdt der Schmelzkurvenanalyse im Vergleich
zum NGS-Verfahren abzuschétzen. Das ist im Rahmen dieser Arbeit dadurch mdglich, dass zwei
Kontrollkollektive untersucht wurden. Zum Einen das KORA-Kollektiv (n=702), das mit der
Schmelzkurvenanalyse untersucht wurde, zum Anderen wurde das ESP-Kollektiv als weiteres
Kontrollkollektiv verwendet. Dieses ist mit WES fiir sdmtliche exonische Varianten untersucht
worden. Wie aus dem Ergebnisteil zu entnehmen ist, ergab der direkte Vergleich zwischen KORA und
ESP eine im Mittel iiber alle Varianten auf 37% (CI: 22%-62%, p=8,0x107) reduzierte Sensitivitit der
Variantendetektion in KORA (Tabelle 26). Fiir verschiedene Arten von Varianten schwankte die
Sensitivitdt zwischen 34% und 40%.

Da das KORA-Kollektiv mit demselben Verfahren und damit mutmaBlich auch mit derselben
Sensitivitdt auf Varianten untersucht wurde wie die Patientenkollektive, ist der direkte Vergleich
dieser Kollektive statthaft. Beim Vergleich von Patientenkollektiven mit dem ESP-Kontrollkollektiv
ist immer die im Ersteren reduzierte Sensitivitit der Variantendetektion gegeniiber ESP zu

beriicksichtigen.

6.4  Assoziation der OLFML2B-Varianten mit arrhythmogenen Erkrankungen

Die in dieser Arbeit neu aufgefundenen seltenen und sehr seltenen Varianten sind statistisch
signifikant hdufiger bei Patienten als in den Kontrollkollektiven anzutreffen. Die Assoziation im
Burden-Test fiir die seltenen Varianten (MAF <1%, Tabelle 27) zeigt fiir alle Patienten zusammen ein
OR von 4,18 (2,38-7,37) p:9,3xlO'8 im Vergleich zum KORA-Kollektiv und ein OR von 1,55 (1,15-
2,10) p=3,7x10” im Vergleich zum ESP-Kollektiv. Unter Bewertung der Tatsache, dass die
Sensitivitdt der Mutationsdetektion im Fallkollektiv nur 37% des ESP-Kollektives ausmachte, wiirde
sich im Falle von 100% Mutationsdetektion auch fiir den Vergleich mit dem ESP-Kollektiv ein OR
von 4,19 ergeben.

Bei der Beschrankung der Analyse auf die sehr seltenen Varianten (MAF <0,1%, Tabelle 28)

zeigt die Assoziation im Burden-Test fiir alle Patienten zusammen ein OR von 7,11 (2,98-16,95)
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p:3,2xlO'7 im Vergleich zum KORA-Kollektiv und ein OR von 2,57 (1,75-3,79) p:7,1xlO'7 im
Vergleich zum ESP-Kollektiv. Das sind deutlich hohere Werte als fiir alle Varianten mit MAF <1%
zusammen, was nahelegt, das die Varianten mit Allelfrequenzen unter 0,1% eine grofere Bedeutung
fiir die Krankheitsverursachung haben. Das ist in Ubereinstimmung mit der populationsgenetisch
belegten Hypothese, dass die Allelfrequenz pathogener Genvarianten invers korreliert ist mit ihrer
Allelfrequenz.

Der anschlieend durchgefiihrte Vergleich der nichtsynonymen Missense- und Nonsense-
Varianten mit den synonymen Varianten sollte im Falle einer krankheitskausalen Bedeutung eine
starkere Assoziation bei den nichtsynonymen Varianten belegen, da ausschlieBlich diese unter einem
autosomal-dominanten Krankheitsmodell als kausal angesehen werden. Synonymen Varianten wird
dagegen zumindest in Eukaryonten zumeist keine phénotypische Bedeutung beigemessen.
Ausgennommen sind dabei nur die Félle, wo synonyme Varianten das Splicen oder die Regulation der
Expressionslevel beeintrachtigen konnen, aber auch diese sind so selten, daf} sie die statistische
Betrachtung nicht wesentlich verzerren.

