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Arrhythmogene (unklassifizierte) Kardiomyopathieformen (AUCM) —

Aufklirung genetischer Ursachen

Im Rahmen Arbeit wurden Patienten molekulargenetisch untersucht, bei welchen eine strukturelle
und/oder arrthythmogene Herzerkrankung vorlag, die aufgrund eines untypischen klinischen Phinotyps
nicht in eine der bekannten Kardiomyopathien eingeordnet werden konnte und folglich als arrhythmogene
unklassifizierte Kardiomyopathie (AUCM) bezeichnet wurde. Ziel der Arbeit war es zu ermitteln, ob
diesen, als AUCM bezeichneten Herzerkrankungen genetische Ursachen zu Grunde liegen und welche
Krankheitsgene hier ursichlich sind. Die molekulargenetische Analyse erfolgte mittels eines Genpanel-
basierten /NGS-Ansatzes, mit dem bekannte kardiale Krankheitsgene parallel analysiert wurden.
Zusammenfassend wurde bei ca. 61% der untersuchten Patienten eine (mdgliche) genetische Ursache
detektiert, wobei Mutationen nicht auf ein Krankheitsgen beschriinkt, sondern eine Vielzahl von Genen
betroffen waren. Hervorzuheben sind dabei die ARVC/D-Gene (DSP, DSG2, PKP2, DSC2), bei welchen
sich insgesamt 30% aller detektierten, potentiell-kausalen Genvarianten fanden. Insgesamt scheint die
AUCM eine starke genetische Komponente zu haben, wodurch bei genetisch betroffenen Personen ein
priventives Familien-Screening der Angehérigen méglich wird. Des Weiteren wurde eine Methode
etabliert, mit welcher tiberpriift werden kann, ob es im Rahmen der DNA-Diagnostik zu einem
inzidentellen Vertauschen einer Probe gekommen ist. Da bis zu zehn verschiedene DNA-Proben in einer
NGS Analyse eingesetzt werden, ist es wichtig, ein Verfahren zu finden, mit dem eine Probe eindeutig
identifizierbar ist. Hierfiir wurde eine Multiplex HRM-PCR etabliert, iiber die eine Kombination von vier
Sequenzvariationen in einem Ansatz bestimmt werden kann. Sofern die Genotypen aus Multiplex HRM
und Panelsequenzierung iibereinstimmen, kann eine Probenvertauschung mit einer Sensitivitit von 95%

ausgeschlossen werden.
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1. Einleitung

1.1. Hintergrund der Arbeit

Kardiomyopathien sind Herzmuskelerkrankungen unterschiedlicher Atiologie und klinischer
Auspragung. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) klassifizierte 1995 die Kardiomyopathien in fiinf
verschiedene Gruppen: dilatative Kardiomyopathie (DCM), hypertrophe Kardiomyopathie (HCM),
restriktive Kardiomyopathie (RCM), arrhythmogene rechtsventrikuldre Kardiomyopathie/Dysplasie
(ARVC/D) und unklassifizierte Kardiomyopathie (1). In den letzten Jahren ist jedoch immer deutlicher
geworden, dass es in Familien Uberlappende Phanotypen gibt, wie beispielsweise die HCM mit
dilatativer Verlaufsform oder die ARVC/D mit linksventrikuldrer Beteiligung (2). Zum Teil sind solche
,uberlappenden” Kardiomyopathien klinisch jedoch noch unklassifiziert, weswegen eine Revision der
Klassifikation diskutiert wird. So wird seit einigen Jahren von der ARVC vermehrt als eine Untergruppe
der sog. arrhythmogenen Kardiomyopathien gesprochen, da zunehmend weitere arrhythmogene
Formen beobachtet wurden. Der Begriff der arrhythmogenen Kardiomyopathien (ACM) wird bereits
von zahlreichen Fachzeitschriften verwendet, wie dem Rhythm Journal und dem Circulation Research

(3, 4).

In der Spezialambulanz des Institutes fir Genetik von Herzerkrankungen (IfGH) am
Universitatsklinikum Miinster (UKM) sind in den letzten Jahren zunehmend Patienten mit einer
Kardiomyopathie identifiziert worden, die einen priméar arrhythmogenen, zum Teil sehr malignen
Verlauf (Kammerflimmern, SCD) zeigten und zwar der Grof3teil vor dem 40. Lebensjahr. Typischerweise
manifestieren sich Kardiomyopathien erst nach dem 40. Lebensjahr, sodass bei dieser
Kardiomyopathie-Form von einem besonders schnellen und aggressiven Verlauf ausgegangen werden

muss.

In dem oben beschriebenen Kollektiv war die kardiovaskulare Bildgebung nicht fiir eine bestimmte
Kardiomyopathie wegweisend und ebenso war die Atiologie der Erkrankung ungeklart. Die sogenannte
arrhythmogene unklassifizierte Kardiomyopathie, kurz AUCM, stellt somit einen neuen Phanotyp dar,
der genetisch und klinisch noch unzureichend aufgeklart ist. Es stellte sich die Frage, ob die Erkrankung

eine genetische Komponente ausweist und welche Krankheitsgene beteiligt sind.



1.2 Kardiomyopathien

Mit Kardiomyopathien werden nach WHO-Definition strukturelle Erkrankungen des Herzmuskels
beschrieben. In der Literatur wird der Begriff uneinheitlich verwendet. Neben der WHO-Klassifikation
von 1995 ist die aktuellere Definition der American Heart Association (AHA) sehr verbreitet, welche
2006 Kardiomyopathien als eine ,heterogene Gruppe von Erkrankungen des Myokards assoziiert mit
mechanischer und/oder elektrischer Dysfunktion definierte’ (5). Kardiomyopathien weisen meistens,
aber nicht zwingend, Hypertrophie und/oder Dilatation auf und entstehen durch eine vielfiltige
Genese, haufig jedoch eine genetische (6). Ebenso unterscheidet die AHA in primare und sekundare
Kardiomyopathien. Letztere sind Folgen systemischer Erkrankungen, wie arterieller Hypertension oder
Klappenerkrankungen, und treten deutlich haufiger auf. In der AHA-Klassifikation ist die AUCM bisher

nicht klassifiziert, ist aber sehr wahrscheinlich bei den primaren Kardiomyopathien einzugliedern.

Die primaren Kardiomyopathien lassen sich nach der AHA-Klassifikation in genetische, erworbene und
gemischte Kardiomyopathien unterscheiden. Letztere werden so bezeichnet, da diese Formen
hauptsichlich nicht-genetisch sind, aber familidre Fille bekannt sind (6). Eine Ubersicht (iber die

primaren Kardiomyopathien nach der AHA-Klassifikation ist in Abb. 1 zu sehen.

Primadre
Kardiomyopathien
Genetisch Gemischt Erworben
HCM
RCM
lonenkanalerkrank-

ungen, zB. LQTS

Abbildung 1: Einteilung der primdéiren Kardiomyopathien*

HCM: hypertrophe Kardiomyopathie; CPVT: catecholaminerge polymorphe ventrikulédre Tachycardie ARVC/D:
arrhythmogene rechtsventrikuldre Kardiomyopathie/Dysfunktion; LVNC: linksventrikuldre noncompaction

Kardiomyopathie; LQTS: Long QT Syndrom; DCM.: dilatative Kardiomyopathie; RCM: restriktive Kardiomyopathie

1 Selbst erstellt, nach AHA-Definition



Ein relevantes Charakteristikum der primaren Kardiomyopathien ist die altersabhdangige Penetranz.
Das bedeutet, dass Betroffene mit der kausalen Genmutation zum Zeitpunkt der genetischen
Diagnostik keine oder nur geringe Zeichen ihrer Erkrankung aufweisen kénnen, es jedoch im weiteren
Verlauf zur Entwicklung von Symptomen kommt. Ebenso kdnnen bestimmte Kofaktoren eine
symptomatische Manifestation der Krankheit auslésen, wie beispielsweise die Veranlagung zur DCM

zusammen mit einer Schwangerschaft zur Entwicklung einer Peripartum-Kardiomyopathie flihren kann

(6).

Kardiomyopathien fiihren haufig zu Herzversagen, welches eine Herztransplantation notwendig
machen kann, oder sogar zum plotzlichen Herztod des Patienten, aufgrund von bdsartigen
ventrikuldaren Arrhythmien (6). Der plotzliche Herztod wird klassischerweise definiert als ein
unerwarteter, nattrlicher Tod durch Herzversagen aus kardialer Ursache (7). Die Inzidenz eines solchen
sudden cardiac death (SCD) wird in der Literatur mit etwa 0,0028% bei nicht-selektierten Patienten
angegeben (8). Somit stellt der SCD eine seltene, meist aber besonders tragische Todesursache dar
und wird bei jlingeren Menschen (<35. Lebensjahr) oftmals durch strukturelle Herzerkrankungen

verursacht.

Insgesamt ist sowohl aufgrund des erhéhten SCD-Risikos als auch wegen der altersabhangigen
Penetranz, welche aufgrund fehlender Symptomatik die Diagnose und ggf. eine friihzeitige Therapie
verhindert, die Kenntnis der fir die Erkrankung ursachlichen Genmutation enorm wichtig, da sie es
erlaubt durch Screening-Untersuchungen Mutationstrager zu identifizieren und diese adaquat

medizinisch zu betreuen.

Im Folgenden werden drei Kardiomyopathien (DCM, CPVT, ARVC/D) gesondert erldutert, da diese die
Kardiomyopathien sind, die in besonderem Male mit Arrhythmien assoziiert sind. Alle drei
vorgestellten Kardiomyopathien dhneln jeweils unterschiedlich stark in ihrem Phanotyp der AUCM.
Zuletzt wird auch die AUCM noch einmal erldutert. Die AUCM stellt sich in der Regel als eine Mischung
mehrerer Kardiomyopathieformen (insbesondere der im Folgenden erlduterten) dar, weswegen es
nicht moglich ist, solche Patienten konkret einer der Kardiomyopathien zuzuordnen. Andererseits soll
auch nicht auf eine Diagnose verzichtet werden, da es sich zum Teil um behandlungsintensive,
potentiell-maligne Krankheitsbilder handelt, weshalb die Bezeichnung der arrhythmogenen

unklassifizierten Kardiomyopathie etabliert wurde.



Dilatative Kardiomyopathie

Als dilatative (,zur Erweiterung flihrend‘) Kardiomyopathie bezeichnet man definitionsgemaR eine
Kombination aus linksventrikuldrer (LV) bzw. biventrikuldrer Dilatation und systolischer Dysfunktion,
definiert als abnormale LV-Ejektionsfraktion, bei physiologischem Fillungsverhalten (5). Die Wand des
linken Ventrikels wird fortschreitend diinner und schwacher (vgl. Abb. 2), wodurch das Herz nicht mehr
ausreichend Blut fir die addquate Versorgung des Korpers auswerfen kann (9). Die dilatative
Kardiomyopathie (DCM) ist die zweithaufigste Kardiomyopathie-Form und eine vielmalige Ursache fir
Herzversagen, Transplantation und Tod (7, 10). Fir DCM-Patienten betrdgt das Risiko, einen
plétzlichen Herztod zu erleiden 2,0 bis 3,6% pro Jahr (11). Die DCM tritt oftmals familiar gehauft auf

und kann genetische oder nicht-genetische Ursache haben.

Taylor et al. definierten 2006 zwei Hauptkriterien sowie sechs Nebenkriterien zur Diagnosestellung
einer DCM (12). So gehort a) eine Ejektionsfraktion von weniger als 45% (entspricht >zwei
Standardabweichungen vom Normalwert) und b) ein linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser
(LVEDD) von mehr als 117% des Normwertes zu den beiden Hauptkriterien. Nebenkriterien sind
beispielsweise unerklarliche supraventrikuldare Arrhythmien vor dem 50. Lebensjahr. Eine familidre
dilatative Kardiomyopathie ist definiert als Prasenz von a) zwei oder mehr Verwandten mit DCM (nach
den oben genannten Kriterien) oder b) von einem Verwandten eines DCM-Patienten mit ungeklartem

plétzlichen Tod vor dem 35. Lebensjahr (12, 13).

Die Pravalenz der DCM liegt bei 1:2500 mit einer Inzidenz von 7/100.000/Jahr (12). Die Inzidenz der
DCM ist bei Mannern héher und steigt generell mit dem Alter an (14). Die Diagnose der DCM wird in
der Regel durch zweidimensionale Echokardiographie gestellt und erfolgt meist erst im

symptomatischen Stadium (in der Regel 3.-4. Lebensdekade).

Die Ursachen der DCM sind vielfdltig: neben der Ischdmie (bedingt 50% der DCM-Félle) kann sie
metabolisch, immunologisch, genetisch, durch Toxine oder aufgrund arterieller Hypertension
entstehen. Nicht-ischamische DCM ist in 20-35% der Falle familiar gehauft (14). Insgesamt ist die DCM
haufig sekundar verursacht (7). Daher ist es wichtig, vor jeglicher genetischen Diagnostik eine

sekundare DCM moglichst vollstandig auszuschliefRen.

Genetisch bedingte dilatative Kardiomyopathien treten mit unvollstandiger und altersabhangiger
Penetranz auf und werden durch eine vielfaltige Gruppe aus tber 50 Genloci verursacht (7). Nur bei
etwa einem Drittel aller DCM-Patienten gelingt eine genetische Aufklarung. Am haufigsten ist die

autosomal-dominante Variante. Dabei sind in der Regel kontraktile Elemente des Sarkomers betroffen,



welche teilweise auch an der Pathogenese einer hypertrophen Kardiomyopathie beteiligt sind (6). Die
hochste kausale Mutationsfrequenz bei der DCM weist mit 20-25% das TTN-Gen, kodierend fir Titin,
auf, gefolgt von dem Gen fiir Lamin A/C (LMNA, 6%) und dem Gen fiir eine schwere Kette des Myosins
(MYH7, 4%) (7). Moglicherweise ist mehr als eine einzelne Genmutation kausal fiir die
Krankheitsentstehung, was auch die starke Variation der Penetranz in manchen Familien erklaren

wirde, gleichzeitig aber eine Herausforderung bei der genetischen Analyse darstellt (15).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der DCM im Vergleich zum gesunden Herzen

A: die normale Herzmorphologie, B: Herzmorphologie bei DCM mit Dilatation des linken Ventrikels, RV:

rechter Ventrikel; LV: linker Ventrikel (Abbildung modifiziert nach McNally et al. 2013 (14))

Catecholaminerge polymorphe ventrikuldare Tachykardie (CPVT)

Die CPVT ist eine seltene arrhythmogene Erkrankung, welche durch anstrengungs- oder stress-
induzierte (,adrenerg-getriggerte’ (7)) ventrikulare Tachyarrhythmien charakterisiert ist, die zu
Synkopen oder schlimmstenfalls zum ploétzlichen Herztod fiihren kénnen (16). Die CPVT zahlt zu den
primaren elektrischen Herzerkrankungen, da sich bei den Betroffenen keinerlei klinische oder

diagnostische Zeichen einer ischamischen oder strukturellen Kardiomyopathie feststellen lassen (7).

Die Inzidenz der CPVT liegt bei etwa 1:10.000 (17). Die Betroffenen sind Giberwiegend unter 40 Jahren
alt, so manifestiert sich die Krankheit oft bereits in der Kindheit oder friihen Adoleszenz. Die Prognose
der CPVT ist unglinstig, so sterben etwa 40% der Patienten innerhalb von 10 Jahren nach
Diagnosestellung. Zudem stellt der plotzliche Herztod oftmals das erste (und letale) Symptom der
Erkrankung dar (18). Ohne Therapie kommt es bei 20 bis 30% der Betroffenen vor dem 30. Lebensjahr
zum SCD, weshalb gezielte Diagnostik sowie Friiherkennung durch Genotypisierung liberaus wichtig

sind.



Die Erkrankung ist erblich, so sind zahlreiche kausale Genmutationen bekannt. Bei phanotypisch
eindeutiger CPVT werden etwa 70-80% der Patienten genotypisch positiv getestet (19). Bei 50-70% der
genotypisierten Patienten findet sich eine Mutation im Ryanodin Rezeptor 2 - (RYR2) oder im
Calsequestrin 2 - (CASQ2) Gen (16, 19). Die RYR2-Mutationen sind verantwortlich fiir die autosomal
dominante Form, welche deutlich haufiger vorkommt, wohingegen die CASQ2-Mutationen kausal fir
die seltenere, rezessive Variante sind (16). Bei der CPVT sind Schlisselkomponenten der Calcium-
vermittelten Calcium-Freisetzung mutiert: So kommt es durch die Mutationen zu einem erhdhten
diastolischen Calcium-Einstrom, welcher einen Calcium-Uberschuss in den Kardiomyozyten verursacht
(20). Dies resultiert wiederum in einer erhdohten Aktivitdit der Kardiomyozyten aufgrund der
verspateten Nach-Depolarisation (16). Die Betroffenen zeigen ein normales Ruhe-EKG, bei einem
Belastungs-EKG offenbaren sich jedoch monomorphe und/oder bidirektionale ventrikuldre
Extrasystolen (VES), welche in ventrikuldre Tachykardien Gbergehen kénnen (7). Bei bidirektionalen VT
handelt es sich um ventrikuldre Arrhythmien, bei denen sich von Schlag zu Schlag die QRS Achse um
180° andert. Die untenstehende Abbildung 3 zeigt drei, zu verschiedenen Zeitpunkten abgeleitete

Herzaktionen eines Patienten mit Langzeit-EKG.

A
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Abbildung 3: Typische Bilder von ventrikuldren Tachykardien (VT) eines Patienten mit CPVT (18)

(A) Polymorphe ventrikuldre Tachykardie
(B) Bidirektionale ventrikuldre Tachykardie
(C) Schnelle polymorphe ventrikuldre Tachykardie, welche in Kammerflimmern iibergeht.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=5063269_g

Arrhythmogene rechtsventrikuldare Kardiomyopathie

Die arrhythmogene rechtsventrikulare Kardiomyopathie/-dysplasie, kurz ARVC/D, ist eine erbliche
Erkrankung des Herzmuskels, bei welcher es zu einem Verlust von myokardialem Gewebe und
Einlagerung von Binde- und Fettgewebe kommt (21). Betroffen ist vor allem der rechte Ventrikel,
gelegentlich auftretende Manifestationen im linken Ventrikel werden als ALVC bezeichnet (7).
Symptome der ARVC/D manifestieren sich meist zwischen der zweiten und funften Lebensdekade und
stellen sich als Schwindel, Palpitationen und Synkopen dar, welche durch ventrikuldare Tachykardien
bedingt werden, sowie als plotzlicher Herztod, welcher fatalerweise bei 50% der Patienten das initiale

Symptom darstellt (22, 23). Die Pravalenz der ARVC/D liegt bei etwa 1:2.000 (22).

ARVC/D-Patienten haben ein strukturell unauffalliges Herz bei der Geburt und entwickeln erst spater
die kardiomyopathischen Verdanderungen, welche in Abbildung 4 dargestellt sind (21). So ist auch erst
im  fortgeschrittenen Stadium die Reduktion der rechtsventrikulairen Pumpfunktion
echokardiographisch darstellbar, jedoch kann es bereits vor Beginn einer Herzinsuffizienz zu
bosartigen ventrikularen Herzrhythmusstérungen kommen und sogar zum plétzlichen Herztod (7). Das
mittlere Alter der Betroffenen bei der Diagnosestellung liegt bei 31 Jahren (20). Die ARVC/D betrifft
phanotypisch haufiger Méanner (2-3:1) und ist fir 22% der pl6tzlichen Herztode bei jungen

Erwachsenen verantwortlich (23).