In dieser Arbeit zeigen die sehr seltenen nichtsynonymen Varianten (MAF <0,1%) genau
dieses vorhergesagte Bild, s. Tabelle 27+28. Sie sind im Burden-Test stirker mit dem
Erkrankungsstatus assoziiert (OR=8,67 (2,59-29,02) p:2,7xlO'7 vs. KORA, OR=2,98 (1,81-4,90)
p=6,2x10° vs. ESP) als die synonymen Varianten (OR=5,20 (1,49-18,19) p=4,0x10" vs. KORA,
OR=2,06 (1,13-3,78) p=1,6x107 vs. ESP). Die seltenen nichtsynonymen Varianten (MAF <1%)
verhalten sich jedoch entgegen der Erwartung. Sie sind im Burden-Test schwécher mit dem
Erkrankungsstatus assoziiert (OR=3,81 (2,03-7,16) p:8,7xlO'6 vs. KORA, OR=1,42 (1,01-2,00)
p=4,1x107 vs. ESP) als die synonymen Varianten (OR=5,20 (1,49-18,19) p=4,0x10" vs. KORA,
OR=2,06 (1,13-3,78) p=1,6x107 vs. ESP).

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit einer besonderen Bedeutung der sehr seltenen
Varianten (MAF <0,1%) fiir die Auslosung arrhythmogener Erkrankungen unter einem monogenen
autosomal-dominanten Erkrankungsmodell. Auch dieser Befund stirkt die Hypothese einer kausalen
Beteiligung. Aufgrund theoretischer evolutionsbedingter populationsgenetischer Uberlegungen haben
seltene Varianten ein hoheres Potential krankheitsdisponierend zu wirken [Wright, 1984]. Dass sich
genau dieser erwartete Befund hier bestitigt, unterstreicht die Annahme einer kausalen Beteiligung der

aufgefundenen Varianten, und zwar insbesondere fiir die sehr seltenen Varianten.

6.5 Assoziation der OLFML2B-Varianten mit einzelnen arrhythmogenen Erkrankungen

Bei der differenzierten Betrachtung der vier untersuchten proarrthythmogenen Erkrankungen
gegeniiber den Kontrollkollektiven setzt sich der oben gewonnene Eindruck der signifikanten

Assoziation fort (Tabelle 29 und 30).
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Die drei Kollektive mit LQT (OR=9,00, p=9,7x10" vs. KORA), diLQT (OR=8,31, p=7,9x10"
vs. KORA) und SIDS (OR=6,59, p:4,5xlO'4 vs. KORA) zeigen eine deutliche Assoziation im Burden-
Test wihrend das SCD-Kollektiv keine Assoziation zeigt (OR=1,25, p:8,4xlO'1 vs. KORA). Bei allen
drei assoziierten Kollektiven ist die Assoziation von nichtsynonymen Missense-Varianten LQT
(OR=11,75, p=1,4x10" vs. KORA), diLQT (OR=9,59, p=2,0x10" vs. KORA) und SIDS (OR=10,47,
p=1,6x10"* vs. KORA) deutlich hoher als die von synonymen Varianten LQT (OR=5,73, p=1,7x10"
vs. KORA), diLQT (OR=6,55, p=1,3x10" vs. KORA) und SIDS (OR=2,53, p=4,1x10™" vs. KORA).

Auch diese Befunde sind im Einklang mit dem monogen autosomal-dominanten
Erkrankungsmodell durch sehr seltene nichtsynonyme Varianten und unterstiitzen die Hypothese, dass
diese Varianten die Funktion des OLFML2B-Proteins signifikant beeintrachtigen und dadurch
Repolarisatiosstdorungen verursachen kénnen, die zu vetrikuldren Arrhythmien und zum plétzlichen
Herztod fiihren konnen.

Unter allen vier Kollektiven ist nur fiir das Erwachsenenkollektiv mit plotzlichem Herztod
(SCD) keine signifikante Assoziation mit den OLFML2B-Varianten nachweisbar, und zwar weder fiir
die Varianten mit MAF <1% noch fiir die mit MAF <0,1%. Dieser Befund unterstiitzt die Hypothese,
dass die Arrhythmie in diesen Patienten in weitaus der Mehrzahl der Fille nicht primér durch den
Repolarisationsprozefl, sondern vielmehr ischdmisch bedingt ist, d.h. durch eine koronare
Herzerkrankung mit oder ohne Myokardinfarkt bzw. durch ein akutes Koronarsyndrom getriggert
wird. Diese Atiologie wird in ca. 80-90% der adulten Fille von akutem Herztod als verantwortlich
angesehen.

In Ubereinstimmung mit dieser Sichtweise spielen primir myokardiale proarrhythmische
Pradispositionen, wie sie mutmaBlich von OLFML2B-Mutationen verursacht werden, eine signifikante

Rolle bei LQT, diLQT und SIDS, wihrend ihnen bei SCD keine signifikante Bedeutung zukommt.

6.6 Auswahl von 14 OLFML2B-Varianten mit statistischen Merkmalen

Aus der Gesamtzahl der 86 Varianten identifizierten wir 14 nichtsynonyme Varianten, die in den
untersuchten Patienten vorkamen und in den Kontrollen eine MAF <0,1% hatten (s. Tabelle 31). Diese

Varianten zeigten einige auffillige statistische Merkmale:

(1) Nur vier der 14 Varianten wurden auch in mindestens einer Person aus der
Normalbevolkerung gesehen, zehn der 14 Varianten kamen in keinem der beiden
Kontrollkollektive vor;

(2) Bis auf drei Mutationen (T149A, R347W, T610l) wurden sie alle nur einmal in einem
Patienten beobachtet;

(3) Alle Varianten, die auch in den Kontrollkollektiven beobachtet wurden, hatten dort eine

niedrigere Allelfrequenz als in den Patienten;

92



DISKUSSION

(4) Die nicht tolerierten Mutationen waren deutlich in der C-terminalen Doméne des OLFML2B-
Proteins geclustert, d.h. hinter dem Codon 480. Die Mutationen in dieser Region des Proteins
wiesen auch geringere Allelfrequenzen in den beiden Kontrollkollektiven auf. Von sieben C-
terminalen Mutationen wird nur eine (Y557H) in der Normalbevdlkerung gesehen, von den

sieben N-terminalen waren es drei Mutationen (A12S, S113L und T149A).

6.7 Weiterfiihrende funktionelle Untersuchungen von drei OLFML2B-Varianten

Im Rahmen von weiterfiihrenden funktionellen Untersuchungen, die nicht Teil dieser Doktorarbeit,
sondern einer parallel dazu durchgefiihrten naturwissenschaftlichen Dissertation waren, wurde die
Funktion dieser ausgewéhlten 14 Mutationen genauer untersucht [Schifer, 2010].

Insbesondere fokussierten sich diese funktionellen Untersuchungen auf die drei in SIDS-
Patienten gefundenen Varianten P504L, G515E und Y557H. Diese drei Mutationen befinden sich alle
in der B-Faltblattstruktur des OLFML2B-Proteins (AA 435-730). Alle drei Lokalisationen sind

hochkonserviert (8/8) in acht Orthologen von 8 verschiedenen Spezies.
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Abbildung 23: Alignment von acht orthologen OLFML2B-Proteinen aus acht verschiedenen Spezies.
Dargestellt sind acht verschiedene orthologe OLFML2B-Proteine in verschiedenen Spezies,
die im Rahmen von funktionellen Untersuchungen weiter analysiert wurden. Alle drei
gefundenen Lokalisatioen (P504L, G515E und Y557H) sind hoch konserviert [Schdfer, 2010].

6.7.1  Zellbiologische Versuche zur Sekretion des OLFML2B-Proteins

Analysen der Zellbiologie des OLFML2B mit Westernblot und Immunfluoreszenz in der parallel

durchgefiihrten naturwissenschaftlichen Dissertation ergaben folgende Ergebnisse [Schéfer, 2010].:

(A) Durch Immunoblotanalysen wurde die endogene Expression des OLFML2B-Proteins im

menschlichen Herzen, Skelettmuskel sowie im Gehirn gezeigt.

(B) OLFML2B kolokalisiert mit dem endoplasmatischen Retikulum (ER) Marker PDI.

(C) Durch Immunoprézipitation von OLFML2B aus der extrazelluldren Matrix (ECM) konnte

gezeigt werden, dass OLFML2B an die ECM bindet.