Abbildung 4: Verdéinderung des Myokards im Krankheitsverlauf (22)

(A) Bei der Geburt weisen die Patienten ein phénotypisch gesundes Herz auf.

(B) Friihe myokardiale Schddigungen beginnen epikardial und (C) breiten sich transmural aus.

(D) Anschliefsend wird die Herzwand diinner, es kommt zur Fibrozyten-Einlagerung und Aneurysmata-
Entwicklung.



Die Diagnose der ARVC/D wird anhand der sog. 2010 Task Force Criteria gestellt, welche
charakteristische echokardiographische, arrhythmische, strukturelle und/oder histopathologische
Abnormalitdten berlicksichtigen. So ist beispielsweise eine im EKG auftretende Epsilon-Welle sowie
bei rechts-prakordialer Ableitung eine invertierte T-Welle mit verbreitertem QRS-Komplex typisch und

wird daher als sog. Major Kriterium eingestuft (24).

Mit der ARVC/D werden bisher 16 Gene assoziiert, jedoch finden sich bei nur etwa 60% der
phanotypisch eindeutig erkrankten Patienten auch Mutationen in diesen (21). Die bisher identifizierten
Gene kodieren fiir Proteine der Glanzstreifen, die Desmosomen, die neben mechanischer
Stabilisierung auch fiir die elektrische Kopplung der Zellen verantwortlich sind. Durch Mutationen in
den desmosomalen Genen wird die elektrische und mechanische Stabilitat des ventrikularen Myokards
beeintrachtigt: konsekutiv kommt es zur Inflammation, Apoptose und Bindegewebs-Infiltration,
welche meist nach der Pubertdt beginnt. Eine Minderheit der Patienten (37%) zeigt Mutationen in

nicht-desmosomalen Genen (21, 23).

Kardiale Desmosomen setzen sich aus drei Hauptgruppen von Proteinen zusammen: den
Transmembran-Proteinen, den sog. Cadherinen Desmocollin-2 (DSC2) und Desmoglein-2 (DSG2), dem
Protein Desmoplakin (DSP) sowie den Verbindungs-Armadillo-Proteinen Plakoglobin (JUP) und
Plakophillin-2 (PKP2). Die letzten Beiden sind Mediatoren zwischen den Cadherinen und dem
Desmoplakin. Letzteres ist wiederum mit Intermediarfilamenten des zelleigenen Cytoskeletts

verbunden. In Abbildung 5 ist der Aufbau eines Desmosoms dargestellt.

cyloplasm extracellular space

desmocoilm desmoplakin
desmogleln plakophllan

lll

plakoglobin
intermedialte
filament

Abbildung 5: Aufbau einer desmosomalen Zell-Zell-Verbindung (25)

Etwa 80% der ARVC/D-Fille zeigen Mutationen im PKP2-Gen (20-46%), DSP- (3-15%) und DSG2-Gen
(3-20%). Die Krankheit wird in der Regel autosomal dominant vererbt (23). Zudem scheint es einen

Gen-Dosis abhéngigen Effekt zu geben: so sind Trager multipler Genmutationen einem erhdhten Risiko



fir bosartige Kammertachykardien und fur den plotzlichen Herztod ausgesetzt (22). Des Weiteren ist
nachgewiesen, dass schwere oder besonders frith einsetzende Falle durch compound heterozygote
(zwei Allele fur dasselbe Gen, die jeweils unterschiedliche Mutationen tragen) oder digene
(Mutationen in zwei verschiedenen Genen) Mutationen verursacht werden (26). Ebenso scheinen
epigenetische Faktoren und Umwelteinfliisse eine Rolle zu spielen, wie Studien mit monozygotischen
Zwillingen nahelegten (23). Gleichzeitig muss aber erwdhnt werden, dass sich mit der Erkrankung
assoziierte Genvariationen in den oben genannten Genen zum Teil auch bei Gesunden zeigen, ohne

dass diese phanotypisch erkranken (23).

Arrhythmogene unklassifizierte Kardiomyopathie (AUCM)

Die in der Spezialambulanz des IfGH identifizierten AUCM-Patienten zeigten groRtenteils eine
Kardiomyopathie mit einem primar arrhythmogenen, zum Teil sehr malignen Verlauf
(Kammerflimmern, SCD) und zwar der Grofteil vor dem 40. Lebensjahr. Typischerweise manifestieren
sich Kardiomyopathien erst nach dem 40. Lebensjahr, sodass bei dieser Kardiomyopathie-Form von

einem besonders schnellen und aggressiven Verlauf ausgegangen werden muss.

In dem oben beschriebenen Kollektiv war die kardiovaskuldre Bildgebung nicht fiir eine bestimmte
Kardiomyopathie wegweisend. Insgesamt fanden sich bei 61% der Patienten, bei welchen eine
Bildgebung durchgefiihrt wurde, strukturelle Veranderungen des Herzens sowie zum Teil nach Biopsie-
Entnahme Pathologien des Myokards. Insbesondere wurden Hypertrabekularisierungen sowie leichte
Dilatationen der Ventrikel beschrieben. Keine der Befunde war jedoch ausreichend fiir die eindeutige

Diagnose einer ARVC/D, DCM oder HCM.

Typisch waren aullerdem Arrhythmien, welche vor allem als ventrikuldre Extrasystolen auftraten,
oftmals heterogener Morphologie. Darliber hinaus fanden sich in EKG-Befunden supraventrikulare
Extrasystolen, AV-Blocke sowie Salven. Diese traten iberwiegend gleichermalien in Ruhe sowie in

Belastungssituationen auf, was eindeutig gegen eine CPVT sprach.

Zusammenfassend lieBen sich die Krankheitsbilder nicht eindeutig einer der (blichen
Kardiomyopathie-Formen (DCM, CPVT etc.) zuordnen. Die AUCM stellt somit einen neuen Phanotyp
dar, der genetisch und klinisch noch unzureichend aufgeklart ist. Sie ist am ehesten der
arrhythmogenen Kardiomyopathie (ACM) zuzuordnen, welche nach der Heart Rhythym Society
definiert ist als eine arrhythmogene Herzmuskelerkrankung, welche nicht ischamisch, hypertensiv
oder valvular bedingt ist, und sich klinisch durch Vorhofflimmern, Leitungsstérung oder ventrikulare

Arrhythmie darstellen kann (4). Ebenso finden sich bei der ACM, wie auch bei der AUCM, sowohl
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phano- als auch genotypisch haufig Uberschneidungen zu weiteren Kardiomyopathie-Formen,

insbesondere zu der dilatativen Kardiomyopathie (4).

Um herauszufinden, wie stark die AUCM durch eine genetische Komponente bedingt wird, sollten im
Rahmen dieser Arbeit die Proben von 57 Patienten durch NGS sequenziert werden und somit die

Kausalitat der AUCM naher erforscht werden.

Problem der Probenvertauschung und Next-Generation Sequencing

Durch die genetische Analyse von kardiomyopathischen Genen konnte die Therapie herzkranker
Patienten und deren Angehdoriger in den letzten Jahren deutlich verbessert werden. Die Analyse erfolgt
dabei in der Regel durch das sog. Next-Generation Sequencing, welches auch fir die AUCM-Patienten
eingesetzt wurde. Diese Nukleinsduren-Sequenzierung ist eine Methode zur Determinierung der
exakten Reihenfolge von Nukleotiden in einem DNA- oder RNA-Molekiil (27). Nachdem bis vor einigen
Jahren die sog. Sanger Sequenzierung (first generation sequencing’), welche 1977 von Frederick
Sanger etabliert wurde und auf dem Prinzip des Kettenabbruchs beruht, Goldstandard war, wird heute
vor allem ,second generation’ bzw. ,next-generation sequencing’ (NGS) durchgefiihrt. NGS-Plattformen
fliihren vielfach parallele Sequenzierungen durch, wodurch Millionen Fragmente von DNA-Proben
gleichzeitig sequenziert werden konnen. Dies ermoglicht heutzutage die Sequenzierung eines
gesamten Genoms in weniger als einem Tag — zum Vergleich: das ,Human Genome Project’ im Jahr
2001, welches mit der Sanger Sequenzierung erstmals das menschliche Genom entschliisselte, dauerte

etwa 13 Jahre (27, 28).

Gemeinsam ist allen NGS Plattformen die massive parallele Sequenzierung von klonal amplifizierten
oder einzelnen DNA-Molekiilen, die raumlich voneinander getrennt in einer FlieSzelle gebunden sind
(27). Die am hé&ufigsten in der Forschung sowie in klinischen Laboren verwendeten Plattformen sind
die LifeTechnologies® lon Torrent Personal Genome Machine (PGM) und die lllumina® MiSeq (28).
Letztere wurde auch im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt. Die Lesegenauigkeit betragt bei mehr als
90% der sequenzierten Basen >Q30%, was bedeutet, dass die Genauigkeit der korrekten

Basenbestimmung bei diesen Basen bei 99,9% liegt und nur 1 in 1000 Basen falsch bestimmt wird (29).

2 Q30 ist ein Qualitdtsscore, welcher sich aus den ,base calling error probabilities’ (P) berechnet (29).
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Pro Run werden ca. 6 GB Sequenzendaten erstellt, wobei sich die Sequenzierungskosten pro GB auf

etwa 200 USS belaufen. Jeder Sequenzierungslauf benétigt etwa 27 Stunden (30).

Problematisch dabei ist jedoch neben den noch relativ hohen Kosten auBerdem, dass trotz aller
Sorgfalt falsch positive sowie falsch negative Analyseergebnisse moglich sind, wodurch Patienten
unnotig therapiert werden oder aber lebensrettende Therapien ausbleiben. Diese Analysefehler
kénnen durch Probenvertauschungen im Rahmen der Analysevorbereitungen bedingt sein. Die sog.
library preparation als Vorbereitung der Proben fiir ein Next-Generation Sequencing ist hochgradig

kompliziert und bietet zahlreiche Fehlermoglichkeiten.

Um Probenverwechslungen mit an Sicherheit grenzender Wahrscheinlichkeit ausschlieBen zu konnen,
sollte eine Methode etabliert werden, mit welcher DNA-Proben in Bezug auf in Genen des Genpanels
lokalisierten Basensubstitutionen, die in der allgemeinen Bevélkerung relativ haufig vorkommenden
single nucleotide substitutions (SNPs), genotypisiert werden kénnen, um nachfolgend den ermittelten
Genotyp mit dem Ergebnis des NGS-Genotypes zu vergleichen. Hierflr wurde die high resolution

melting PCR (HRM-PCR) ausgewahlt.

Die High-Resolution-Melt (HRM) Analyse ist eine Methode, minimale Basenvariationen innerhalb von
DNA-Sequenzen zu erkennen. Innerhalb einer Bevolkerung beobachtet man natirlich vorkommende
Variationen in Bezug zur Referenzsequenz, die keine funktionelle Relevanz haben. Als solche Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs) bezeichnet man dabei einzelne Basenveranderungen im Genom mit

einer Allelfrequenz von mehr als 1% in der Vergleichspopulation.

Die HRM-Analyse basiert auf dem Dissoziationsverhalten von doppelstrangigen DNA-Molekiilen
(dsDNA). Mit steigender Temperatur trennen sich die Wasserstoffbriickenbindungen sowie alle
weiteren Bindungen auf und die DNA trennt sich in zwei Einzelstrdange, sie ,schmilzt’. Das
Schmelzverhalten der dsDNA hangt dabei unter anderem von ihrem Gehalt an G und C Basen, so
schmelzen AT-reiche Regionen schneller, sowie der Lange des DNA-Amplicons ab (31). Der Vorteil der
HRM-PCR liegt darin, dass es sich um eine relativ simple und kostengiinstige Methode handelt, durch
welche dennoch Verwechslungen von Probenmaterial mit den oben genannten Konsequenzen sicher

detektiert werden kdnnen. Weitere Details zur Methode der HRM-PCR finden sich in Kapitel 2.3.10.

Zusammengefasst wurde durch die oben erlduterte Methode des Next-Generation Sequencing nach
einer kausalen Genmutation der AUCM gesucht und dartber hinaus die Methode der HRM-PCR dazu
eingesetzt, ein Verfahren zu etablieren, welches schnell und einfach (durch die relativ simple
Methode), aber dennoch sicher eine Probenverwechslung innerhalb der library preparation der NGS

detektieren konnte.
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1.3 Ziel der Arbeit

Die sogenannte arrhythmogene unklassifizierte Kardiomyopathie, kurz AUCM, stellt einen neuen
klinischen Phanotyp einer Herzmuskelerkrankung dar, der genetisch und klinisch noch unzureichend
aufgeklart ist. In dieser Arbeit sollte geklart werden, in wie weit die AUCM eine genetische Atiologie
hat und welche Gene fiir die Erkrankung kausal sind. Um diese Fragen zu klaren, sollte unter
Anwendung moderner DNA-Analysetechnologien (Multi-Gen-Panel-Sequenzierung; MGPS) eine

adtiologische Ursachenfindung und Zuordnung bei AUCM-Patienten vorgenommen werden.

Dariber hinaus wurde mittels HRM-PCR-Technik eine Methode entwickelt, um pra-analytische Fehler
der DNA-Bearbeitung (z.B. Probenvertausch) sicher zu identifizieren. Durch diese sollte ein Vergleich
der individuell unterschiedlichen Genvarianten, sogenannte SNPs, eines Patienten in einer
unabhangigen zweiten Methode erfolgen. Mittels HRM-PCR sollte der Genotyp mehrerer SNPs, welche
durch die MiSeq® abgedeckt waren, erneut identifiziert werden und mit dem Ergebnis der MGPS
verglichen werden. Bei Ubereinstimmung wire somit eine korrekte Probenzuordnung gewihrleistet,

bei Divergenz eine Vertauschung bewiesen.
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2. Material und Methodik

2.1 Verwendete Materialien
2.1.1 Gerate

Tabelle 1: verwendete Gerdte mit Modell- und Herstellerbezeichnung

Gerat

Modell

Hersteller

Bioanalyzer

Chip Primer Station

DNA-Isolationsgerat
Elektrophorese Gerat
Eismaschine

Eindampfgerat

Fluorometer
Genetic Analyzer
Handdispenser

Kahl-und
Gefrierschranke

Magnetstand

Mehrkanalpipette
Mikroliterpipetten
Mikroplattenschittler
MiSeq® Gerat

NanoDrop®
Spektrophotometer

Pipettierrobotor

Real Time-PCR Cycler
Reinstwasseranlage
Thermocycler

Tischzentrifuge

Agilent Bioanalyzer® 2100

QIACube®
QIAxcel Advanced System
Scotsman AF-10

Speed Vac Konzentrator SPD111V —
230

Qubit® 2.0

ABI Prism® 3500xL (24 Kapillarer)

Verschiedene

0,5-10 pl

0,5-10 pl; 10-100pl, 100-1000 pl
MixMate Nr.1

MiSeq® 2

ND-1000

Tecan EVO 100

Rotor-Gene® Q
Milli-Q
Primus 96 well High

PerfectSpin Mini

Agilent Technologies (Waldbronn,
Deutschland (D))

Agilent (Santa Clara, United States of
America (USA))

Qiagen (Hilden, D)
Qiagen (Hilden, D)
Scotsman Ice Systems (Willston, USA)

Thermo Quest (Waltham, USA)

Invitrogen (Carlsbad, USA)
Applied Biosystem (Forster City, USA)
Eppendorf AG (Hamburg, D)

Bosch, Liebherr (Stuttgart, D)

Invitrogen by ThermoFisher Scientific
(Carlsbad, USA)

Eppendorf AG (Hamburg, D)
Eppendorf AG (Hamburg, D)
Eppendorf AG (Hamburg, D)
lllumina (Essex, United Kingdom (UK))

Peqlab (Erlangen, D)

Tecan Group Ltd. (Mannedorf, Schweiz
(CH))

Qiagen (Hilden, D)
Millipore (Schwallbach, D)
MWG-Biotech AG (Ebersberg, D)

PeqLab (Erlangen, D)
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Spektrophotometer QlAxpert Qiagen (Hilden, D)
Vortex-Mischer Vortex Genie 2 (G560E) Scientific Industries (Bohemia, USA)

Vortex-Mischer fiir Agilent Bioanalyzer Vortexer Agilent (Santa Clara, USA)
Bioanalyzer-Chip

Zentrifuge Eppendorf Zentrifuge 5804 R Eppendorf AG (Hamburg, D)
Zentrifuge Biofuge pico Heraeus (Hanau, D)
Zentrifuge Eppendorf Zentrifuge 5415 C Eppendorf AG (Hamburg, D)

2.1.2 Chemikalien und Kits

Tabelle 2: verwendete Chemikalien und Kits mit Herstellerbezeichnung

Chemikalien Hersteller

1 M NaOH AppliChem (Darmstadt, D)

10 mM TrisHCI (ph 8,5) AppliChem (Darmstadt, D)

Agilent High Sensitivity DNA Kit Agilent Technologies (Waldbronn, D)
BigDye® Terminator v3.1 Cycle ThermoFisher Scientific (Carlsbad, USA)
Sequencing Kit

BigDye® Xterminator™ Purification Kit ThermoFisher Scientific (Carlsbad, USA)
peqGOLD dNTP Set 4x25umol Peqlab Biotechnolgie GmbH (Erlangen, D)
Ethanol 100% Carl Roth GmbH & Co (Karlsruhe, D)
ExoSAP-It Enzym Affymetrix, ThermoFisher Scientific (Carlsbad, USA)
GeneRead Libary Quant Kit Qiagen (Hilden, D)

HotStarTag DNA Polymerase Kit Qiagen (Hilden, D)

Incidin® Plus AppliChem (Darmstadt, D)

PBS Puffer Sigma Aldrich (St.Louis, USA)

TRIS Carl Roth (Karlsruhe, D)

TruSight Cardio Sequencing Kit for Hlumina (Essex, UK)

MiSeq and MiSeqDx

Tween 20 Promega (Madison, USA)

Type-it HRM PCR Kit Qiagen (Hilden, D)

QIAamp® DNA Blood Mini Kit Qiagen (Hilden, D)

QlAxcel DNA Screening Kit Qiagen (Hilden, D)

Qubit dsDNA HS Assay Kit ThermofFisher Scientific (Carlsbad, USA)




2.1.3 Software

Tabelle 3: verwendete Software mit Herstellerbezeichnung

Artikel

Hersteller

2100 Expert Software

Alamut® 2.3.2

Citavi 6.3

GenSearch 4.3

Illumina Variant Studio v3.0
Microsoft Office (Word, Excel, Access)
ND-1000V.3.3.0

Primer Blast

Rotor-Gene Q Series Software 2.3.1.49
Rotor-Gene ScreenClust (HRM Software)

Thermocycler Primus 96 well High Pressure
Lid Block

Windows 10

2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Agilent Technologies (Waldbronn, D)
Interacitve Biosoftware (Rouen, F)

Swiss Academic Software (Wadenswil, CH)
PhenoSystems (Bois de Villers, Belgien)
Illumina (San Diego, USA)

Microsoft (Redmond, USA)

Peqlab (Erlangen, D)

Primer Blast NCBI (Bethesda, USA)

Qiagen (Hilden, D)

MWG-Biotech AG (Ebersberg, D)

Microsoft (Redmond, USA)

Tabelle 4: verwendete Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangabe

Artikel

Hersteller

1,5 ml Probenréhrchen

2 ml Reaktionsgefalle

4 ml ReaktionsgefaRe

8er Flat-Cap-Stripes

8er Strip Tubes

30 ml Reagenzflaschen fiir den Q/Acube’
96-Well MIDI Platte
96-Well-Multiply-PCR-Platte
96-Well-Standard-Microplatte

Filter Tips 8x128 (1000 pl) und 8x128 (200
ul) fir den QIlAcube

Biozym Scientific GmbH (Hess. Oldendorf, D)
Eppendorf AG (Hamburg, D)

Eppendorf AG (Hamburg, D)

Peqlab (Erlangen, D)

Peqlab (Erlangen, D)

Qiagen (Hilden, D)

Eppendorf AG (Hamburg, D)

Sarstedt (Nirnbrecht, D)

ABgene, (Hamburg, D)

Qiagen (Hilden, D)
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High Sensitivity DNA Chips Agilent Technologies (Waldbronn, D)
Messpipette, 5ml Eppendorf AG (Hamburg, D)

Microseal film (Abdichtfolie) Bio Rad (Hercules, USA)

PCR-Klebefolie Alu ABgene (Hamburg, D)

RotorGene tubes (0,1 ml) Qiagen (Hilden, D)

Soft-Tubes fur PCR (0,2 ml) Biozym Scientific GmbH (Hess. Oldendorf, D)
Standard ReaktionsgefaRe (1,5 ml) Eppendorf AG (Hamburg, D)
Schraubverschliisse mit Dichtring Biozym Scientific GmbH (Hess. Oldendorf, D)
Twin.tec 96 well PCR Platten Eppendorf AG (Hamburg, D)

2.2 Patientenkollektiv

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 14 Patienten mit der Diagnose einer arrhythmogenen
unklassifizierten Kardiomyopathie (AUCM) molekulargenetisch auf Veranderungen in 174 Genen
untersucht. Bei allen 14 Patienten war die molekulargenetische Ursache ihrer kardialen Erkrankungen
bisher unbekannt und der gesamte Analyse-Workflow, von der Probenpraparation bis zur Auswertung
der genetischen Daten, wurde eigenstandig unter Anleitung durchgefiihrt. Weitere 43 Patienten mit
der Diagnose einer AUCM waren bereits vor dieser Arbeit im Rahmen einer Panel-basierten
Gendiagnostik untersucht worden und die genetischen Befunde dieser Patienten wurden im Rahmen
dieser Arbeit lediglich in die statistische Auswertung in Bezug auf die Sensitivitdt der Gene fiir die
Erkrankung einbezogen. Die fiir die Analysen bendtigten Blut- und Leukozytenproben sowie die
Patientendaten entstammten aus der Patientenprobenbank des IfGH. Zuvor hatten alle untersuchten
Patienten eine Einverstandniserklarung unterschrieben, dass ihre Proben zu Forschungszwecken

verwendet werden dirfen.

Das gesamte Patientenkollektiv umfasst Proben von 42 Frauen und 15 Manner, was einem Verhaltnis
von 1,6:1 entspricht. Das mittlere Alter aller in die Analysen eingeschlossenen Patienten betrug 38,51
Jahre bei Diagnosestellung. Die Altersspanne bei Diagnosestellung reichte dabei von 17 bis 73 Jahren.
Bei allen Patienten bestand eine kardiale Symptomatik mit teils arrhythmischem, teils
kardiomyopathischem Schwerpunkt. Die Diagnose der arrhythmogenen unklassifizierten

Kardiomyopathie wurde tGiberwiegend von Kardiologen des Universitatsklinikums Miinster gestellt.

Im Anhang finden sich unter Anamnese der Patienten auf Seite | sowie in Tabelle 27 eine Auflistung
der eigenstandig sequenzierten Patienten mit einer kurzen Zusammenfassung ihrer Krankengeschichte

sowie die gefundene Genmutation.
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2.3 Methodik

2.3.1 Next-Generation Sequencing (NGS)

Die Methode des NGS ist in der Einleitung vorgestellt. Fiir die Sequenzierung wurde das ,TruSight
Cardio Panel’ von Illlumina’ eingesetzt, welches 174 Gene umfasst, die mit 17 verschiedenen kardialen
Erkrankungen assoziiert sind. Die kumulative Lange aller Targets betrdgt 572 kb bei insgesamt 3250
Targets. In die Auswertung wurden nur Exone oder Genabschnitte integriert, deren Sequenz mit
mindestens 20 Sequenzen abgedeckt war (coverage = min. 20x). Eine inaddquat niedrige Coverage
kann ggf. dazu fiihren, dass vorliegende Nukleotid-Varianten nicht detektiert werden, was zu falsch
negativen Ergebnissen insbesondere bei heterozygoten Patienten fiihren kann (27). Der Ablauf einer
NGS ist vereinfacht in Abb. 6 dargestellt. Die Arbeitsschritte unterteilen sich in (1) Probengewinnung
und DNA-Isolation, (2) library Prédparation, (3) Amplifizierung der DNA, (4) Sequenzierung und (5)

Datenanalyse mit Alignment und Basecalling.

TEMPLATE PREPARATION
Genomic DNA of cDNA

v
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s T (2)
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—_— —

Fragmentation of DA Adapter ligatlan

¢ ¥
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——

= %y = 1|0
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SEQUENCING AND IMAGING
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Abbildung 6: Ablauf einer NGS (28)

Bevor es zur eigentlichen Sequenzierung kommen kann, ist eine aufwendige Vorbereitung der DNA-
Proben notwendig. Diese sog. library preparation nimmt zeitlich den groRten Teil des NGS ein und ist
in Kapitel 2.3.3 ausfiihrlich beschrieben. AnschlieBend erfolgt, bereits im MiSeq® Gerét, die cluster

generation, bei welcher die zuvor tagmentierte DNA an eine Flow Cell im Gerat gebunden wird. Diese
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optisch-transparente FlieRzelle hat auf ihrer Oberflaiche Oligonukleotid-Anker gebunden. Die
tagmentierte DNA wurde wahrend der library Praparation ,end-repaired’, wodurch 5-phosphorylierte
stumpfe Enden entstanden. Nun wird durch die Polymerase-Aktivitit des Klenow-Fragments® eine
einzelne Adenin-Base zum 3‘-Ende des stumpfen phosphorylierten DNA-Fragmentes hinzugefigt.
Dadurch kann das DNA-Fragment an den Oligonucleotid-Adapter binden, welcher einen Uberhang
einer einzelnen Thymin-Base an seinem 3‘-Ende aufweist. Diese Adapter sind komplementéar zu den
Flow Cell-Ankern, wodurch die tagmentierte, einzelstrangige DNA, gekoppelt an die Adapter, an die
Flow Cell binden kann. Nachfolgend erfolgt durch 3‘-Extension einer Polymerase ein dsDNA-

Doppelstrang.

Das doppelstrangige DNA-Fragment wird denaturiert und das Originaltemplate verdaut, wohingegen
der neusynthetisierte, reverse 3‘-5'-Strang an der Flowcell gebunden bleibt. Das 5-Ende dieses
Einzelstranges bindet dann bogenférmig an eine kovalent gebundene Erkennungssequenz, woraufhin
durch 3‘-Extension ein Doppelstrang entsteht. Dies bezeichnet man als Bridge Amplification, welche in
Abb. 7 dargestellt ist. Das dsDNA-Fragment wird erneut denaturiert und das reverse-Template verdaut,
wobei wieder die 3-Ende der Fragmente an den Erkennungssequenzen auf der Flowcell gebunden

bleiben. Diese Bridge Amplification wird mehrfach wiederholt.

Anschliefend werden die revers-komplementaren Strange abgeschnitten, wodurch ein Cluster von
multiplen, kongruenten DNA-Strangen in identischer Orientierung entsteht. Nun binden
Sequenzprimer spezifisch an die Adaptersequenzen auf den forward-DNA Strangen. Es folgt das Prinzip
des ,Sequencing by Synthesis’: In den nachfolgenden 151 Zyklen werden in jedem neuen Zyklus
fluoreszierende Nucleotidtriphosphate und Polymerasen zugesetzt, wobei die freigesetzte Fluoreszenz
eines eingebauten Nukleotids jeweils fotographisch festgehalten wird (33). Ab dem Zyklus 152 erfolgt

zusatzlich die Sequenzierung des Gegenstrangs (sog. paired-end technology).

Ein paired-end 150-Zyklus Lauf besteht aus zwei 151-Zyklus Auslesungen, also insgesamt 302 Zyklen,
wovon am Ende eines Laufes nur 2x 150 Zyklen analysiert werden (34). Der ,Extra‘’-Zyklus wird fiir die
Datenabstimmungsprozesse benétigt. In jedem der 302 Zyklen wird jeweils nur eine Base integriert,
was durch reversible Terminatoren an jedem Nucleotid gewahrleistet wird. Da bei dem Einbau der vier
NTP jeweils eine individuelle Farbe emittiert wird, kann anhand der freiwerdenden Fluoreszenz die

eingesetzte Base und somit die Basenabfolge des DNA Fragments ermittelt werden (27).

3 Das Klenow Fragment ist das groRere der beiden Proteinfragmente der DNA-Polymerase | aus Escheria coli (32)
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Dieses Verfahren ist in Abbildung 7 vereinfacht dargestellt: (A) Zunachst erfolgt die Bridge
Amplification, durch welche briickenférmig-gebogene Doppelstrange entstehen. (B) Nach
Denaturierung und Verdau der reverse-Strange, werden nun ausschlieBlich die forward-Striange
sequenziert. (C) Dies geschieht durch eine Polymerase, welche fluoreszierende Nucleotide einbaut,

wobei eine spezifische Fluoreszenz emittiert wird.
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Abbildung 7: Sequenzierungsablauf (27)

Das Ubersetzen der farbigen Bilddaten in Sequenzdaten bezeichnet man als base calling.
Bildparameter wie Farbintensitat, Hintergrundaktivitat und Storfarben werden durch einen plattform-
internen Algorithmus ausgewertet und daraus Nucleotidsequenzen sowie fehlerwahrscheinlichkeits-
abhédngige Qualitdtsscores fiir jede Base generiert. Dazu zadhlt auch der oben schon erwdhnte Q-Score.

Dieser berechnet sich durch folgende Formel:

q= —10 x logye(e)

Dabei bezeichnet e die erwartete Wahrscheinlichkeit einer inkorrekten Basendetektierung. Durch das
Logarithmieren ergibt sich aus der Fehlerwahrscheinlichkeit von 0,001 (0,1%) ein Wert von 30, wie er
auch beim lllumina MiSeq’ Gerat angegeben wird (27). Das bedeutet, dass nur 1 von 1000 Basen falsch

bestimmt wird und die Exaktheit der Sequenzdaten somit bei 99,9% liegt.

19



In Abbildung 8 ist die emittierte Fluoreszenz dargestellt, wie sie bei Blick auf die Flow Cell erscheint.
Jeder Farbpunkt stellt dabei den Einbau einer Base an einem DNA-Strang dar. Die oberen vier Bilder
zeigen jeweils einzeln die vier basenspezifischen Farben, im unteren Bild sind diese
ibereinandergelegt. Aus diesen Daten ermittelt das MiSeq’ Gerat dann, wie oben beschrieben, durch

das base calling die Nukleotidabfolge.

Abbildung 8: Darstellung der emittierten Fluoreszenz (27)

2.3.2 DNA-Konzentrationsbestimmung und -Quantifizierung

Die Konzentration der neu gewonnenen bzw. aufgetauten DNA wurde mithilfe des Qubit’-Gerates
bestimmt. Dieses ist ein Fluorometer, welches die in der Probe vorhandene DNA-Menge durch
Messung der Absorption eines dsDNA-bindenen Farbstoffes bestimmen kann, ohne dass RNA oder
Proteine die Werte verfédlschen. Pro Messung sind nur 2 pl der DNA notwendig, welche mit einer

Working Solution, die den fluoreszierenden Farbstoff enthalt, versetzt wird.

Fir die Messung wurden die Qubit" Reagenzien 30 min auf Raumtemperatur (RT) gebracht und
anschlieRend eine Working Solution aus je 199 pl Qubit” dsDNA HS Buffer und 1 pl Qubit® dsDNA HS
Reagenz angesetzt. Diese wurde auf die Qubit® Assay Tubes verteilt, wobei in jedes Tube 198 ul
Working Solution und 2 pul DNA pipettiert wurden. Nach einer Inkubationszeit von 3 min wurde die
Konzentration dreifach ermittelt und der Mittelwert bestimmt. Nachfolgend wurden die DNA-Proben
ausgehend von der ermittelten Konzentration mit Tris-HCl auf 10 ng/ul eingestellt. Nach einer
erneuten Konzentrationsmessung am Qubit" erfolgt die Einstellung auf eine Konzentration von 5,5

ng/ul, ebenfalls mit Tris-HCI. Schlussendlich wurde je 50 ng DNA fiir die library Praperation eingesetzt.
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2.3.3  library Praparation

Fir das Next-Generation Sequencing mit dem MiSeq® Gerdt musste die Proben-DNA der zu
untersuchenden Patienten zunachst in einem aufwendigen Prozess auf die Analyse vorbereitet
werden. Diese sogenannte library Praparation erfolgte (iber mehrere Tage zusammen mit einer

technischen Assistentin des IfGH. Eine NGS library umfasste dabei zehn Patienten-Proben.

Tagmentierung der genomischen DNA

Der erste Schritt zur Aufbereitung der Patienten-DNA war die Tagmentierung, das heillt die
Fragmentierung und die Adapter-Ligation an die Proben. Dazu wurden der ,Tagment DNA Buffer’ (TD),
die ,Tagment DNA Enzyme’ (TDE1) und die genomische DNA auf Eis aufgetaut sowie kurz
anzentrifugiert. Ebenso mussten die ,Sample Purification Beads‘ (SPB) und der ,Stop Tagment Buffer"
(ST) in mindestens 30 min auf Raumtemperatur gebracht werden. Ebenso wurde der ,Resuspension

Puffer’ (RSB) aufgetaut.

Danach wurde in einem 8er PCR-Streifen je 10 pl genomischer DNA (5,0 ng/ul) pipettiert und zusatzlich
25 pl TD Puffer und 15 pl TDE1 hinzugegeben. Der Reaktionsansatz wurde durch zehnmaliges Auf- und
Abpipettieren gemischt, flr eine Minute bei 1800 rpm in einem Mikroplattenschittler geschittelt und
fiir eine Minute bei 280 g und 20 °C zentrifugiert. Im Anschluss daran erfolgte eine Inkubation im Cycler
flr 10 min bei 58 °C (Hold at 10 °C). Zu den Proben wurden dann je 15 pl ST Puffer gegeben, um die
Tagmentierung zu stoppen. Der Reaktionsansatz wurden durch Auf- und Abpipettieren gemischt und
flr eine Minute bei 1800 rpm in einem Mikroplattenschiittler geschittelt. Letztlich erfolgte eine
weitere Zentrifugation bei 280 g und 20 °C flir eine Minute sowie eine Inkubation bei Raumtemperatur

fir 5 min. Nach dieser Prozedur lag die genomische Patienten-DNA tagmentiert vor.

Aufreinigung der tagmentierten DNA

Der gesamte Reaktionsansatz von je 65 pl pro Well wurde in eine 96 Well MIDI Platte Gberfiihrt. Zu
jedem gefiillten Well wurden 65 pl suspendierte ,Sample Purification Beads’ (SPB) hinzugegeben und
durch Auf- und Abpippettieren gemischt. Nun wurde die MIDI Platte mit einer Klebefolie verschlossen
und fir 1 min bei 1800 rpm in einem Mikroplatten Schiittler geschittelt. AnschlieRend wurde der
Ansatz fir 10 min bei RT inkubiert und dann fiir eine Minute bei 280 g und 20 °C zentrifugiert. Danach
stellte man die Platte fiir 2 min auf den Magnetstand, durch welchen die magnetischen Beads, welche
die Nukleinsduren gebunden hatten, an eine Seite der Wells gezogen wurden. Der Uberstand in den

Wells wurde abgenommen und verworfen. Nun wurden 200 pl zuvor frisch angesetzten 80%igen
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Ethanols langsam hinzugegeben und fiir 30 s inkubiert. Nach Ablauf dieser wurde das Ethanol

abgenommen und verworfen. Das Waschen mit Ethanol wurde auf dieselbe Art wiederholt.

Wahrend die Platte auf dem Magnetstand stand, wurden die Magnetic Beads fir 10 min getrocknet,
bis kein Ethanol mehr verblieben war. Durch diesen Vorgang war die tagmentierte DNA an die Beads

gebunden sowie durch die Waschung mit Ethanol aufgereinigt worden.

Nun wurde die Platte vom Magnetstand heruntergestellt und je Reaktionsansatz 22,5 pl RSB
hinzugefligt. Die Platte wurde erneut mit einer Folie verschlossen und fiir 1 min bei 1800 rpm in einem
Mikroplatten Schittler geschittelt. Der Reaktionsansatz wurde durch zehnmaliges Auf- und
Abpipettieren gemischt und dann fiir 2 min bei RT inkubiert sowie anschlieRend fiir 1 min bei 280 g
und 20 °C zentrifugiert. Danach wurde die Platte fir weitere 3 min auf den Magnetstand gestellt. Nach
Ablauf dieser wurden 20 pl des Uberstandes, welcher die geldste, tagmentierte DNA enthielt, in einen

8er PCR-Streifen Uberfiihrt.

Zur Uberpriifung der erfolgreichen Fragmentierung erfolgte eine Kontrolle mit dem Agilent

BioAnalyzer®, wozu 1 pl des restlichen Uberstandes verwendet wurden.

Elektrophoretische  Auftrennung der DNA-Fragmente mit dem

Agilent 2100 BioAnalyzer®

Mit dem BioAnalyzer® werden die GroRe von den DNA-Fragmenten bestimmt und tberpriift, ob die
zuvor stattgefundene Fragmentierung erfolgreich war. Das Messprinzip des Gerates beruht dabei auf
herkdmmlichen Gelelektrophorese-Verfahren, transferiert in ein Mikro-Chip-Format. Wird der
beladene Chip in den BioAnalyzer® eingelegt, trennen sich die negativ geladenen DNA-Fragmente
sowie die Kontroll-DNA-Leiter entsprechend ihrer GroRe im elektrischen Feld des Gels auf. Die
Detektion der DNA-Fragmente beruht auf Laser-induzierter Fluoreszenz-Detektion (LIF), bei welcher
Farbemolekiile mit DNA-Strangen interkalieren und so eine Detektion ermdoglichen. Die DNA-Leiter
enthalt Fragmente bekannter GréBe und erlaubt somit die Auftragung einer Standardkurve der
Laufweite gegen die DNA-GroRe. Aufgrund des spezifischen Laufverhaltens der DNA-Fragmente kann

daher ihre GrofRe bestimmt und die Fragmentierung tGberprift werden (35).