Die Analyse der 14 ausgewdhlten Varianten auf eine Suppression der Sekretion, wie es fiir Mutationen
im MYOC-Gen beim Primiren Offenwinkelglaukom bereits beschrieben wurde, zeigte folgende

Ergebnisse [Schéfer, 2010]. Die Versuche wurden an HEK 293T-Zellen durchgefiihrt. Als positive
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Kontrolle fiir die Sekretion wurde neben dem Wildtyp die haufige Variante P289L (rs4656343, MAF=

5,7%) verwendet.
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Abbildung 24: Westernblotanalyse zur Expression und Sekretion des Wildtyps und der Mutanten
des OLFML2B-Proteins.
HEK293-Zelllinien wurden transient mit verschiedenen cDNA-Klonen von OLFML2B
transfiziert.  Intrazelluldr (cell lysate) zeigt der Westernblot eine gleichmdfige
Proteinexpression aller Klone. Im Uberstand wird nur bei den Wildtyp- und den P289L-
transfizierten Zellen OLFMLZ2B-Protein gefunden. Die drei pathogenen SIDS-assoziierten
Varianten P504L, G515E und Y557H verhindern die Sekretion des Proteins aus den
erfolgreich transfizierten Zellen. (55kD: N-terminales Fragment von OLFML2B; 140kD:
glykosyliertes Monomer von OLFML2B; 210kD: glykosyliertes Dimer von OLFML2B)
[Schdfer, 2010].

Alle drei bei SIDS gefundenen Varianten fiihren zu einer im Vergleich zum Wildtyp stark
eingeschrankten Sekretion (PS04L, G515E, Y557H). Dabei kann ER-Stress durch Akkumulation der
mutanten OLFML2B-Proteine im endoplasmatischen Retikulum jedoch nicht nachgewiesen werden.

Alle drei Varianten unterdriicken die Sekretion sowohl von mutantem als auch vom Wildtyp-
Protein auch in der Koexpression (Mutante: Wildtyp; 1:1 oder auch 1:2). Dieser dominant-negative
Effekt geht auf die Bildung von Dimeren und hdheren Oligomeren des OLFML2B zuriick und
unterstiitzt ebenfalls die Hypothese, dass diese Varianten kausal zu den betreffenden Krankheiten
beitragen.

Zwei dieser drei Varianten (P504L, G515E) werden in keinem der beiden Kontrollkollektive
gesehen. Dadurch sind diese Varianten als quasi private Varianten anzusehen, die im Sinne einer
monogenen Erkrankung als krankheitsverursachend gelten konnen. Lediglich die Variante Y557H
wird einmal in einem heterozygoten Trager im KORA-Kollektiv (n=702) und einmal in einem
heterozygoten Trager im ESP-Kollektiv (n=4.300) beobachtet. Aufgrund dieser &uBerst niedrigen
Allelfrequenz, die nicht signifikant hoher liegt als die Pravalenz von SIDS in der Normalbevdlkerung
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(0.3/1.000), kann auch diese Variante als potentiell kausal im Sinne einer monogenen Erkrankung
angesehen werden.

Krankheitsvarianten konnen mit sehr niedriger Allelfrequenz in der Allgemeinbevolkerung
durchaus vorkommen, da auch in der Normalbevolkerung Patienten mit seltenen Erkrankungen
vorkommen und da auch die aus seltenen Varianten resultierenden Krankheitsmanifestationen nicht in
allen Trégern identisch sein miissen. Im Sonderfall kann es sogar bei einzelnen Mutationstragern zu
gar keiner Krankheitsmanifestation kommen (Nonpenetranz). In den Studien zu seltenen Varianten,
die das ESP-Projekt als Kontrolle nutzen, wird iiblicherweise bei 0 bis 2 Allelen in dem Kollektiv von
4.300 Personen noch davon ausgegangen, dass es sich bei der betreffenden Variante um eine
Krankheitsvariante einer Mendelschen Erkrankung handeln kann. Bei drei oder mehr Beobachtungen
gilt die Variante als so hidufig, dass sie iiblicherweise nicht mehr unter einem monogenen

Erkrankungsmodell als krankheitsverursachend gilt.

6.7.2  Zellulir-elektrophysiologische Untersuchungen des OLFML2B-Proteins

Ebenso wurden die mutanten OLFML2B-Proteine in Xenopus laevis Oozyten elektrophysiologisch
untersucht, um zu beweisen, dass diese Varianten zu Verdnderungen in lonenstomen im Herzen fithren
koénnen [Schifer, 2010]. Diese Arbeit wurde durchgefiihrt in der Arbeitsgruppe von Herrn Professor
Guiscard Seebohm in Miinster (vormals Bochum).