Fir die Analyse wurde zunachst der Gel Dye Master Mix vorbereitet: 15 ul High Sensitivity Dye
Concentrate wurden zu der High Sensitivity Gel Matrix gegeben, griindlich gevortext, abzentrifugiert
und auf den Spin Filter Gberfiihrt. Dieser musste nun bei 2240 g flir 10 min zentrifugiert werden. In der

Zwischenzeit wurden die Elektroden des BioAnalyzers® mit dem Elektroden Cleaner Ship, welcher
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destilliertes Wasser enthielt, gesaubert. Nun wurde ein High Sensitivity DNA Chip in die Chip Priming
Station eingespannt und das mit (G) markierte Well wurde mit 9 ul Gel-Dye Mix beladen. AnschlieRend
wurden die anderen mit G markierten Wells beladen sowie in das Well ,Leiter” und in alle Sample
Wells 5 ul Marker pipettiert. Nun wurden je 1 pul Sample (=DNA) in 10 Sample Wells und 1 ul Marker in
das 11. Sample Well pipettiert. Der Chip wurde fiir eine Minute bei 2400 rpm gevortext und
anschlieRend in den BioAnalyzer® gelegt. Ein beispielhaftes Ergebnis dieser Kontrolle ist in Abbildung 9
zu sehen. Bei optimaler Tagmentierung sollte die durchschnittliche FragmentgréRe bei ca. 150 bp

liegen. Die Spitzen rechts und links entstehen durch die Zugabe des Markers.
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Abbildung 9: Ergebnis der Analyse der Probe ,12644-1 ‘ im Agilent BioAnalyzer®

[FU] = Fluoreszenz; [bp] = Basenpaare

Erste PCR-Amplifikation und PCR-Aufreinigung

Der PCR-MasterMix ,Nextera library Amplification Mix‘ (NLM) wurde auf Eis sowie die Index1- und der
Index2-Primer bei RT aufgetaut und anschlieSend fiir 5 s bei 600 g anzentrifugiert. Zu jedem Well des
8er PCR-Streifen mit der tagmentierten DNA wurden 20 pl NLM, 5 ul jeweils verschiedene Index1
Primer (i7 701-710) und 5 pl Index2 Primer (i5 505 (CSO 501/502)) zugesetzt. Durch die neun
verschiedenen Index1-Primer erhilt jede der Proben eine individuelle Markierung, wodurch auch nach
Probenvermischung eine spatere Identifizierung der DNA moglich ist (,Multiplexen). Der genaue

Reaktionsansatz ist in Tabelle 5 nachzulesen.

Tabelle 5: Ansatz der Primer im Well

Nummer FID Index-Primer 1 Index-Primer 2
1 11129-3 i7 701 i5 505
2 12083-1 i7 702 i5 505
3 12254-1 i7 703 i5 505
4 12343-1 i7 704 i5 505
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5 12336-1 i7 705 i5 505
6 12314-1 i7 706 i5 505
7 12260-1 i7707 i5 505
8 12124-1 i7 708 i5 505
9 12644-1 i7 709 i5 505
10 10915-3 i7710 i5 505

Anschliefend wurden die Proben durch zehnmaliges Auf- und Abpipettieren gemischt und fiir eine
Minute bei 1200 rpm in einem Mikroplatten Schiittler geschittelt. Im Anschluss daran erfolgte eine
einminttige Zentrifugation bei 280 g und 20 °C und eine Inkubation im Cycler mit dem Programm ,NLA-

PCR‘, welches in Tabelle 6 beschrieben ist.

Tabelle 6: Thermocyclerprogramm (NLA-PCR)

Schritt Temperatur (°C) Zeit
Aktivierung der Primer 72 3 min
Inkubation 98 30s

PCR Zyklus 98 10s
(wiederholt sich 60 30s

10 Mal) 72 30s
Finale Elongation 72 5 min

Hold 10

Fir die erste PCR-Aufreinigung wurde der NLA-Streifen mit den Proben fiir 1 min bei 280 g und 20 °C
zentrifugiert. Anschliefend wurden 50 pl aus jedem Well in eine MIDI Platte Gberfihrt und jeweils mit
90 ul zuvor gevortexten ,Sample Purification Beads’ vermischt. Die Ansdtze wurden dann durch Auf-
und Abpipettieren gemischt und fiir 1 min auf einem Mikroplattenschittler geschiittelt. Nachfolgend
wurde die Platte fir 10 Minuten bei RT inkubiert sowie fiir 1 min bei 280 g und 20 °C zentrifugiert.
Dadurch binden samtliche Desoxynukleotide an die Beads, wodurch eine Reinigung der PCR-Produkte
erzielt wird. Die Platte wurde dann fiir 3 min auf einen Magnetstand gestellt. Der Uberstand wurde
abgenommen und es wurden je 200 pul frisch angesetzten, 80%igen Ethanols hinzugegeben. Nach 30 s
Inkubation wurde dieser wieder abgenommen. Das Waschen mit Ethanol wurde nochmals auf dieselbe
Weise wiederholt. Nachdem die Platte von dem Magnetstand heruntergenommen wurde, wurden zu

jedem Ansatz je 27 ul RSB pipettiert. AnschlieBend wurde die Platte fiir eine Minute bei 1800 rpm in
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einem Mikroplatten Schittler geschittelt, die Ansatze durch zehnmaliges Auf- und Abpipettieren
gemischt und flir 3 Minuten bei RT inkubiert. Durch diese Prozedur I6sten die Nukleinsduren sich
wieder von den Beads. Nach einer einminiitigen Zentrifugation bei 280 g und 20 °C wurde die Platte
erneut auf einen Magnetstand gestellt. Im Folgenden wurden je 25 pl des Uberstandes in jedem Well

in einen 8er Streifen lberfihrt.

Zur erneuten Quantifizierung der library erfolgt eine Messung im Qubit’. Dazu wurden je 2 pl von den
3:1 mit RSB Puffer verdiinnten Proben mit 198 ul Qubit® Lésung verdiinnt und vermessen. Dabei lagen
Ergebnisse zwischen 29,41 ng/ul und 59,9 ng/ul vor. Ebenso erfolgte eine Uberpriifung der Fragment-
gréRe im Agilent Bioanalyzer®. Dafiir wurden, nach dem oben beschriebenen Verfahren, je 1 pl von
1:10 mit RSB Puffer verdiinnten Samples analysiert. In Abb. 10 ist ein beispielhaftes Ergebnis einer

Probe dargestellt. Die DNA- Konzentration ist dort, im Vergleich zu Abbildung 9, deutlich héher.
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Abbildung 10: Beispielhaftes Ergebnis der Analyse der Probe 11129-3 im Agilent BioAnalyzer®

[FU] = Fluoreszenz; [bp] = Basenpaare

Poolen von mehreren DNA-Proben in einer library

Pro library sollen 750 ng DNA eingesetzt werden mit einem Gesamtvolumen von 40 pul. Sofern das
Volumen gréRer als 40 pl ist, muss der Ansatz mit einer Speed-Vac® konzentriert werden. Eine Speed-
Vac’ ist eine beheizbare Tischzentrifuge, welche ein Vakuum erzeugen kann, durch das der Siedepunkt
des Losungsmittels (hier v.a. Tris-HCI) herabgesetzt wird. Damit nicht DNA-Molekile durch
austretende Gasblasen in dem Gerat verteilt werden, zentrifugiert das Gerat parallel die Lésung,
sodass ein Schaumen der Losung verhindert wird (36). Da das Gesamtvolumen der gepoolten library
149,5 pl betrug, wurde der Ansatz fiir 40 min im Speed-Vac® konzentriert. SchlieRlich lagen 30 ul DNA-
library vor, welche mit 10 pl RSB Puffer auf 40 ul aufgefillt wurden.
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Hybridisierung, Waschen und Aufreinigung

Zunachst wurden die ,TruSight Cardio Oligos‘ (TCO) und der ,Enrichment Hybridization Buffer’ (EHB)
bei RT aufgetaut. Bei den TCO handelt es sich um biotinylierte DNA-Oligo-Sonden, die an die ,region of
interest’ binden. Nun wurden 40 ul der zuvor konzentrierten library mit 50 pl EHB und 10 pl TCO in eine
twin.tec Platte pipettiert, flir 1 min bei 1200 rpm auf einen Mikroplatten Schiittler gestellt und
anschlieRend fir 1 min bei 280 g und 20 °C zentrifugiert. Nachfolgend wurde die Platte in den Cycler

gestellt und das in Tabelle 7 beschriebene Programm gestartet.

Tabelle 7: Cycler Programm ,NRC HYB' zur Hybridisierung der library

Temperatur (in °C) Zeit (in min)
Inkubation 95 10
Hybridisierung 94 1
jeden Zyklus die Temperatur 18 Zyklen
um 2°C verringern
Hold 58 min. 90 min

Zwischenzeitlich wurden die ,Streptavidin magnetic beads’ (SMB), der ,Elute target buffer 2* (ET2), der
,Enrichment Elution Buffer’ (EE1), die ,2M NaOH’ (HP3) und die ,Enrichment Wash Solution’ (EWS) auf
RT gebracht. Die Streptavidin gekoppelten Magnetic Beads banden an die biotinylierten Proben und
wurden spéater separiert. Nachdem die Platte aus dem Cycler genommen wurde, wurde sie flr 1 min
bei 280 g und 20 °C zentrifugiert. Nun wurde der gesamte Inhalt des Wells (100 pl) in eine MIDI Platte
Uberfihrt und 250 pl Beads hinzu pipettiert. Der Ansatz wurde durch Auf- und Abpipettieren
vermischt, flir 5 min bei 1200 rpm auf einen Mikroplattenschittler gestellt und anschliefend fiir 25
min bei RT inkubiert. In dieser Zeit binden die Beads an die biotinylierten Oligo-Sonden, welche

wiederum zuvor an die zu untersuchenden DNA-Proben gebunden hatten.

Nachfolgend wurde die Platte bei 280 g und 20 °C fir 1 min zentrifugiert und fiir weitere 3 min auf
einen Magnetstand gestellt. Der dabei entstandene klare Uberstand wurde abgenommen und
verworfen. Nun wurden 200 pl EWS hinzugegeben und fiir 4 Minuten bei 1800 rpm auf einem
Mikroplatten Schittler geschiittelt. Nachdem der Ansatz durch Auf- und Abpipettieren nochmals
gemischt wurde, wurde der gesamte Inhalt des Wells in eine twin.tec Platte Gberfiihrt. Diese wurde
anschlieBend fir 30 min bei 50°C in einem Cycler inkubiert. Nach Ablauf der 30 min wurde die Platte
sofort fiir 2 min auf einen Magnetstand gestellt. Der Uberstand wurde abgenommen und 200ul EWS
hinzugegeben. AnschlieBend wurde der Ansatz erneut fir 4 min bei 1800 rpm auf einem
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Mikroplattenschittler gestellt und durch nachfolgendes, zehnmaliges Auf- und Abpipettieren
vermischt. Nun wurde die twin.tec Platte noch einmal fiir 30 min bei 50 °C in einen Cycler gestellt und
nachfolgend flir 2 min unmittelbar auf eine Magnetplatte gestellt. In der Zwischenzeit wurden ein
Elution Pre-Mix aus 28,5 ul EE1 und 1,5 pl HP3 angesetzt. Nachdem der Uberstand aus der Platte
abgenommen und verworfen wurde, wurden 23 pl des Elution Pre-Mix hinzugegeben und fir 2 min
bei 1800 rpm auf einem Mikroplattenschittler gestellt. Anschliefend wurde der Ansatz durch Auf- und
Abpipettieren vermischt und fir 2 min bei RT inkubiert sowie bei 280 g und 20 °C fir 1 min
zentrifugiert. Durch diesen Vorgang werden die biotinylierten Proben wieder von den Beads gel6st.
AnschlieRend wurde die Platte fiir 3 min auf einen Magnetstand gestellt und je 21 pl des Uberstandes
in 8er Streifen Uberflhrt. Zu diesen wurden dann jeweils 4 ul ET2 zugesetzt. Der Ansatz wurde durch
Auf- und Abpipettieren vermischt, fir 1 min bei 1200 rpm in einem Mikroplattenschittler geschittelt

und flr eine weitere Minute bei 280 g und 20 °C zentrifugiert.
Nachfolgend wurde der Hybridisierungs- und Waschschritt wiederholt.

Fiir die Hybridisierungsaufreinigung wurden nun 45 ul suspendierte SPB in ein Well der MIDI Platte
pipettiert. Durch zehnmaliges Auf- und Abpipettieren sowie einminliitiges Schiitteln bei 1800 rpm auf
einem Mikroplattenschiittler wurde der Ansatz gemischt. AnschlieRend erfolgte eine Inkubation fir 10
min bei RT und eine Zentrifugation fir 1 min bei 280 g und 20 °C. Nachfolgend wurde die Platte fiir 3
min auf einen Magnetstand gestellt und der dabei entstandene Uberstand abgenommen und
verworfen. Nun wurden 200 pl frisch angesetzten 80%igen Ethanols hinzugegeben und fir 30 s
inkubiert. Nach Ablauf dieser wurde das Ethanol wieder abgenommen und verworfen. Das Waschen
mit Ethanol wurde nochmals auf dieselbe Art wiederholt. AnschlieRend wurden die Beads auf dem
Magnetstand flir 10 min bei RT getrocknet. Nachfolgend wurden 27,5 ul RSB dazu pipettiert und fiir
eine Minute bei 1800 rpm auf einen Mikroplattenschittler gestellt. Zusatzlich wurde der Ansatz durch
zehnmaliges Auf- und Abpipettieren gemischt. AnschlieRend erfolgten eine zweiminitige Inkubation
bei RT sowie eine Zentrifugation fiir 1 min bei 280 g und 20 °C. Nachdem die Platte fiir 3 min auf einen

Magnetstand gestellt wurde, wurden 25 pl des Uberstandes in einen 8er PCR Streifen iiberfiihrt.
Nachfolgend wurde die zweite PCR-Amplifikation und - Aufreinigung durchgefiihrt.

AbschlieRend wurden 30 ul des Uberstandes in ein steriles 1,5 ml Eppendorf® GefaR iiberfiihrt und bis
zum Start des MiSeq® Runs eingefroren. Zusitzlich wurden zur Quantifizierung der library eine qPCR
sowie zur Uberpriifung der library-Qualitit eine Analyse im Agilent BioAnalyzer® durchgefiihrt. Die

library-Konzentration betrug nach Abschluss der Praparation der ersten library 6,81 nmol/I.
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Das Ergebnis des Agilent BioAnalyzer® Runs ist in Abbildung 11 zu sehen. Der Grafikablauf zeigt die

erfolgreiche Hybridisierung der library, da die richtige amplifizierte FragmentgroRe (330 bp) dargestellt

wird.
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Abbildung 11: Graphische Darstellung des BioAnalyzer® Ergebnisses

Quantifizierung der library mithilfe der gPCR

Die quantitative Real Time-PCR (qPCR) dient dem Nachweis der durch die PCR neu synthetisierten

DNA-Sequenzen in Echtzeit. Die Methodik der qPCR ist in Kapitel 2.3.4 beschrieben und kann dort

nachgelesen werden. Fiir die qPCR im Rotor-Gene® Q wurden zunichst der DNA Standard, die Primer

und SYBR Green® aus dem GeneRead library Quant Kit auf Eis aufgetaut, gevortext sowie

abzentrifugiert. Aus dem SYBR Green® Farbstoff, RNase freien Wasser und dem Primer Mix wurde dann

der PCR-Mastermix fir elf Proben hergestellt. Das genaue Mischungsverhiltnis ist in Tabelle 8

nachzulesen.

Die elf Proben ergeben sich durch finf Standard-Proben, in welchen der Standard je unterschiedlich

konzentriert vorliegt, drei library-Proben in jeweils unterschiedlicher Konzentration, sowie drei PhiX

library-Proben, ebenfalls in unterschiedlicher Konzentration. Die PhiX library Probe ist eine

einsatzbereite Kontroll-library fir den Sequenzierungslauf.

Tabelle 8: Reaktionsansatz fiir den PCR-Mastermix

Reagenz Volumen fiir 11 Proben (in pl)
RNase freies Wasser 348,4
SYBR Green ® Farbstoff 520
Primer Mix 36,3
Summe 904,7

AnschlieBend wurden fiir die DNA library sowie fiir jede weitere Probe Verdiinnungen nach einem
vorgegebenen Schema, wie in Tabelle 9 beschrieben, angesetzt.
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Tabelle 9: Verdiinnungsschema fiir die zu untersuchenden Proben

Verdiinnung Inhalt
Standard 1 (20 pM) 5 ul Standard unverdiinnt + 45 pl Dilution Buffer
Standard 2 (2 pM) 5 ul Standard 1 + 45 pl Dilution Buffer
Standard 3 (0,2 pM) 5 ul Standard 2 + 45 pl Dilution Buffer
Standard 4 (0,02 pM) 5 ul Standard 3 + 45 pl Dilution Buffer
Standard 5 (0,002 pM) 5 ul Standard 4 + 45 pl Dilution Buffer
PhiX library (1:20) 2 wl LibrPhiX + 38 pl Dilution Buffer
PhiX library (1:2000) 2 Wl LibrPhiX 1:20 + 198 pl Dilution Buffer
PhiX library (1:20.000) 5 wl LibrPhiX 1:2000 + 45 wl Dilution Buffer
DNA library (1:20) 2 ul library DNA + 38 pul Dilution Buffer
DNA library (1:2000) 2 ul library DNA 1:20 + 198 pl Dilution Buffer
DNA library (1:20.000) 5 ul library DNA 1:2000 + 45 pl Dilution Buffer

AnschlieBend wurde fiir eine Negativ Probe, welche ausschlieRlich Dilution Buffer enthielt, die
Standards 1-5 und die auf 1:2000 und 1:20.000 verdinnten DNA- und PhiX-libraries jeweils 3 Rotor-
Gene® tubes (=30 tubes) beschriftet. Nun wurden im Kiihlrack je 10 pl von den Standardproben 1-5,
der Negativ-Kontrolle, den DNA libraries 1:2000 und 1:20.000 sowie den PhiX libraries 1:2000 und
1:20.000 entnommen und jeweils mit 70 pl MasterMix zusammen in ein Eppendorf’ tube pipettiert,
wodurch sich je ein Gesamtvolumen von 80 ul ergab. Nachfolgend wurden 20 pl jedes Ansatzes auf je
drei Rotor-Gene® tubes verteilt. Die tubes wurden verschlossen und entsprechend ihrer
Nummerierung in den Rotor gestellt. AnschlieRend wurde das Programm ,MiSeq’ (Tab. 10) im Rotor

Gene’ gestartet.

Tabelle 10: Rotor Gene® Programm fiir qPCR

Zyklen Dauer Temperatur (in °C)
1 10 min 95
30 15s 95
5s 68
5s 65
60 s 60

Flr eine quantitative Analyse wurde zudem der Ci-Wert (s. Kapitel 2.3.4) ermittelt. Die gemessenen Ci-
Werte betrugen bei der library mit 1:2000 Verdiinnung im Mittel 6,28 und bei der library mit 1:20.000
Verdiinnung 9,81. Die ermittelte Konzentration der Proben-DNA library betrug 6,81 nmol/I.
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Anschliefend wurden sowohl die Proben-DNA- als auch die PhiX Kontroll-library bis zu ihrer weiteren

Verwendung eingefroren.

Vorbereitung des MiSeq*Runs

Zunichst wurde die Reagenzkartusche fiir das MiSeq’-Gerat fiir 60 min in raumtemperiertem Wasser
aufgetaut, wahrend der HT1 Puffer bei RT aufgetaut und dann auf Eis gelagert wurde. Vor dem Starten
des Runs wurde zudem eine Geratesplilung durchgefiihrt. AnschlieBend wurden die PhiX Kontroll
library und die zu sequenzierende MiSeq’ library auf Eis aufgetaut. Nun wurde eine 0,2 molare
Natriumhydroxid-Losung angesetzt (800 pl autoklaviertes Wasser + 200 pl 1 M NaOH) sowie 15 ml Tris

HCI mit 15 pl Tween 20 versetzt.
Denaturieren der PhiX library

Nun wurden 2 pl der 10 nM PhiX library mit 3 ul der zuvor angesetzten Tris-HCL / 0,1% Tween 20 Losung
zusammen pipettiert und zusatzlich 5 ul 0,2 molare Natronlauge zugesetzt. Dies dient der
Denaturierung der PhiX library. Der Ansatz wurde kurz gevortext, fir eine Minute bei 280 g
zentrifugiert und fir 5 min bei RT inkubiert. Die 10 pl der nun denaturierten PhiX library wurden mit
990 pl HT1 vermischt, wodurch sich eine 20 pM PhiX Library ergab. Von dieser wurden 300 pl
abgenommen und mit 300 pl HT1 vermischt, wodurch sich eine Endkonzentration von 10 pM ergab.
Die denaturierte und verdiinnte PhiX library wurde bis zum Beladen der Reagenzkartusche auf Eis

gestellt.
Denaturieren der DNA library

AnschlieBend erfolgte die Denaturierung der zu sequenzierenden DNA. Dazu wurden 5 pul 4
nanomolarer DNA library mit 5 ul 0,2 molarer Natronlauge vermischt und fiir 5 min bei RT inkubiert.
AnschlieBend wurden 990 ul HT1 hinzugegeben, wonach eine denaturierte 20 pM-library vorlag. Flr

die weitere Verdinnung auf 10 pM wurden 300 pl der 20 pM library mit 300 pl HT1 vermischt.
Poolen der libraries und Starten des Runs

Nun wurden 45 pl der 10 pM PhiX Kontrollbibliothek mit 555 pl der 10 pM Probenbibliothek vermischt.
Der Ansatz wurde mehrmals vorsichtig geschwenkt und kurz zentrifugiert. AnschlieBend wurde die
gesamte Losung von 600 pl in die Kartusche geladen und der Lauf gestartet. Dieser dauerte etwa 27

Stunden.
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2.3.4 Quantitative Real Time-PCR

Fiir die Durchfiihrung des Next-Generation sequencing ist es wichtig, dass die DNA-Menge in allen
eingesetzten Proben gleich ist. Diese Quantifizierung der NGS library erfolgt mittels gPCR. Der Ablauf
diesbezliglich ist in den Kapiteln 2.3.3 und 2.3.8 beschrieben. Im Folgenden wird die Methodik der

gPCR erlautert.

Die Polymerase-Kettenreaktion (engl. polymerase chain reaction, PCR) dient der gezielten
Amplifikation eines spezifischen Bereichs des Genoms. Der PCR-Prozess besteht aus 20- bis 50-mal sich
wiederholenden Zyklen, die in einem Thermocycler durchgefiihrt werden und aus je drei Schritten
bestehen. Zunachst erfolgt eine Denaturierung der DNA durch Erhitzen auf 94°C. Anschliefend kommt
es bei 55°C zum Anealing der Primer, das heil3t die Oligonucleotidprimer lagern sich an die fir sie
spezifischen einzelstrangigen DNA-Sequenzen an. Der letzte Schritt ist die Elongation durch die DNA-
Polymerase, welche ausgehend von Primer komplementar zum vorhandenen DNA-Strang einen neuen
Strang synthetisiert. Dieser dreiteilige Zyklus wird mehrfach wiederholt, bis eine ausreichende DNA-
Menge vorliegt (37). Pro Zyklus (Anzahl n) entstehen 2" Kopien der gewiinschten Sequenz. Die
Methode ist in der Abbildung 12 dargestellt: (1) dsDNA dient als Ausgangssubstanz. (2) & (3) Durch die
hohen Temperaturen liegt aufgetrennte DNA vor, an welche sich Primer anlagern. (4) Ausgehend von
den Primern synthetisieren DNA-Polymerasen komplementare Strange. (5) Bei einem erneuten Zyklus
trennen sich neuer und alter Strang. (6) Es lagern sich erneut Primer an, von wo an erstmals eine

Sequenz in der gewiinschten Lange entsteht (37).
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Abbildung 12: Ablauf einer klassischen PCR (37)
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Die hier eingesetzte quantitative Real Time-PCR (auch qPCR genannt) ermoglicht den Nachweis der
Entstehung der durch die PCR neu synthetisierten primerspezifischen DNA-Sequenzen in Echtzeit.
Dafiir lagert sich bei der Reaktion ein unspezifischer Fluoreszenzfarbstoff (hier: SYBR Green®) an die
zuvor synthetisierten dsDNA-Molekiile an und emittiert Fluoreszenzsignale. Mithilfe der Messung der
Fluoreszenz durch den Rotor-Gene® Q kann die Menge des amplifizierten PCR-Produkts nach jedem

Zyklus exakt bestimmt werden.

Fir die quantitative Analyse muss zudem der Ci-Wert (cycle threshold — Schwellenwertzyklus)
bestimmt werden. Dieser spiegelt den Zyklus wider, in welchem die Fluoreszenz erstmals exponentiell
Uber den Hintergrundwert ansteigt. Durch Vergleich des C;— Wertes wird deutlich, welche Probe vor
der Amplifizierung mehr DNA enthielt (37). Der C; Wert sollte fiur alle eingesetzten Proben ungefidhr

gleich sein, namlich unter 30 und nicht mehr als 3 Werte voneinander abweichen.

2.3.5 Bioinformatische Auswertung der NGS Daten

Die Daten wurden mit dem Programm ,/llumina Variant Studio’ v3.0 ausgewertet. Dabei wurden

folgende Filter im Programm ausgewahlt:

- minimale Population Frequency in der globalen sowie europaischen Bevdlkerung von <0,05%
(bei Thousand Genoms® und ExAC")

- Consequence (,only variants that are Missense, frame-shift, Stop gained / lost, Initator codon,
In-frame insertion / deletion, Splice)

- eine Alternate Allele Frequency von >30%, eine Coverage von >40 sowie der PASS-Filter.

Letzteres diente der Reduzierung falsch-positiver Varianten. Die Festsetzung der Frequenz auf eine
maximale Haufigkeit von 0,05% zielte darauf ab, hdufige und damit wahrscheinlich benigne Varianten
auszusortieren. Durch die Voraussetzung einer Konsequenz der Basenvariante wurden stumme
Mutationen, also solche, durch welche trotz anderer Base dieselbe Aminosaure kodiert wird, nicht
beriicksichtigt. Das Ziel war es, seltene Varianten zu identifizieren, welche sehr wahrscheinlich

pathogen waren, bei simultaner Minimierung falsch-positiver Ergebnisse.

Die detektierten Varianten wurden mit Vorhersageprogrammen (Align GVGD®, SIFT", Mutation Taster’,
PolyPhen-2°, SNPs&Go°) und Datenbanken (Human Gene Mutation Database (HGMD®), EXAC®, Exome

Variant Server®’, gnomAD°) im Alamut’Programm analysiert.
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2.3.6  Beurteilung der detektierten Varianten

Jedes Individuum unterscheidet sich von anderen durch geringgradige Veranderungen in seinem
Genom. Solche single nucleotides variations (SNV), die bei jedem Menschen etwa 3,3 Millionen Mal
existieren, sind zum (iberwiegenden Teil harmlos und nicht kausal fiir eine Erkrankung. Anhand des
Auftretens einer SNV in der Bevolkerung, genauer gesagt anhand der minor allele frequence (MAF),
erfolgte vormals eine Einschatzung dieser SNVs als single nucleotide polymorphism (SNP, MAF >1%),

mutation (MUT, MAF >0,1%) oder variant of uncertain significance (VUS, MAF >0,5%) (38).

Nach aktuellerer Nomenklatur werden fiinf Klassen von Varianten unterschieden. So werden Klasse 4
und Klasse 5 Varianten als pathogen bezeichnet (ehemals als ,Mutation‘ bezeichnet), wohingegen
Varianten der Klasse 1 und 2 als Polymorphismen (entspricht den ehemaligen SNPs) bezeichnet
werden. Darliber hinaus gibt es Klasse 3 Varianten, ehemals VUS. Diese kénnen nicht eindeutig den
anderen Klasse zugeordnet werden oder aber sind nach derzeitigen Forschungsstand kontrovers
bezliglich ihrer Pathogenitat einzuordnen (38). Die Herausforderung bestand nun darin, die

detektierten Genvarianten richtig in eine der Klassen einzuordnen.

Anhand der aus den Prediction-Programmen, Populations- sowie Pathogenitatsdatenbanken
resultierenden Ergebnissen wurden die detektierten Varianten zwischen Klasse 1 (benigne) und Klasse
5 (pathogen) eingeteilt. Diese Einteilung erfolgte entsprechend den Richtlinien des American College
of Medical Genetics and Genomics (ACMG) fiir die Interpretation von Sequenzvarianten (39). Weitere

Informationen bezlglich der ACMG-Kriterien sind im Anhang auf Seite 1l-V nachzulesen.

2.3.7 Pathogenitédtsvorhersageprogramme

Die detektierten Varianten wurden mithilfe von vier Programmen interpretiert. Diese eingesetzten
Online-Programme dienen der Einschatzung der Pathogenitdt der detektierten Sequenzvarianten.
Mithilfe eines programme-individuellen Algorithmus berechnet das Programm den moglichen Effekt
einer Variante und gibt Auswirkungen auf Nukleotid-, Aminosduren- und Proteinlevel an. Ebenso wird
haufig berlicksichtigt, ob ein Effekt auf die ndchst gelegene Splice Site besteht. Die Genauigkeit dieser
PredictionTools wird in der Literatur mit 65-80% angegeben, sofern es sich um bekannte

Sequenzvarianten handelt (39).
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In dieser Arbeit wurden vier PredictionTools eingesetzt und zwar die Folgenden:

- Mutation Taster (http://www.mutationtaster.org)

- PolyPhen2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2)

- SIFT (http://sift.jcvi.org)

- SNPs and GO (http://snps-and-go.biocomp.unibo.it/snps-and-go)

- VarCards (http://varcards.biols.ac.cn/)

Wahrend SIFT nur die evolutiondre Konservierung und SNPs and Go ausschlieflich die Proteinstruktur
und -funktion bericksichtigt, beziehen Mutation Taster und PolyPhen je beide Aspekte in ihre
Berechnungen mit ein. Durch VarCards® kann eine simultane Analyse von zahlreichen (nach eigenen
Angaben liber 60) Prediction Programmen auf einmal erfolgen. Zum Teil war auch eine Bewertung der
Auswirkungen auf die Splice Site durch gesonderte Splice Site Prediction Programme notwendig. In
solchen Fallen wurden SpliceSiteFinder-like*, MaxEntScan’, NNSPLICE® und GeneSplicer” eingesetzt.
Darliber hinaus erfolgte eine Einschatzung beziiglich der Konservierung des Nukleotids mithilfe der
Programme Align GVGD?, phyloP’ und durch den Grantham Score, welcher den Unterschied eines
Aminosaurenaustausches im evolutiondren Sinne auf einer Skala von 5 bis 215 einschatzt. Ein hoher
Score bedeutet eine groRe evolutionare Distanz und legt einen pathogenen Effekt des Austausches
nahe (40).

Dariber hinaus wurden Populationsdatenbanken eingesetzt, in welchen die Allelfrequenz der
detektierten Variante in Vergleichspopulationen angegeben war. Zu den verwendeten Datenbanken
zdhlen Exome Aggregation Consortium (ExAC), Exome Variant Server, gnomAD, 1000 Genomes und
dbSNP. Je hoher die Allelfrequenz einer Variante dort angegeben war, desto unwahrscheinlicher war
eine Pathogenitat der Variante.

Neben solchen Populationsdatenbanken gibt es auBerdem disease databases, in welchen Varianten
enthalten sind, welche bei erkrankten Patienten gefunden wurden. Zu diesen Datenbanken zahlen
ClinVar® und Human Gene Mutation Database (HGMD°®), welche beide in dieser Arbeit eingesetzt

wurden.

4 Keine Website verfiigbar, da das Programm nur Giber Alamut® genutzt werden kann. Siehe auch
https://www.interactive-biosoftware.com/doc/alamut-visual/2.11/splicing.html
> http://genes.mit.edu/burgelab/maxent/Xmaxentscan_scoreseq.html
6 http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html
7 http://www.cbcb.umd.edu/software/GeneSplicer/gene_spl.shtml
8 http://agvgd.iarc.fr/agvgd_input.php
° http://compgen.bscb.cornell.edu/phast/
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2.3.8 Validierung der Variationen mittels Sanger-Sequenzierung

Jegliche relevante, in der MiSeq°-Analyse gefundene Mutation wurde anschlieRend zusatzlich mit der
klassischen Sanger-Sequenzierung validiert. Ebenso wurden zwei Kinder eines Index-Patienten, bei
welchem eine kausale Genmutation im Rahmen der MiSeq’-Gendiagnostik festgestellt wurde, im

Einzelmutationsnachweis-Verfahren auf die beim Vater detektierte Genmutation hin untersucht.

Die Sanger-Sequenzierung (auch ,Kettenabbruch-Synthese’) wurde erstmal 1977 von Frederick Sanger
et al. in der Veroffentlichung ,,DNA Sequencing with chain-terminating inhibitors” beschrieben.
Zusatzlich zu den Ublichen 2‘-Desoxynucleotidtriphosphaten werden bei der klassischen Sanger-
Methode auch 2‘3‘-Didesoxynucleotidtriphosphate eingesetzt, welche die Kettenelongation stoppen
(,chain-terminating inhibitors of DNA polymerase‘). Darliber hinaus neuartig war bei Sanger der Einsatz
von radioaktiven Phosphat- oder Sulfat-Isotopen, welche in den neu synthetisierten DNA-Fragmenten

inkorporiert waren, wodurch die Produkte durch Radiographie detektierbar wurden (41).

In vier Reaktionsansatzen wird je ein 2‘,3‘-Didesoxynucleotidtriphosphat (A, G, C oder T) mit zuséatzlich
allen vier 2‘-Desoxynucleotidtriphosphaten in einem Reaktionsansatz vermischt. Dieser enthalt
dariiber hinaus die zuvor denaturierte, zu untersuchende ssDNA, eine DNA-Polymerase | sowie ggf.
spezifische Primer, sofern nur ein bestimmter DNA-Abschnitt untersucht werden soll. Immer wenn die
DNA-Polymerase in der darauffolgenden Inkubationszeit zufallig ein ddNTP statt eines dNTPs einbaut,
bricht die Extension des neu synthetisierten Stranges ab und ein DNA-Fragment bestimmter Lange

entsteht.

Insgesamt ergibt sich so eine Mischung verschieden grofl3er radioaktiver DNA-Produkte, welche nunin
einer Gelelektrophorese individuell nach ihrer Molekilmasse aufgetrennt und anhand der
Radioaktivitat detektiert werden. AnschlieBend kann man anhand des ddNTP-Reaktionansatzes sowie
der Laufstrecke, die der Fragmentlange entspricht, auf die eingebaute Base schlielen. Die zu der
resultierenden Sequenz komplementéare Sequenz ist die Basenabfolge des eingesetzten DNA-Stranges

(42).

Auch wenn es seit der Veroffentlichung der Methode 1977 zahlreiche Verdnderungen und
Modifikationen gab, wie beispielsweise der Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen statt Radioaktivitat,
welche zudem einen gemeinsamen Reaktionsansatz erlaubt, so ist das Grundprinzip bis heute

dasselbe.
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Amplifikation des Genabschnittes mittels PCR

Zunachst erfolgte ein manueller PCR-Ansatz, durch welchen die Gensequenz mit der detektierten
Mutation vervielfaltigt werden sollte. Dazu wurde als Erstes die benétige Patienten-DNA, welche eine
Konzentration von etwa 30 ng/ul aufwies, aufgetaut sowie gevortext und abzentrifugiert. Fir die
Primer wurden zum Teil bereits etablierte Primer des IfGH verwendet sowie zum anderen Teil Primer
des jeweiligen Exons neu entworfen (nach den Kriterien wie in Kapitel 2.3.10 beschrieben) und

validiert.

Die eingefrorenen up- und low-Primer, welche je eine Konzentration von 100 pmol/ul aufwiesen,
wurden aufgetaut und mit destilliertem Wasser auf eine Konzentration von 10 pmol/ul verdiinnt. Neu
bestellte Primer wurde zunachst mit TE-Puffer geldst und anschlieRend ebenfalls auf 10 pmol/ul
verdiinnt. Die genaue Zusammensetzung des Ansatzes fiir 30 Proben ist in Tabelle 11 nachzulesen. Fiir
die Validierung der neu entworfenen Primer waren zudem zwei Kontroll-DNA Proben notwendig, um

zwei Wildtyp-Referenzsequenzen zum Vergleich zu erhalten.

Tabelle 11: Primer Gebrauchslosung 15pmol/Ansatz fiir 30 Proben

Reagenz Volumen (in pl)
H>0 231
up-Primer 4,5
low-Primer 4,5
Summe 240

AnschlieRend wurde ein Mastermix aus Wasser, PCR-Puffer, dNTP-Mix und HotStar Taq” Polymerase
angesetzt. PCR-Puffer, dNTP-Mix und Polymerase entstammten dem HotStarTaq” DNA Polymerase Kit
von QIAGEN®. Zusitzlich zu dem zweifachen Ansatz jedes zu untersuchenden Gens wurde pro
Primerpaar eine Negativ-Kontrolle mit Wasser angesetzt, um eine Kontamination auszuschlieSen. Die

genaue Zusammensetzung des Ansatzes ist in Tabelle 12 nachzulesen.
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Tabelle 12: MasterMix Zusammensetzung fiir 18 Proben

Reagenz Volumen (in pl)
H,0 178
PCR-Puffer, 10x 50
dNTP (2mM) 50
HotStar Taq”® (5 U/ul) 2
Summe 252

Nun wurden je 14 ul des Mastermixes in die Wells eines 8er Streifen pipettiert und anschliefend je 8

pl Primergemisch sowie je 3 ul DNA hinzugefiigt. Da sechs der 15 Ansdtze das Programm ,P65-55_3°

im Cycler durchlaufen mussten und die anderen neun das Programm ,P65-55_ 2, wurden die Proben

auf verschiedene 8er Streifen verteilt. Die Streifen wurden verschlossen und in zwei Cycler gestellt.