Es konnte gezeigt werden, dass das OLFM2B-Protein spezifisch den stromabhéngigen
Kaliumkanal KCNH2/Kv11.1 hemmt, der fiir den Igx,-Strom verantwortlich ist. Ix, und Igs (durch
KCNQI) haben den grofiten Einfluss auf die repolarisierenden K(+)-Strome am Ende der Diastole.
Durch mRNA des OLFML2B-Wildtyps wurde der Strom im Ix, im Vergleich zur Wasserinjektion
deutlich reduziert. Durch die Injektion von OLFL2B-mutanter mRNA konnte fiir alle drei Mutationen
(P504L, G515E und Y557H) eine noch deutliche Reduktion des Ik,-Stroms festgestellt werden. Diese
fiel beim wt-OLFML2B deutlich geringer aus, die Reaktion war aber gegeniiber der Kontrolle noch
signifikant.
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Abbildung 25: Elektrophysiologische Untersuchungen in Xenopusoocyten des OLFML2B-Wildtyps,
darunter der hiufigen Variante P289L und der drei gefundenen Mutationen.
Funktionelle Untersuchungen in Xenopusoocyten des OLFML2B-Wildtyps zeigten, dass der
OLFML2B-Wildtyp den Ix-Strom schwach reduziert (-7.7+4.66%), wdhrend die SIDS-
Mutanten P504L (-33.0+3.2%), G515E (-49.9+11.4%) und Y557H (-17.6+6.4%) den Strom

extrem stark weiter abschwdchen [Schdfer, 2010].

Der OLFML2B-Wildtyp reduziert den Ix,-Strom schwach (-7.7+4.66%) wihrend die SIDS-Mutanten
P504L (-33.0+£3.2%), G515E (-49.9+£11.4%) und Y557H (-17.6£6.4%) den Strom extrem stark weiter
abschwichen. Auch diese funktionellen Daten unterstiitzen die Hypothese eines kausalen Einflusses
des OLFML2B-Proteins auf die kardiale Repolarisation und legen nahe, dass dieser Effekt {iber den
von KCNH2/Kv11.1 getragenen Ig,-Strom vermittelt wird.

6.8 Implikation fiir die Familie der Olfactomedine und ihrer Proteine

Unsere Ergebnisse beziiglich des OLFML2B-Gens und dessen Einfluss auf die kardiale Repolarisation
sind neu. Wir beschreiben seine Funktion als eine lokal synthetisierte und sezernierte Komponente in
der extrazelluliren Membran der Herzmuskelzelle und charakterisierten die aufgefundenen Varianten
mit bioinformatischen und statistisch-epidemiologischen Methoden.

Eine @hnliche Pathophysiologie (Stdrung der Funktion des Ziliarmuskels und Suppression der
Proteinsekretion) wurde fiir die paralogen Gene Myocilin (MYOC) und Olfactomedin 2 (Noelin,
OLFM?2), die beide ebenfalls aus der Familie der Olfactomedine stammen, in Bezug auf das monogene
primdre Offenwinkelglaukom (POAGQG) festgestellt. Das POAG ist eine autosomal-dominant vererbte
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Form des Glaukoms, das fiir 2% aller Glaukomfille verantwortlich ist [Kwon et al., 2009]. Beim
POAG kommt es durch dominant-negative Mutationen im MYOC- oder im OLFM2-Gen zu
Strukturverdnderungen der Proteine, die Sekretion wird verhindert, und es folgt eine intrazellulédre
Akkumulation [Caballero et al., 2001], [Joe et al., 2003]. So wie die gefundenen Mutationen im
OLFML2B-Gen, sind die krankheitsverursachenden MYOC- und OLFM?2-Mutationen iiberwiegend am
C-Terminus des Proteins in der Olfactomedin-Domaéne lokalisiert. Es kommt beim POAG zu einer
Korrelation zwischen mutationsbedingt verringerter Sekretion und stirkerer Phinotypmanifestation.
Eine Uber- oder Unterexpression des Wildtyp-Proteins fiihrt dagegen zu keinem Glaukom [Vollrath et
al., 2006]. Es wird angenommen, dass das mutierte nicht sezernierte Protein mit der Kontraktion des
Ziliarmuskels interferiert, was wiederum zu einer Augeninnendruckerh6hung und der Entwicklung
eines Glaukoms fiihrt. Es bleibt offen, ob spannungsabhéngige Ionenkanile in die Pathophysiologie

des MYOC- und OLFM?2-mutationsinduzierten POAG Einfluss haben.