Anschliefend wurde das entsprechende Programm gestartet. Der genaue Ablauf der Programme ist in

den Tabellen 13 und 14 beschrieben. Fir diese Arbeit wurde eine HotStar® Taq Plus Polymerase

eingesetzt, welche mit einer DNA-Syntheserate von bis zu 4.000 Nukleotiden pro Minute arbeitet. Zur

Aktivierung der Enzymfunktion der HotStar® Taq Plus Polymerase wurde zuvor eine finf minitige

Inkubation bei einer Temperatur von 95°C bendétigt.

Tabelle 13: PCR-Programm P65-55_2

Schritt Temperatur (in °C) Zeit (in min)
Denaturierung 95 1
Zwei Schritt Zyklus (40x):
- Annealing 65-55 1,5
- Extension 22 1
Tabelle 14: PCR-Programm P65-55_3
Schritt Temperatur (in °C) Zeit (in min)
Denaturierung 95 1
Zwei Schritt Zyklus (45x):
- Annealing 65-55 1,5
- Extension 72 !
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Fiir die Validierung der sechs neu designten Primer wurde ein weiterer PCR-Mastermix angesetzt,

dessen genaue Zusammensetzung in Tabelle 15 nachzulesen ist.

Tabelle 15: MasterMix Zusammensetzung fiir 12 Proben

Reagenz Volumen (in pl)
H,0 115,7
PCR-Puffer, 10x 32,5
dNTP (2mM) 32,5
HotStar Taq” (5 U/ul) 1,3
Summe 182

Die Ansatze mit den neu zu validierenden Proben durchliefen ebenfalls das PCR-Programm 65-55_2.

Elektrophorese der PCR-Produkte

Nachfolgend wurden die PCR-Produkte nach erfolgter PCR elektrophoretisch auf Qualitat und
Quantitat Giberpriift. Dazu wurde eine Gelkartusche aus dem QIAxcel’ DNA Screening Kit vorbereitet,

das heil’t, sie wurde eine Stunde lang senkrecht im Kartuschenhalter bei RT aufgestellt.

AnschlieBend wurden je 3 pl PCR-Produkt im Verhéltnis 1:5 mit je 12 ul QX DNA Dilution Buffer in einer
PCR 96-Well Platte verdiinnt, womit sich ein Endvolumen von 15 ul ergab. Die Platte wurde in den

QlAxcel’ gestellt und die Elektrophorese gestartet.

Ein beispielhaftes Ergebnis der Elektrophorese ist in Abbildung 13 zu sehen. Man sieht Banden, die
DNA-Fragmente unterschiedlicher Lange darstellen. Die flinfte und sechste Probe waren
Wasserproben, welche keine Banden relevanter Lange erzeugten, sodass eine Kontamination
ausgeschlossen werden konnte. Alle PCR-Produkte wiesen in ihren spezifischen Fragmentlangen-
Banden eine Konzentration von liber 0,25 ng/ul auf. Insgesamt ist die PCR als erfolgreich zu werten,

sodass die PCR Aufreinigung erfolgen konnte.
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Abbildung 13: Elektrophorese Ergebnis®®

Aufreinigung der PCR

Dazu wurden zunichst 15 ul des ExoSAP-It” Enzyms mit 15 pl 1x PCR-Puffer zu einem Mastermix
vermischt. Der 1x PCR-Puffer entstammt dem 10x PCR Puffer aus dem HotStarTaqg DNA Polymerase Kit

von QIAGEN® und wurde mit Wasser 1:10 verdiinnt.

Anschliefend wurden je 5 pl des PCR-Produktes sowie je 2 pl Mastermix in eine 96-Well PCR-Platte
pipettiert. Die Platte wurde mit einer transparenten Klebefolie verschlossen und kurz zentrifugiert.

Nachfolgend wurde die Platte in einen Cycler gestellt und das Programm ,P37-80_ExoSap’ gestartet.

Dieser inkubiert zunéchst bei 37 °C fiir 45 min und deaktiviert anschlieBend das ExoSAP-It” Enzym bei
80 °C fiir 12 Minuten. AnschlieBend wurde die Platte kurz zentrifugiert. Nachfolgend wurden je 20 ul

Wasser auf die 7 pl des gereinigten PCR-Produktes pipettiert.

Sanger Sequenzierung

AnschlieSend erfolgte die manuelle Sanger-Sequenzierung. Die zuvor aufgetauten Stammldsungen der
bendtigten Primer wurden von 100 pmol/ul auf 1,0 pmol/ul verdiinnt. Dies erfolgte durch Zugabe von
Wasser im Verhaltnis 1:100. AnschlieRend wurden die Lésungen miteinander vermischt. Dann wurde
der Mastermix fliir den Sequenzierungsansatz angemischt, dessen genaue Zusammensetzung in

Tabelle 16 nachzulesen ist.

10 Abbildung aus eigenstindig durchgefiihrter PCR {ibernommen
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Tabelle 16: Reaktionsansatz fiir den SEQ-Mastermix (berechnet fiir 20 Probenansatze)

Reagenz Volumen (in i)
H,0 34
5x Sequenzier-Puffer 51
Big Dye’ Terminator Mix 17
Summe 102

Nun wurden zunachst 3 pl jedes up- sowie jedes low-Primer in jeweils ein Well einer PCR 96 Well-Platte
pipettiert und anschlieBend je 4 ul des zugehorigen PCR-Produktes hinzugefiigt. Nun wurden je 3 ul
des SEQ-Mastermixes hinzugefligt und die Platte mit einer transparenten Klebefolie verschlossen. Die
Platte wurde anschlieend kurz anzentrifugiert und in den Thermocycler gestellt. An diesem wurde das

Programm ,SEQ S50°, dessen Ablauf in Tabelle 17 nachzulesen ist, ausgewahlt und gestartet.

Tabelle 17: Thermo Cycler Programm 'SEQ S50’

Schritt Temperatur (in °C) Dauer

Aktivierung 96 4 min

Drei Schritt Zyklus (30x):

- Denaturierung 96 20 sec
- Annealing 50 10 sec
- Extension 60 4 min

Aufreinigung der Sequenzier-Reaktion

Nun wurde ein Mastermix aus 5 pl (je Probe) BDTX-Terminator und 22,5 pl (je Probe) SAM-Solution in
einem Falcon Tube angesetzt. Beide Substanzen stammen aus dem BigDye” Xterminator™ Purification
Kit. Der Mastermix von 825 ul (fir 30 Proben) wurde anschlieRend gleichmaRig mit 98 ul pro Well auf
die 8 Deep Well Tubes verteilt. AnschlieBend wurden mithilfe der Mehrkanalpipette 27,5 ul der
Suspension aus jedem Well entnommen und auf die 10 pl Sequenzreaktion verteilt. Die PCR 96-Well
Platte wurde mit einer PCR-Folie verschlossen und bei 2000 rpm fiir 30 min geschiittelt. AnschlieRend
wurde die Platte fiir 2 min bei 1000 g zentrifugiert. Dann wurden durch den Robotor Tecan EVO® 100
je 5 ul Uberschuss aus der PCR 96-Well Platte entnommen und auf eine Optical Reaction Platte

Uberfuhrt. Nachfolgend wurden noch 5 pl Formamid zu den 5 pl Sequenzierprodukt hinzugefiigt.
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AnschlieRend konnte die kapillarelektrophoretische Auftrennung am Genetic Analyzer’ 3500xL

erfolgen. Mit diesem erfolgt schlief3lich die Detektion der fluoreszenzmarkierten DNA-Fragmente.

Analyse der Sequenzdaten

Die Elektropherogramme (abil files) des Genetic Analyzer’ wurden im Programm GenSearch® 4.3
ausgewertet. Dazu wurden nur die Sequenz des relevanten Exons sowie der angrenzenden
intronischen Bereiche (bis zu 10 Basen in das benachbarte Intron) mit der Referenzsequenz verglichen.
AnschlieBend zeigte eine Grafik die detektierten Sequenzanderungen. Ein beispielhaftes
Analyseergebnis eines Patienten ist in Abbildung 14 zu sehen. Die gelb markierte Verdanderung zeigt

dort einen heterozygoten Austausch einer Cytosin Base gegen eine Thymin Base.

italnb

WS AAT TCAAAT TTCTT CCTCCACCTGGGTATGCTI

WS AAT TCAAAT TTCTT CCTCCACCTGGGTATGCTI

Abbildung 14: Sequenzanalyse des Exon 22 von RYR2

2.3.9 DNA-Isolation

Die Isolation genomischer DNA erfolgte aus zuvor aus EDTA-Blut gewonnenen Leukozyten semi-
automatisch mithilfe des QIACub® Gerdtes. Dazu wurden zunidchst 2 ml ReaktionsgefiRe, 1,5 ml
Probenréhrchen mit Gewinde und Schraubverschlisse autoklaviert. AnschlieBend wurde von den
Leukozyten eine kleine Menge (etwa 1mm grofRRes Stiick) isoliert und in einem 2 ml Reaktionsgefall mit
200 ul PBS-Puffer vermischt. Neben den Leukozyten Proben wurde aullerdem eine Negativkontrolle
mit H,O mitgefiihrt, um spater eine Kontamination auszuschlieRen. Die ReaktionsgefdaRe mit den
Leukozytenlysaten wurden in den Q/Acube’ gestellt und das Isolationsprogramm gestartet. Am Ende
des automatischen Programms waren jeweils ca. 300 pl DNA gewonnen. Die Konzentration der DNA
wurde bestimmt und ggf. auf 30 ng/ul verdiinnt. Ebenso wurde die Qualitat der DNA im QIAxcel’-Gerat
(Fertiggel-Elektrophorese System) tiberprift, um die gewonnene DNA als hochmolekulare DNA zu
bestatigen und eine beginnende Degradierung o0.4. auszuschlieRen. Im QIAxcel’ erfolgt eine
semiautomatische Auftrennung von je 15 pl der neuisolierten DNA unter Anwendung des Q/Axcel® DNA

Screening Kits. Die DNA wurde, bis zu ihrer weiteren Verwendung, bei -20 °C tiefgefroren gelagert.
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2.3.10 HRM PCR Analyse

Um Probenverwechslungen mit groBer Wahrscheinlichkeit ausschlieBen zu kénnen, sollte eine
Methode etabliert werden, mit welcher DNA-Proben in Bezug auf in Genen des Genpanels lokalisierten
Basensubstitutionen, die in der allgemeinen Bevoélkerung relativ hdufig vorkommenden single
nucleotide polymorphisms (SNPs) genotypisiert werden kénnen, um nachfolgend den ermittelten
Genotyp mit dem Ergebnis des NGS Genotypes zu vergleichen. Hierfiir wurde die high resolution

melting PCR (HRM-PCR) ausgewahlt. Im Folgenden wird die Funktionsweise der HRM kurz vorgestellt.

Die High-Resolution-Melt (HRM) Analyse ist eine Methode, minimale Basenvariationen innerhalb von
DNA-Sequenzen zu erkennen. Innerhalb einer Bevélkerung beobachtet man natiirlich vorkommende
Variationen in Bezug zur Referenzsequenz, die keine funktionelle Relevanz haben. Als Single Nucleotide
Polymorphisms (SNPs) bezeichnet man dabei einzelne Basenveranderungen im Genom mit einer

Allelfrequenz von mehr als 1% in der Vergleichspopulation.

Die HRM Analyse basiert auf dem Dissoziationsverhalten von doppelstrangigen DNA-Molekiilen
(dsDNA). Mit steigender Temperatur trennen sich Wasserstoffbriickenbindungen sowie alle weiteren
Bindungen auf und die DNA trennt sich in zwei Einzelstrange auf, sie ,schmilzt’. Das Schmelzverhalten
von dsDNA hangt dabei unter anderem von der Lange des DNA-Amplicons sowie ihrem Gehalt an G-

und C-Basen ab, so schmelzen AT-reiche Regionen schneller (31).

Bei der HRM-PCR wird zunachst durch Amplifizierung ein PCR-Produkt generiert, welches anschlieRend
einem graduellen Temperaturanstieg ausgesetzt wird. Dies geschieht in Anwesenheit eines
interkalierenden Farbstoffes, dem EvaGreen® fluorescent dye, welcher in einem an dsDNA gebundenen
Zustand fluoresziert. Diese Fluoreszenz wird kontinuierlich gemessen und gegeniiber der Temperatur
aufgetragen, womit sich die typische HRM-Kurve ergibt (siehe Abb. 15). Sobald die dsDNA aufgrund
steigender Temperatur schmilzt, 16st sich der Farbstoff und die Fluoreszenz sinkt. Die
Schmelztemperatur der DNA ist dabei definiert als der Zeitpunkt der gréoRten Anderung der

Fluoreszenz (31).
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Abbildung 15: Schmelzverhalten von dsDNA (31)

Die durch einzelne Mutationen, z.B. SNPs, verursachten Sequenzdnderungen in der Basenabfolge,
wirken sich auf die Stabilitdt der DNA aus, das heillt auf deren Schmelzverhalten, was durch die HRM-
Analyse aufgrund der extrem hohen Sensitivitdt nachgewiesen werden kann (43). Eine beispielhafte
Schmelzkurve zweier DNA-Proben ist in Abbildung 16 zu sehen: die linke blaue DNA hat eine zweifache
T-A-Bindung statt einer dreifachen C-G-Bindung wie die rote Probe. Sie ist somit weniger hitzestabil

und schmilzt friher.

Normalized fluorescence

100
80
60
40
20

73.5 745 755 765 77.5 785 79.5 80.5

Temperature (°C)

[
>

Increasing temperature

Abbildung 16: Schmelzverhalten zweier DNA-Proben (31)

SNPs werden in vier Klassen unterteilt, abhdngig von der Art der Basenveranderung. So hat ein
einfacher Austausch von A zu einem T einen sehr geringen Einfluss auf die Schmelztemperatur (<0,2°C).
Einen solchen, schwierig zu detektierenden A/T Shift bezeichnet man als Klasse IV SNP, welcher aber

ebenfalls von dem hier verwendeten HRM Type-it Kit von Qiagen® detektiert werden kann (31).

Weitere Vorteile der HRM-PCR sind die einfache Handhabbarkeit, der Verzicht auf ein kompliziertes
Post-Amplifikationsprocedere, wie etwa Chromatographie oder Polyacrylamid-Gelelektrophorese.

Ebenso ist die HRM-PCR ein geschlossenes Verfahren, welches es erlaubt, sowohl Amplifikation als

43



auch die Messung im selben Instrument durchzufiihren, und weist zudem minimales
Kontaminationsrisiko fir das Amplikon auf (44). Darliber hinaus kdonnen durch das sorgfaltige
Aussuchen von passenden Amplikonen, mehrere SNPs in einem Ansatz untersucht werden. Dies

bezeichnet man als Multiplexen.

Primer Design

Zur Ermoglichung der HRM-PCR miissen spezifische Primer fiir die jeweiligen SNPs entworfen werden.
Primer sind Oligonukleotide, die den Anfangs- und Endpunkt der DNA-Polymerase festlegen. Fiir jeden
zu untersuchenden SNP werden dementsprechend zwei Primer benétigt, ein forward Primer sowie ein
reverse Primer. Die Primer sollten dabei eine Lange zwischen 18-30 Basenpaaren (bp), moglichst wenig
repetitive Sequenzen sowie eine Schmelztemperatur (T.) von ca. 60°C haben. Der Guanin- und
Cytosin-Gehalt (GC-Gehalt) sollte moglichst gleich sein und mindestens 40% betragen. Das
entsprechende, durch die Primer festgelegte Amplikon sollte zwischen 80-100 bp grol} sein und eine

Tm von 80-90°C haben. Die Schmelztemperatur berechnet sich durch folgende Formel (45):

T,, = 2°C x (Anzahl von [A + T]) + 4°C x (Anzahl von [G + C]).

Mithilfe des lllumina Variant Studios werden aus dem vcf file der untersuchten Proben geeignete SNPs
gewadhlt. Diese sollten moglichst eine Allelfrequenz von 20-50% haben, um eine gute Detektionsrate
der Variante zu erreichen. Die genomische Sequenzen der Gene, in denen die ausgewahlten SNPs
lokalisiert sind, werden anhand der LRG Database’ und der genspezifischen NM-Nummer
herausgesucht. Das Primerdesign erfolgte bei der Etablierung der Methode mithilfe des Programms
,NCBI Primer Blast’ des National Center for Biotechnology Information®?. Wichtig dabei war, dass die
vier Amplifikate, welche in einem HRM Ansatz kombiniert werden sollten, jeweils unterschiedliche T,
aufwiesen, um die vier SNPs spiter in der HRM-PCR differenzieren zu kénnen. Durch Uberpriifen im
ENSEMBLE Programm?®? konnte ausgeschlossen werden, dass weitere SNPs in der ausgewihlten
Sequenz vorlagen. Die entworfenen Primer wurden bei der Etablierung durch die Firma eurofins
Genomics® synthetisiert. Im Anhang (Tabelle 31) sind die fiir die molekulargenetischen Untersuchung

verwendeten Primer aufgefiihrt.

11 https://www.Irg-sequence.org/index.html
12 http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
13 http://www.ensembl.org
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HRM-PCR Ansatz

Die lyophilisierten Primer wurden in einer individuellen Menge TE-Puffer gelGst, bis sie in einer
Konzentration von 100 pmol/ul vorlagen. AnschlieRend wurden nach einem Tag Wartezeit je 10 ul
forward- und reverse-Primer miteinander vermischt sowie mit 80 ul Wasser auf eine Konzentration

von 10 pmol/ul je Primerpaar verdiinnt.

Fur die HRM-PCR sind die zu untersuchenden DNA, der vorbereitete Primer-Mix, RNase freies Wasser
und der HRM-PCR Master Mix aus dem HRM Type-it Kit von Qiagen’ notwendig. Der HRM-PCR
Mastermix enthielt HotStarTaq" Plus DNA-Polymerase, Type-it HRM Buffer mit EvaGreen® Farbstoff, Q-
Solution® (fir eine erfolgreiche Amplifikation) und die vier dNTPs (45). Die genaue

Reaktionszusammensetzung je Reagenztube ist in Tabelle 18 dargestellt.

Tabelle 18: HRM PCR-Ansatz

Reagenz Volumen in pl
DNA 2
RNase freies Wasser 8,75
Primer Mix 1,75
HRM PCR Master Mix 12,5
Endvolumen 25

Jede zu untersuchende Probe ist pro HRM-Run doppelt anzusetzen. Zudem sollten zum Ausschluss
von Kontaminationen zwei ,No-Template-Control’-Proben (NTC) angesetzt werden, welche statt DNA
2 ul RNase freies Wasser enthalten. Nach Abschluss des manuellen Pipettiervorgangs wurden die
tubes in den RotorGene® gestellt und das Programm entsprechend den Vorgaben gestartet (45). Das

genaue Protokoll ist in Tabelle 19 ausgefihrt.
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Tabelle 19: Protokoll des HRM-PCR Programms

Arbeitsschritt Zeitdauer Temperatur

Initiale PCR-Aktivierung 5 min 95 °C

3-Schritt-Zyklus (40x):

- Denaturierung 10s 95°C

- Primerhybridisierung 30s 55°C

- Amplifizierung 10s 72°C
HRM 2s 65°—95°C,

mit 0,1°C Anstieg pro Sekunde

Anschliefend kann das Schmelzverhalten der untersuchten DNA-Proben mithilfe der Fluoreszenz-
Graphen untersucht werden und dadurch auf das Vorliegen eines SNP geschlossen werden. Solche

Graphen sind beispielweise in Abbildung 17 zu sehen.