6.9 Implikationen fiir SIDS

In fritheren Studien wurde gezeigt, dass eine Prddisposition fiir SIDS in Assoziation mit kardialen
Repolarisationsstorungen steht. Dies gilt nicht nur fiir Patienten, die bereits an SIDS verstorben sind,
sondern auch fiir ihre Familienmitglieder aufgrund von monogenen Mutationen in
spannungsabhéngigen Kationenkanédlen [Schwartz et al., 1998].

Die gleichen Mutationen findet man in 50-72% der Félle mit monogenem Long-QT Syndrom [Tester
et al., 2005b] und bis zu 40% bei Patienten mit medikamenten-induziertem Long-QT Syndrom
[Napolitano et al., 2005]. Monogene Arrhythmiesyndrome werden meist durch Mutationen in den
Untereinheiten von lonenkanilen gefunden, die eine Funktion in Bezug auf die Offnung der Kanile,
teils aber auch regulatorische Funktionen, haben [Napolitano et al., 2005], [Ackerman, 1998] oder in
die raumliche Aufteilung der Ionenkanéle involviert sind [Mohler et al., 2003].

Die Moglichkeit, dass seltene Mutationen im NOSI/AP-Gen zu SIDS fithren konnen, wurde bereits
untersucht [Caballero et al., 2001] und in weiteren Untersuchungen aus unserem Labor von 752
Fillen. Es konnte kein Zusammenhang zwischen Mutationen im NOS/AP-Gen und SIDS bzw. SCD
unter einem monogenen Krankheitsmodell festgestellt werden.

Diese Studie identifiziert einen bisher unentdeckten Pathway, der mutmaBlich in den
plotzlichen kardialen Herztod und kardiale Rhythmusstorungen involviert ist. Bisher war das
OLFML2B-Gen und seine Wirkung auf die kardiale Physiologie vollig unbekannt, so dass im Rahmen
dieser Studie ein vollig neues pathophysiologisches Prinzip fiir genetische Herzerkrankungen
beschrieben wird. Unsere Entdeckung einer neuen Proteinklasse, der Olfactomedine, und des
OLFML2B-Gens als mogliches Krankheitsgen von SIDS, erweitert das Spektrum der monogenen
kardialen Krankheitsgene um die Klasse der sezernierten Glykoproteine der Olfactomedinfamilie. In

weiteren Studien ist es wichtig, Interaktionspartner des OLFML2B-Proteins herauszufinden, mit
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denen man diese gestellte Hypothese, dass dieses Protein direkt mit Ix,-lonenkanélen interagiert und
somit den repolarisierenden Kaliumstrom reduziert, belegen und den gesamten Pathway aufkldren

kann.

6.10 Implikationen fiir zukiinftige genomweite Untersuchungen

In der letzten Dekade sind genomweite Assoziationsstudien (GWAS) eine wichtige wissenschaftliche
Methode geworden, um im Genom héufige Varianten zu identifizieren (,,mapping®), die zu
multifaktoriellen Erkrankungen pradisponieren bzw. quantitative Merkmale (,,Traits*") modulieren.

Obwohl GWAS ein sehr starkes Werkzeug zur Kartierung von genetischen Varianten sind,
geben sie methodenbedingt keine Auskunft iiber die funktionellen Mechanismen, die sich hinter den
Assoziationssignalen verbergen. Sie identifizieren nicht einmal das kausale Gen in solchen
assoziierten Loci, in denen mehrere potentiell kausale Gene liegen. Fast alle der bereits identifizierten
GWAS-Assoziationssignale bediirfen daher einer funktionellen Charakterisierung.

Aufgrund der gegenwirtigen Popularitit der GWAS wund somit der Menge an
Assoziationssignalen sind moglichst systematische und einfach messbare funktionelle weiterfithrende
Untersuchungen notwendig [Han et al., 2009]. Einige Autoren haben sich bereits mit dieser Frage
genauer beschéftigt und haben Anforderungen genauer analysiert und Strategien vorgeschlagen, um
eine Kausalitdt der vielen genetischen Variationen herzustellen [Katsanis, 2009]. Dieser Prozess
scheint nicht unihnlich den Koch-Henleschen Postulaten zu sein, die sich ebenfalls auf die Beziehung

von Infektionskrankheiten und dem Pathogen beziehen [Inglis, 2007].