2.3.11Untersuchte SNPs in der HRM-PCR

Fiir die Etablierung der HRM-PCR wurden SNPs in den Genen DES, KCNH2, MYH6, MYH7, GAA und
AKAP9 ausgewahlt (vlg. Tabelle 20). Generell kann fiir die etablierte Methode doch auch jede andere
Kombination von SNPs bzw. Primern gewahlt werden, sofern die im Kapitel 2.3.10 beschriebenen

Kriterien zutreffen. Im Folgenden wird beispielhaft der Ablauf wahrend der Etablierung erlautert.

Die fir die Etablierung der Methode ausgewdhlten SNPs wiesen alle eine MAF (engl. minor allele
frequency) von 20-35% auf. Die MAF ist die Frequenz des selteneren Allels, mit der es in einer
Population auftritt. Genauere Details zu den SNPs sind in Tabelle 20 nachzulesen. Die dort angegebene
rs-Nummer dient der Spezifizierung der SNPs, die NM Nummer kennzeichnet die Gen-lIsoform der
,Reference Sequence’ Datenbank des ,National Center for Biotechnology Information’ (NCBI). Die MAF

ist dabei nach gnomAD-Informationen angegeben.
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Tabelle 20: Ausgewahlte SNPs fiir die HRM-PCR

Gen NM- Position Basenaus- | rs- MAF | Lange Amplifikat Tm
Nummer der Base | tausch Nummer (in %) (in bp)

DES 001927.3 | c.828 CT 1058261 34,2 92 87°C
KCNH2 | 000238.3 c.1539 C>T 1805120 20,3 115 91°C
MYH7 | 000257.2 c.2967 A>G 7157716 30,7 115 89°C
MYH6 | 002471.3 | c.3302 A>G 365990 33,3 72 84°C
GAA 000152.3 | c.2133 A>G 1800310 31,6 100 85.6°C
AKAP9 | 005751.4 | c.9145 CT 28927678 | 41,25 149 77°C
AKAP9 | 005751.4 c.8375 A>G 6960867 38,73 156 79°C
KCNH2 | 000238.3 | c.1467 CT 740952 23,2 88 83,4°C

Tm = Schmelztemperatur, bp = Basenpaare. Der breite Strich trennt dabei den ersten Ansatz vom
Zweiten.

Die Tm bezeichnet die Temperatur, bei welcher der vervielfiltigte DNA-Bereich zu ,schmelzen’ beginnt.
Flr das Experiment war es wichtig, dass sich die verschiedenen Schmelztemperaturen der Amplifikate
ausreichend unterscheiden, um spéter je vier SNPs in einem Multiplex-Ansatz untersuchen zu kénnen.
Bei einer Uberpriifung mit nur vier SNPs besteht eine Wahrscheinlichkeit von 71% (s. mathematische
Erlduterungen Kapitel 2.3.12), dass von den zehn Proben mindestens zwei Proben die gleiche Genotyp-
Kombination aufweisen und somit nicht voneinander differenzierbar sind. Daher sollte eine Analyse

von insgesamt acht SNPs (in zwei Ansatzen) erfolgen.

Fir die HRM-Analytik wurden zunachst DNA-Proben von Patienten mit bekanntem Genotyp in Bezug
auf den zu untersuchenden SNP (homo-, heterozygot oder Wildtyp) mithilfe des Qubit” auf eine
Konzentration von 5,5 ng/ul eingestellt. Als Negativ-Kontrolle wurde eine Wasserprobe eingesetzt. Die
Analyse einer jeden Probe erfolgte als Doppelbestimmung. Das verwendete HRM-PCR Programm ist in

Kapitel 2.3.10 in Tabelle 19 aufgelistet.

Die Etablierung der Multiplex-HRM erfolgte schrittweise, in dem eine HRM-Analyse nach der nachsten
in den PCR-Ansatz integriert wurde. Durch das schrittweise Vorgehen konnte sichergestellt werden,
dass die Amplifikate miteinander kompatibel waren und sich in ihren Schmelzpunkten ausreichend
unterschieden. So wurde zundachst ein erster Durchlauf mit einem Amplifikat allein durchgefiihrt, um

unter anderem die Funktionsfahigkeit der Primer zu prifen.
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Stellen sich die drei verschiedenen Allelzustdnde (WT, HOM, HET) eines SNP (mehrfach) nicht in der
HRM-PCR dar, so kann mittels einer manuellen PCR (Vorgehensweise s. Kapitel 2.3.8) die Funktion der
Primer Gberprift werden. Ist auch mit dieser Methode keine Losung des Problems moglich, so ist das

Primerpaar (und ggf. auch der SNP) zu verwerfen und ein neues Primerpaar zu designen.

Sofern die HRM-PCR eines SNPs zufriedenstellend verlduft, kann ein zweiter SNP in die Analyse
mitaufgenommen werden. SchlieRlich kann eine HRM-PCR mit Primern fiir alle vier SNPs durchgefiihrt
werden, sodass eine simultane Analyse moglich ist. Gleichzeitig werden hierbei die Kontrollproben
etabliert, welche spater notwendig sind, um die Genotypen zuzuordnen. Um alle drei mdglichen
Genotypen der vier Gene zweifach abzudecken, waren fiir die Etablierung der Methode sieben
Kontrollproben mit bereits bekannten Genotypen notwendig. Diese Kontrollproben sind samt Genotyp

im Anhang aufgelistet (Tabelle 32, Seite VI).

Sofern alle Proben visuell sowie rechnerisch durch den Computer demjenigen Genotyp zugeordnet
werden kénnen, welcher auch in der MiSeq’-Analyse festgestellt wurde, ist die Etablierung erfolgreich
abgeschlossen. Eine beispielhafte Darstellung der normalisierten Fluoreszenz-Kurve des

Etablierungslaufs ist in Abbildung 17 zu sehen.

Mormalized Fluorescence
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Abbildung 17: Multiplex-HRM-PCR

2.3.12 Mathematische Grundlage des Verfahrens

Im Rahmen der Verfahrensetablierung sollte berechnet werden, mit welcher Sicherheit das
Methodendesign eine Probenverwechslung detektieren wiirde bzw. eine solche ausgeschlossen

werden kann. Diese Sicherheit wird im Folgenden als Design Accuracy bezeichnet.
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Im ersten Schritt wurden die Wahrscheinlichkeiten fiir das Auftreten der einzelnen Allelkombinationen
berechnet. Diese Wahrscheinlichkeit ergibt sich aus den Haufigkeiten der Genoytpen. Die Daten
diesbeziiglich entstammen den Angaben von NCBI, genauer gesagt wurden die Daten der HapMap-
CEU European Population verwendet. Fir den SNP rs1800310 waren keine Daten in dieser Population
verfligbar, weshalb die Daten des AFD_EUR_PANEL genutzt wurden. Fiir den SNP rs28927678 (AKAP9)
wurden die Daten der CS Agilent-Population, einer ebenfalls europédischen Population, verwendet. In
der Tabelle 21 sind die einzelnen Allelfrequenzen aufgelistet. Die MAF ist dabei nach gnomAD-

Informationen angegeben.

Tabelle 21: Allelfrequenzen der untersuchten SNPs

Allelfrequenz des Allelfrequenz des Allelfrequenz des MAF
Wildtyps (WT) heterozygoten homozygoten (minor allele
Genotyps (HET) Genotyps (HOM) frequency)

KCNH2 0,646 0,301 0,053 0,203
rs1805120
MYH?7 0,474 0,439 0,009 0,307
rs71457716
MYH6 0,467 0,400 0,133 0,333
rs365990
DES 0,432 0,450 0,117 0,342
rs1058261
GAA 0,421 0,526 0,053 0,316
rs1800310
KCNH2 0,5883 0,359 0,052 0,232
rs740952
AKAP9 0,354 0,46700004 0,1790001 0,4125
rs28927678
AKAP9 0,36936936 0,48648649 0,14414415 0,38738739
rs6960867

Jede mogliche Kombination ergibt sich als Produkt der Einzelwahrscheinlichkeiten, die Berechnung
erfolgte folglich durch Multiplikation der einzelnen Allelfrequenzen. So besteht zum Beispiel die

Wahrscheinlichkeit, dass eine Probe achtmal den Wildtyp in allen acht SNPs aufweist, ungefahr bei:
Pwrwrwrwrwrwrwrwr = 0,646 x 0,4741 % ...+ 0,36936936 =~ 0,002 = 0,2% .

Im zweiten Schritt wurde die Wahrscheinlichkeit berechnet, dass von einer bestimmten Anzahl n von
Proben genau k Proben die gleiche Genotypen-Kombination aufweisen. Die Anzahl der zu testenden

Proben wurde auf n=10 festgelegt, da auch dies die Anzahl an Proben eines MiSeq°-Runs sind. Mithilfe
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folgender Formel wurde berechnet, wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, dass bei einer bestimmten
Genotypen-Kombination genau 2 < k < 10 Proben gleich sind:

n!

Pege = Pk (1= p )70 EICEs)

So besteht zum Beispiel die Wahrscheinlichkeit, dass bei 10 Proben genau 2 Proben achtmal den

Wildtyp in allen acht SNPs aufweisen ungefahr bei:

10!
P, -~ 0,0022%(1—-0,002)10-2«— >~ 0,00018 = 0,0189
WTWT,WT,WT,WT,WT,WT,WT;2 * ( ) * T 10=2)! %o
Im dritten Schritt wurden die Wahrscheinlichkeiten, dass bei einer bestimmten Genotypen-

Kombination genau 2 < k < 10 Proben gleich sind, zusammengerechnet:
P, = Px;Z +Px;3 + "'+Px;10

So besteht zum Beispiel die Wahrscheinlichkeit, dass bei 10 Proben mindestens 2 Proben achtmal den

Wildtyp in allen acht SNPs aufweisen ungefahr bei:
PWT,WT,WT,WT,WT,WT,WT,WT =~ 0,00018 + 0,00000094’6 + e X 0,00018 =~ 0,018%

Im vierten Schritt wurde der Umkehrschluss aus der vorherigen Berechnung gezogen. Wenn die
Wahrscheinlichkeit, dass bei zehn Proben mindestens zwei Proben achtmal den Wildtyp in allen SNPs
aufweisen ungefahr bei 0,018% liegt, dann liegt die Wahrscheinlichkeit, dass bei zehn Proben keine

Probe doppelt vorkommt, die achtmal den Wildtyp in allen acht SNPs aufweist, ungefahr bei
1—0,00018 = 0,99982 = 99,982%.

Bei drei Auspragungsmdéglichkeiten von acht SNPs ergeben sich insgesamt 3% = 6561 Méglichkeiten.
Von jeder dieser einzelnen Genotypen-Kombination wurde mithilfe von Microsoft Excel® die Schritte
eins bis vier berechnet und somit die einzelnen Wahrscheinlichkeiten, dass bei zehn Proben keine

Probe der jeweiligen Genotyp-Kombination doppelt vorkommt.

Im letzten Schritt wurden die 6561 Wahrscheinlichkeiten, dass keine Probe der jeweiligen Genotyp-
Kombination doppelt vorkommt, multipliziert. Somit ergibt sich die Gesamtwahrscheinlichkeit, dass
bei zehn Proben keine Probe doppelt vorkommt. Diese liegt bei ungefahr 95,15% und entspricht als

Design Accuracy der Methode.
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3. Ergebnisse

3.1 Identifizierung von kausalen Genmutationen

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die genetische Ursache der arrhythmogenen unklassifizierten
Kardiomyopathie (AUCM) zu identifizieren. Dafir wurden 57 AUCMPatienten mittels
Hochdurchsatzsequenzierung (Next-Generation sequencing; NGS) mit dem Genpanel , TruSight Cardio’
auf Mutationen in 174 kardial-relevanten Genen hin untersucht. Diese 174 untersuchten Gene sind im
Anhang aufgefiihrt. Fir 14 dieser DNA-Proben wurden sowohl| die Praparation der Sequenzier-
Bibliotheken als auch die Auswertung der Sequenzdaten eigenstindig durchgefiihrt. Fir die
statistische Auswertung der Pravalenz von Genmutationen in verschiedenen Krankheitsgenen wurden

nachfolgend auch die Analyseergebnisse von 43 weiteren Patienten miteinbezogen.

3.1.1 Sequenzierung und Datenauswertung bei 14 AUCM Patienten

Die 14 AUCM Patienten wurden in zwei Sequenzierlibraries analysiert. Pro Probe wurden ca. zwei
Millionen Sequenzen (reads) generiert, von denen 99.8% gegen die zu analysierenden Genabschnitte
aligned werden konnten. Die durchschnittliche Abdeckung (coverage)/Target lag bei 325 x und weniger
als 1% der Exone des Genpanels wurden mit einer durchschnittlichen ,coverage” von <20 x
sequenziert. Die durchschnittliche Coverage sollte generell mindestens 200 x betragen bei einer
empfohlenen minimalen Coverage von 20 x. Um bei den Ergebnissen potenziell pathogene von nicht-
pathogenen Varianten differenzieren zu kénnen, wurden die detektierten Sequenzvariationen
zunachst nach definierten Kriterien gefiltert. AnschlieBend erfolgte eine weitere Differenzierung der

verbleibenden Varianten.

Die Validitat einer detektierten Variante wird durch zwei Qualitatswerte, den Quality Filter und den
Quality Score, beschrieben. Fir die weitere Analyse wurden nur Varianten berticksichtigt, welche das
Qualitatskennzeichen des ,PASS‘-Filters aufwiesen, um die Wahrscheinlichkeit falsch-positiver
Varianten zu reduzieren. Darliber hinaus wurden von diesen Sequenzvarianten nur solche in die
weitere Analyse aufgenommen, welche auch eine Verdnderung auf Ebene der Aminosauren
verursachen, sowie in Kontrollpopulationen (gnomAD) nicht oder nur sehr selten (MAF<0,05%)

vorkommen.
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Bei den 14 eigens analysierten Patienten wurden insgesamt 30 Varianten in 24 verschiedenen Genen
herausgefiltert, die die oben aufgefiihrten Kriterien aufwiesen und welche anschlieRend auf ihre
Relevanz fur die Erkrankung hin beurteilt wurden. Die weitere Beurteilung der herausgefilterten
Varianten erfolgte gemall den ACMG guidelines unter Berilcksichtigung der Ergebnisse von online
prediction tools, welche eine Prognose bezliglich der Pathogenitat einer genetischen Veranderung
berechnen, sowie mithilfe von Datenbanken, wie HGMD® oder ClinVar’. Letztere liefern Informationen
dariber, ob eine Genvariante bereits beschrieben wurde. Im Folgenden wird die Auswertung der 14

eigenen Patienten detailliert erldutert.

3.1.2 In silico — Analyse der Pathogenitat

Nach aktuellen Richtlinien der ACMG werden flinf Klassen von Sequenzvarianten unterschieden. So
werden Klasse 4 und Klasse 5 Varianten als pathogen bezeichnet (vormals ,Mutation‘), wohingegen
Varianten der Klasse 1 und 2 als Polymorphismen bezeichnet werden. Darliber hinaus gibt es Klasse 3
Varianten, welche als ,variant of uncertain significance’, kurz VUS, bezeichnet werden. Diese kénnen
nicht eindeutig den Klasse 1 und 2 bzw. 4 und 5 zugeordnet werden, da nicht genligend Informationen
fiir diese Varianten vorliegen, oder sie nach derzeitigen Forschungsstand kontrovers bezlglich ihrer

Pathogenitat beurteilt werden (7).

Bei den 14 eigens sequenzierten Patienten fanden sich insgesamt 30 potentiell-kausale Varianten,
wovon zehn Varianten aufgrund weiterer Einschatzungen (s. unten) ndher untersucht wurden. Bei zwei
detektierten Varianten handelte es sich um genes of uncertain significance (GUS), diese wurden nicht
weiter bericksichtigt. 18 Varianten wurden den Klassen 1 und 2 zugeordnet und daher nicht weiter

untersucht. Diese Ergebnisse sind in Abb. 18 dargestellt.

18 benigne

30 detektierte Varianten Varianten (KI. 1-2)
bei 14 Patienten

10 potentiell kausale
Varianten (KI. 3-5) bei
9 Patienten

Abbildung 18: Ubersicht iiber detektierte Varianten bei den 14 eigensténdig analysierten Patienten
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Im Folgenden wird die in silico-Analyse der Varianten detailliert erlautert. Fiir die Einteilung der 30
identifizierten Varianten in die ACMG Klassen, erfolgte zunachst die Differenzierung anhand der
Einschatzung durch vier unterschiedliche Pathogenitdtsvorhersageprogramme (PolyPhen, SIFT,
Mutation Taster sowie SNP& Go, VarCards). In der untenstehenden Tabelle 22 sind die 30 detektierten
Genvarianten der AUCM-Patienten sowie die Ergebnisse der Online Pathogenitatsvorhersage-
programme (sog. Prediction-Tools) aufgelistet. Fiir eine bessere Ubersicht sind die Patienten (samt den
bei ihnen detektierten Varianten) abwechselnd blau und griin eingefarbt. Die zehn Varianten, die sich

als potentiell pathogen herausstellten und weiter untersucht wurden, sind zudem rot eingefarbt.