Damals wurden folgende wichtige Punkte definiert:

A) Reproduzierbarkeit der Assoziation;

B) Existenz einer Allelserie an dem genomischen Lokus, wo seltene Allele mit gleichen aber
auffilligeren Phédnotypinderungen assoziiert sind, was die Transition von schwachen
Varianten und polygenen bzw. oligogenen Kausalmodellen (,,sub-mendelian®) zu starken
Varianten und monogenen Kausalmodellen aufzeigt [Chan et al., 2009];

C) Veridnderungen auf zelluldrer Ebene aufgrund von Umwelteinfliissen, die einen natiirlichen
Prozess im menschlichen Gewebe, eine Verdnderung in der mRNA-Expression, proteomische
Verianderungen und funktionelle Verdnderungen durchgemacht haben;

D) Die gleichen Punkte wie unter C nachdem eine transgene Variante ins zelluldre Modell oder
Tiermodell eingebaut wurde;

E) Abschwichung, Verdnderung, Abkiirzung des involvierten pathophysiologischen Prozesses

nach einer spezifischen biomedizinischen Intervention.
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Es ist durchaus akzeptiert, dass es keine einzige richtige Methode gibt, um diese Punkte zu erreichen,
es hédngt viel mehr vom physiologischen Kontext, dem Gen, dem Protein und der zu untersuchenden
Variante ab, die sich gegenseitig beeinflussen. Am besten kombiniert man verschiedene Ansitze, die
sich teils auch tiberlappen, um ein moglichst zuverldssiges Ergebnis zu erhalten.

Eine hdufige Situation bei GWAS ist, wenn ein assoziierter Lokus mehre potentielle kausale Gene
beherbergt. Um die Funktionalitidt auseinanderzuhalten, kann man alternativ oder zusitzlich die
Kausalitdt nach Option B abwigen.

Am einfachsten ist es das kausale Gen bei monogenen Erkrankungen zu erforschen, wenn es um
extreme Phénotypen geht wie zum Beispiel Typ 1 Diabetes. Diese Strategie wurde erfolgreich in der
mit Typ 1 Diabetes assoziierten Region Chr. 2q24 angewendet und /FI/H] als das am ehesten kausale
Gen identifiziert [Nejentsev et al., 2009].

6.11 Schlussfolgerung

Im Jahr 2006 wurde erstmals ein Zusammenhang zwischen hédufigen SNP-Varianten in der
OLFML2B/NOSI1AP-Genregion und ihr Einfluss auf das QT-Intervall entdeckt [ Arking, 2006]. Durch
die genetischen, bioinformatischen und epidemiologisch-statistischen Ergebnisse dieser medizinischen
Dissertation wurde die funktionelle Charakterisierung des OLFML2B-NOS1A4P-Genortes begonnen.
Diese Arbeit war mit der Identifikation seltener Mutationen im OLFML2B-Gen, die signifikant
hdufiger in Patienten mit arrhythmogenen Erkrankungen vorkommen, der Grundstein fiir die in der
Folge durchgefiihrten funktionsanalytischen Untersuchungen.

Diese Arbeit stiitzt die Schlussfolgerung, dass das OLFML2B-Protein an der kardialen
Repolarisation und seine seltenen und sehr seltenen Varianten an ihrer genetischen Variabilitét
beteiligt sind. Damit konnen OLFML2B-Varianten die myokardiale Repolarisationsreserve
beeintrachtigen, was in der Folge zu Arrhythmien im Rahmen vom Long-QT Syndrom, diLQT, SIDS

und ggf. auch zum plétzlichen Herztod priadisponieren kann.
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7 ZUSAMMENFASSUNG

Herzrhythmusstorungen gewinnen in der westlichen Welt als Todesursache kontinuierlich an
Bedeutung. Bis zu 50% aller kardiovaskuldr bedingten Todesfdlle werden in diesen Landern durch
Kammerflimmern hervorgerufen. Zur Identifizierung neuer Gene, genetischer Varianten und
Pathomechanismen, die einen Einfluss auf komplexe, d.h. polygene Erkrankungen ausiiben, stehen der
medizinischen Forschung als innovative Methode seit der Mitte der letzten Dekade die genomweiten
Assoziationsstudien (GWAS) zur Verfiigung. Durch eine solche GWAS-Untersuchung wurde die
Region Chr. 1g23.3 als der stirkste quantitative Trait-Locus (QTL) in Bezug auf zwei Gene, das
bereits bekanntere NOSIAP- und das bisher noch wenig erforschte OLFML2B-Gen, beschrieben. Von
letzterem wird ein sekretiertes Glykoprotein abgelesen, das ein Bestandteil der kardialen
extrazelluliren Matrix (ECM) ist. Knockout-Untersuchungen im Zebrafisch bestétigten, dass der
Verlust eines jeden der beiden Gene zu Stérungen der kardialen Repolarisation und zu kardialer
Dilatation fiihren kann.

Aufgrund dieser Erkenntnisse wurde in dieser Dissertation bei Patienten mit Veranlagung zu
Herzrhythmusstorungen durch Long-QT Syndrom (LQT), medikamenteninduziertem Long-QT
Syndrom (drug induced LQT bzw. diLQT), plétzlichem Herztod (sudden cardiac death, SCD) oder
plotzlichem Kindstod (sudden infant death syndrome, SIDS) das OLML2B-Gen auf seltene
Mutationen untersucht, die die genannten Erkrankungen verursachen bzw. begiinstigen konnen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden bei den untersuchten Patienten insgesamt 14 potentiell
krankheitsauslosende heterozygote Missense-Mutationen innerhalb des OLFML2B-Gens identifiziert
aus insgesamt 86 aufgefundenen Varianten in allen Kollektiven einschlieBlich der Kontrollen. Die
aufgefundenen Mutationen wurden nicht in der Kontrollgruppe aus der Normalbevdlkerung bzw. nur
im Rahmen der Héufigkeit der genannten Erkrankungen in der Normalbevdlkerung und vier- bis
zwoOlfmal hdufiger in den Patientenkollektiven gesehen. Insbesondere wurden in dieser Arbeit drei
heterozygote Missense-Varianten bei Kindern mit SIDS gefunden. In Rahmen einer weiteren parallel
durchgefiihrten Dissertation zeigten funktionelle Untersuchungen, dass alle drei Varianten zu einer
vollstindigen Unterbindung der zelluldren Proteinsekretion fithren und den StromfluBl durch den
repolarisierenden Kaliumkanal KCNH2 (Ik,) an der Zelloberfldche beeinflussen. In Zusammenschau
dieser Daten kann angenommen werden, dass die aufgefundenen Varianten die Repolarisationsreserve
im menschlichen Herzen reduzieren, was wiederum zu einer Prédisposition fiir plotzlichen Kindstod
(SIDS), LQTS und diLQT fiihren kann.

Ubergeordnet tragen die Erkenntnisse dieser Dissertation dazu bei, dass ausgehend von einer
genomweiten Assoziationsstudie, ein bisher unbekannter Pathomechanismus fiir kardiale Arrhythmien
gefunden werden kann. Dadurch konnten sich mittelfristig potentiell neue diagnostische und

therapeutische Implikationen ergeben.
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8 SUMMARY

The number of deaths caused by arrhythmia is increasing in Western countries. Up to 50% of all the
cardiovascular deaths in these countries for instance are caused by ventricular fibrillation. To discover
novel genetic variants, genes and pathomechanisms influencing the complex polygenic diseases,
genome-wide association studies (GWAS) have been utilized as an innovative tool in medical research
since the middle of the past decade. Through such an investigation, chromosome 1g23.3 has been
identified as the most prominent quantitative trait locus (QTL) related to the electrocardiographic
measurement of QT-interval. In this chromosomal region, two genes, the already known NOSIP-gene
and the so far little explored OLFML2B-gene have been identified. Knockout studies in zebrafish
confirmed that the loss of any of the two genes can lead to disturbance of the cardiac repolarization
and cardiac dilatation.

Based on these findings, patients with predisposition to arrhythmia (long QT syndrome, drug induced
LQT), sudden cardiac death (SCD) and sudden infant death syndrome (SIDS) were investigated in this
thesis for the presence of rare mutations of the OLFML2B-gene associated with the disease or its
predisposition. In my work, 14 of 86 identified variants within this gene were found in patients within
the defined groups with potential high relevance for phenotype changes. These mutations could be
found four to twelve times more frequent in the patient groups than in the general population control
group. In particular there were three heterozygous missense-mutations found in children with SIDS.
The extended functional studies from another thesis had revealed that these three variants result in a
reduction of OLFML2B secretion. It had also been shown that the OLFML2B protein influences the
activity of the voltage-gated potassium channels on the cell surface. Taken together, it can be assumed
that the described mutations in this gene can cause a diminishment of the repolarization reserve in
cardiac cells leading to SIDS, long QT syndrome and drug induced QT syndrome. The findings show
that, by means of GWAS, an entirely new pathomechanism for complex polygenic diseases can be

identified with potential implications for diagnosis and therapy.
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