Tabelle 22: Detektierte Varianten (MAF<0.05%, mit Effekt auf Proteinebene)

Proben Genvariante PolyPhen SIFT Mutation SNP& Go VarCards
-ID Taster Algorithmus
KCNJ2 probably
11129-3 c.244C>T damaging deleterious | disease causing Mutation 22:23
p.(Arg82Trp)
SCN5A probably
¢.5350G>C damaging deleterious disease causing neutral 21:23
p.(Glu1784GIn)
KCNH2 probably
c.2860C>G damaging deleterious | disease causing neutral 14:23
12083-1 p.(Arg954Gly)
TAZ neutral
c.222C>A benign deleterious disease causing | polymorphis 20:23
p.(Asp74Glu) m
APOB neutral
¢.5387C>G benign tolerated polymorphism | polymorphis 2:23
p.(Thr1796Ser) m
TTN
c.47884_47887dup - - - - n.b. 1
p.(Met5963Asnfs*8)
HCN4 neutral
¢.3103C>G benign tolerated polymorphism | polymorphis 5:22
12336-1 p.(Pro1035Ala) m
MYLK probably neutral
c.3902G>T damaging tolerated disease causing | polymorphis 11:22
p.(Arg1301Leu) m
SLC2A10
c.1162C>T benign deleterious polymorphism neutral 4:23
p.(Arg388Trp)
LAMA4 probably
c.4405G>A damaging deleterious disease causing neutral 12:23
p.(Ala1469Thr)
TTN
12260-1 c.42925A>G - - polymorphism - 9:22
p.(Lys14309Lys)
COX15
c.452C>G - - - GUS 12:12
p.(Serl51Ter)

14 n.b. = nicht beurteilbar. Die Prediction-Programme eignen sich v.a fiir die Einschatzung von Aminosaure-
Substitutionen.
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MYH11
12260-1 c.5818G>A benign deleterious | disease causing - 13:23%
p.(Glu1940Lys)
MYH7 probably
12343-1 c.1633G>A damaging deleterious disease causing disease 17:22
p.(Asp545Asn)
ALMS1
c.6520G>A benign deleterious - GUS 9:20
p.(Ala2174Thr)
LMNA probably
c.568C>T damaging deleterious disease causing disease 22:23
12314-1 p.(Argl190Trp)
TTN
¢.83600C>G - - disease causing = 18:22
p.(Pro27867Arg)
TTN
c.91621G>A - - - - 19:22
12644-1 p.(Gly28900Arg)
LAMA2 probably
c.3290A>G damaging tolerated polymorphism neutral 13:23
p.(His1097Arg)

RYR2 probably
12421-1 c.2444C>T damaging deleterious | disease causing disease 18:23
p.(Pro815Leu)
FBN2 probably
c.1990A>T damaging deleterious disease causing neutral 20:23
p.(Thr664Ser)
PKP2 probably
c.1742G>A damaging deleterious disease causing disease 19:23
p.(Gly581Glu)
KCNH2
€.2833G>T benign deleterious polymorphism neutral 12:23
p.(Gly945Cys)
NOTCH1 possibly
c.6391G>T damaging deleterious polymorphism neutral 6:23
p.(Gly2131Cys)
10915-3 RYR1 Intron Variante, wodurch die Splice Site nach Angabe von
¢.11359+6 Prediction Programmen noch eher
_11359+7delCC erkannt wird
p.=
DSG2
c.828_828+2delGGT -16 - disease causing - n.b.
p.(Glu278Lysfs*11)
TTN
c.2075del - - - - n.b.
p.(Lys692Arg fs*11)
PCSK9 Intron Variante, wodurch die Splice Site nach
1616-1 c.1503G>A Angabe von Prediction
p.= Programmen noch eher erkannt wird
MYO6 possibly
€.2818C>T damaging deleterious | disease causing neutral 14:23
p.(Arg940Cys)
TTN
12332-1 €.39089C>T ’ ’ - 0:21
p.(Ala13030Val)

15 Wahrscheinlich nicht-kausal, da Prediction Programme eine verbesserte Lesbarkeit der upstream-splice site vorsagten.
16 polyPhen eignet sich nur fiir die Einschatzung von Aminosaure-Substitutionen.
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Bei der weiteren Analyse wurden alle Varianten in Genen, die bereits mit Arrhythmien oder
Kardiomyopathien assoziiert waren und eine Uberwiegend schadigende Prognose (VarCards >15:>20
oder frame-shift Mutationen) zeigten, genauer klassifiziert. Diese Varianten sind in der obigen Tabelle
22 rot markiert und werden in Tabelle 23 weiter klassifiziert. Ausgenommen waren
Basensubstitutionen in TTN, da in diesem Gen hauptsachlich Abbruchmutationen als pathogene
Varianten bekannt sind. Ebenso wurden alle Varianten, die Gberwiegend als benigne eingeschatzt
wurden und/oder einen VarCards-Algorithmus von <15:<20 hatten sowie GUS nicht berlicksichtigt.
Sofern eine vermutliche Mutation bei einer Probe detektiert werden konnte, wurden wahrscheinlich
irrelevante Varianten unklarer Signifikanz nicht weiter untersucht. So wurde bei der Probe 12083-1 die
KCNH2-Variante sowie bei der Probe 12421-1 die FBN2-Variante nicht weiter beriicksichtigt, da jeweils

eine andere Variante derselben Probe als wahrscheinlicher kausal bewertet wurde.

In 5 von 14 Proben konnte keine wahrscheinlich kausale bzw. moglicherweise kausale Genmutation
identifiziert werden. Bei den weiteren neun Proben wurden zehn potenziell kausale Genvarianten
detektiert (ein Patient war Trager von zwei potentiell schadigenden Genvarianten). Bei zwei Kindern
eines Patienten, bei welchem im Rahmen der MiSeq*Analyse eine RYR2-Mutation aufgefallen war,
zeigte sich durch die Sanger-Sequenzierung diese Mutation bei dem Sohn heterozygot, wohingegen

die Tochter des Indexpatienten in beiden Allelen die Wildtyp Variante aufwies.

Zusammenfassend wurden bei den 14 eigens analysierten Patienten insgesamt 30 Varianten
detektiert, wobei es sich bei fiinf von ihnen um Polymorphismen oder benigne Varianten der Klasse 1
handelte.'” Dariiber hinaus wurden 13 Varianten als a.e. irrelevant, d.h. als Klasse 2 Varianten,
klassifiziert.’® Ebenso fanden sich zwei Varianten in Genen unklarer Signifikanz.® Bei neun Patienten
wurden insgesamt zehn potentiell kausale Mutationen, d.h. Veranderungen der Klasse 3 - 5, gefunden.
Im Folgenden werden diese zehn Basenvarianten, die sich in der ersten Analyse als moglicherweise
kausal (Klasse 3-5) darstellten, bewertet und interpretiert sowie mit dem klinischen Phanotyp des

Patienten in Beziehung gesetzt.

17 APOB ¢.5387C>G von 12083-1, HCN4 ¢.3103C>G von 12336-1, LAMA?2 ¢.3290A>G von 12644-1, RYR1
¢.11359+6 von 10915-3, PCSK9 ¢.1503G>A von 1616-1

18 KCNH2 ¢.2860C >G und TAZ ¢.222C>A von 12083-1, MYLK ¢.3902G>T und SLC2A10 ¢.1162C>T von 12336-1,
TTN ¢.42925A>G und MYH11 c.5818G>A von 12260-1, TTN c.83600C>G von 12314-1, TTN ¢c.91621G>A von
12644-1, FBN2 c.1990A>T von 12421-1, KCNH2 ¢.2833G>T und NOTCH1 ¢.6391G>T von 10915-3, MYO6
€.2818C>T von 1616-1, TTN ¢.39089C>T von 12332-1

1% COX15 ¢.452C>G und ALMS1 c.6520G>A
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3.1.2 Beurteilung der Pathogenitat der Sequenzvarianten

Nachdem in der obigen Tabelle 22 die grobe Einschatzung der Varianten bezliglich ihrer Pathogenitat
mithilfe der Prediction-Tools erfolgt war, wurden die moglicherweise kausalen Varianten anhand der
Kriterien der ACMG weiter untersucht und in eine der flinf ACMG-Klassen eingeteilt. Hierfiir wurde
beriicksichtigt, in wieweit nicht-synonyme Austausche bei dem Protein als natiirliche Varianz
vorkommen (z-score), ob die identifizierte Verdnderung bereits als Krankheitsgen flir arrhythmische
Kardiomyopathien beschrieben wurde, mit welcher Haufigkeit die Variante in groRRen
Kontrollpopulationen (gnomAD) vorkommt und ob sie von den Vorhersageprogrammen mehrheitlich

als pathogen eingestuft wird. Das Ergebnis dieser Analyse ist in Tabelle 23 zu sehen.

Tabelle 23: Einschatzung der Pathogenitat unter Beriicksichtigung der Pathogenitats-
vorhersageprogramme, der Haufigkeit in Vergleichspopulationen sowie den Eintragen in

Datenbanken
Probe Variante Var- Bekannt in MAF in Z-Score ACMG-
Cards Datenbanken gnomAD des Gens Klasse
KCNJ2 X
11129-3 €.244C>T 22:23 (HGMD, LMSD; unbekannt 3,02 KIl. 5
p.(Arg82Trp) pubmed-ID: 16818210,
23631430)
MYH7 X gnomAD:
12343-1 c.1633G>A 17:22 (HGMD, LSMD; MAF von 6,54 KI. 5
p.(Asp545Asn) pubmed-ID: 17947214) 0,0008%
TTN
12336-1 c.47884_ - - unbekannt - KI. 5
47887dup
p.(Met15963Asnfs*8)
TTN
1616-1 c.2075del - - unbekannt - KI. 5
p.(Lys692ArgfsTer11)
DSG2 X dbSNP:
10915-3 c.828_828+2del - (dbSNP: 0.00003312% = KI.5
p.(GIu278Lysfs*11) rs786204292)
LMNA X
12314-1 €.568C>T 22:23 | (HGMD; pubmed-ID: unbekannt 3,37 K. 4
P 11897440, 22199124,
23701190 u.a.)
SCN5A
12083-1 €.5350G>C 21:23 - unbekannt 2,53 Kl. 4
p.(Glu1784GlIn)
LAMA4 X gnomAD:
12260-1 €.4405G>A 12:23 (dbSNP: 0,017% -0,67 KI. 3
PRI rs727504595)
RYR2 X gnomAD:
C..2444C>T 18:23 (dbSNP: 0,0032% ALL 5,21 Kl. 3
p.(Pr0815Leu) r5537596448) 0,0067% NFE
(2R PKP2 X gnomAD:
c.1742G>A 19:23 (dsSNP: 0,0012% ALL -0,08 KI. 3
p.(GIy581GIu) I"S866789949) 0,0027% NFE
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Zur besseren Ubersicht sind die Patienten abwechseln in blau und griin eingefarbt. Weitere Details zur
Einteilung der Varianten in eine der finf Klassen anhand der ACMG-Kriterien sind im Anhang (S. II-V)
beschrieben.

Zusammenfassend wurden bei den 14 eigens analysierten Patienten insgesamt 30 Varianten detektiert
(s. Tabelle 22). Dabei handelte es sich bei 18 von ihnen von (wahrscheinlich) benigne Varianten, die
nicht weiter berticksichtigt wurden. Ebenso fanden sich zwei Varianten in Genen unklarer Signifikanz.
Bei neun Patienten wurden insgesamt zehn potentiell kausale Mutationen, d.h. Veranderungen der
Klasse 3 - 5, gefunden: dabei wurden drei Varianten als Klasse 3, zwei Varianten als Klasse 4 sowie funf
als Klasse 5 eingestuft. Die Mutationen fanden sich dabei in neun verschiedenen Genen, wobei sieben
missense Mutationen sowie drei frame-shift Mutationen identifiziert wurden. Eine Zusammenfassung

dieser Ergebnisse ist in Abbildung 19 nachzulesen.

/ COX15, ALMS1
APOB, HCN4, LAMA2, RYR1,
5 Varianten der / PCSK9
Klasse 1 (17%)

_ 2x KCNH2, TAZ, MYLK,
13 Varianten der [ 5| C)A10, 4x TTN, MYH11,
Klasse 2 (43%) FRN2,NOTCH1, MYO6

Varianten (10%)
10 potentiell
kausale Varianten Vaﬁaﬂ?:;e(;%) —
(33%)
5 Klasse 5 KCNJ2, MYH7, 2xTTN,
Varianten (17%) DSG2

Abbildung 19: Detektierte Varianten bei den 14 selbststédndig analysierten Patienten

2 GUS (7%)

18 benigne
Varianten (60%)

30 detektierte Varianten

Finf der vierzehn untersuchten Patienten zeigten keine relevanten, potentiell-kausalen
Genmutationen. Bei diesen ist die Genese ihrer Herzerkrankung entweder nicht genetisch oder aber
durch eine Mutation in einem hier nicht untersuchten Gen verursacht. Bei diesen Patienten ist die
genetische Analyse folglich nicht abschlieRend beendet und sollte, bei Verfiigbarkeit weiterer Gene

fortgefiihrt werden.

In den folgenden Abschnitten werden die detektierten Varianten einzeln vorgestellt.
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Identifizierte Klasse 5 Varianten

Beurteilung der Variante KCNJ2 (c.244C>T)

Die hier untersuchte Patientin lberlebte im Jahr 2010 im Alter von 20 Jahren einen plétzlichen
Herztod. Zuvor gab es keinerlei Hinweise fiir eine kardiale Erkrankung. Im Rahmen des anschlieRenden
Krankenhausaufenthaltes zeigte sich eine deutliche Zunahme von VES unter der Katecholamin-

Therapie, dennoch waren die Diagnosekriterien fir eine CPVT nicht ausreichend erfiillt.

Die Probe der Patientin wies eine heterozygote, potenziell-kausale Genvariante (c.244C>T,
NM_000891.2) im Exon 2 des KCNJ2-Gens auf (s. Abb. 20). Diese fiihrt zu einem Austausch von Arginin
zu Tryptophan an Position 82 im Protein (p. (Arg82Trp)). Das Gen KCNJ2 kodiert fiir den einwarts
gleichgerichtenden spannungsgesteuerten Kaliumkanal Kir2.1, der vor allem in Skelett- und
Herzmuskelzellen exprimiert wird und in Letzteren vor allem wichtig fir die Repolarisation der
Myokardzellen nach jeder Kontraktion sowie fiir die Stabilisierung des Ruhemembranpotenzials ist.
Die detektierte KCNJ2-Variante ist bei HGMD® als Variante bekannt und mit zwei Eintragen in ClinVar®
als pathogen eingestuft. Darliber hinaus treten KCNJ2-Mutationen mit deutlich erhéhter Pravalenz
gegeniber der Normalbevolkerung bei Personen mit Andersen-Tawil-Syndrom auf (46). Weitere
Einschatzungen der Pathogenitadt der Mutation kdnnen in der obenstehenden Tabelle 23 nachgelesen
werden. Insgesamt kann die detektierte Basensubstitution als Klasse 5 Variante (,pathogen®)

bezeichnet werden und ist mit der Klinik der Patientin gut vereinbar.

GAD AT uG{”GGéGGTGég GeTG
iGACA'l:TCBCTGGCGGTGB.&.TGCTG

Abbildung 20: missense-Mutation (C>T) im KCNJ2-Gen an der Position c.244

Das Andersen-Tawil-Syndrom wurde erstmals 1971 von Ellen Andersen in ihrer Publikation
,Intermittent muscular weakness, extrasystoles, and multiple developmental anomalies’ beschrieben
(47). In der aktuellen Literatur wird tGber eine Trias aus periodischer Paralysis, ventrikuldrer Arrhythmie

und verlangerten QT-Intervall berichtet, zusatzlich zu physischen Anomalien. Die Diagnose des
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Andersen-Tawil-Syndroms wird in Kombination einer charakteristischen Klinik mit der Identifizierung
einer KCNJ2-Mutation gestellt (48). Bei der untersuchten Patientin wurde bislang kein Verdacht des
Andersen-Tawil-Syndroms geduBert und es finden sich in der Patientenakte keine Beschreibungen
weiterer Charakteristika der Erkrankung, wie Entwicklungsanomalien. Dies sollte bei der Patientin zum
nachst moglichem Zeitpunkt nachuntersucht werden, um der Patientin die bestmogliche Therapie

gewahrleisten zu kénnen.

Beurteilung der Variante MYH7 c.1633G>A

Bei dem heute 37-jahrigen Patienten wurden mittels EKG ventrikuldre Extrasystolen mit mindestens
drei Morphologien dokumentiert. Ebenso konnten symptomatische, nicht anhaltende VT unter
Belastung festgestellt werden. Im Kardio-MRT erschienen die vier Herzkammern durchweg
grenzwertig grof3, wiesen jedoch alle eine normwertige Ejektionsfraktion auf. Im linken Ventrikel fand
sich darliber hinaus jedoch eine auffillige Hypertrabekularisierung, ohne dass die Kriterien fiir eine

linksventrikuldare Non-Compaction Kardiomyopathie erfiillt werden konnten.

Die Probe 12343-1 des Patienten zeigte eine heterozygote, Genmutation im MYH7-Gen (c.1633G>A),
wie in Abb. 21 zu sehen ist. Durch Letztere kommt es an Position 545 (p.(Asp545Asn)) zu einem
Austausch von Asparaginsaure zu Asparagin. Der physiochemische Unterschied zwischen den beiden
Aminosauren ist als gering einzustufen (Grantham distance: 23 [0-215]), jedoch ist Asparaginsaure
hochgradig (bis hin zu zwolf Spezies) konserviert. Die Variante kommt in Vergleichspopulationen selten
vor, genauer gesagt mit einer MAF von 0,00081%. Der Aminosaureaustausch verursacht nach Angaben
der HGMD® eine Non-Compaction Cardiomyopathie (46). Ebenso war die Variante bei ClinVar® gelistet,

als likely pathogenc fiir einen kardiovaskuldaren Phanotyp und als uncertain significance fir HCM.

. ||f||1|'|,,'|.p1 _I'11||\1 r“f "n|’|r|}.l|1“
_ JU_\J_HJ_H,'_\JI | H_H“'f '-}_ L'I_U\u"\\.'_y ! | )lﬁ_'u'_h' \._i)_l“itlfﬂ i

TETTOCCCCAAGGCCACCSACAT GACC T TCAAGG CH

Abbildung 21: missense-Mutation (G>A) im MYH7-Gen an Position c.1633
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Das MYH7 codiert fur die schwere B-Kette des kardialen Myosins und ist somit essentiell fiir den
Aufbau und die Kontraktion von Muskelfasern, vor allem in den Ventrikeln sowie in Typ-I-Muskelfasern
der Skelettmuskulatur. Veranderungen der Gensequenz des MYH7-Gens beeinflussen die
Kontraktionsgeschwindigkeit des Herzmuskels, so sind Mutationen des Gens assoziiert mit der HCM,
der DCM und einer Form von Muskeldystrophie (49). Die Aminosauresubstitution erfolgt in einem
funktionell wichtigen Abschnitt des Proteins und zwar dem Myosin-Kopf, der sogenannten

Motordomaéne, welche essentiell fir die Herzmuskelkontraktion ist.

Das klinische Erscheinungsbild des Patienten ist gut mit der detektieren Genmutation zu vereinbaren.
Aufgrund der in Tabelle 23 aufgelisteten sowie der oben genannten Einschatzungen wurde die

detektierte Variante gemalRk der ACMG-Klassifizierung als Klasse 5 Variante (,pathogen’) eingestuft.

Beurteilung der Variante TTN c.47884_47887dup

Bei der heute 43-jahrigen Patientin wurde echokardiographisch eine stark verminderte Pumpfunktion
des linken, leicht dilatierten Ventrikels bei einer Ejektionsfraktion von 25% festgestellt. Eine KHK sowie
strukturelle Veranderungen konnten ausgeschlossen werden. Elektrokardiographisch wurden bei der
Patientin Breitkomplex-Salven sowie polymorphe VES mit zwei Morphologien dokumentiert. Die VES
Last betrug ca. 28% aller Herzaktionen. Es erfolgte schlielRlich eine Versorgung mit einem externen
tragbaren Defibrillator (LifeVest®). Zudem wies die Patientin eine positive Familienanamnese beziiglich

des plotzlichen Herztodes auf.

Die Genanalyse zeigte eine frame-shift Mutation durch Basenduplikation im Exon 257 des Titin-Gens
auf, was zu einer Verschiebung auf Proteinebene fiihrte (p.(Met15963Asnfs*8). Der
Mutationsnachweis mittels Sanger-Sequenzierung ist in Abbildung 22 dargestellt. Ein pathogener
Effekt der hier detektierten heterozygoten c.47884 47887 Duplikation, welche bisher noch nicht in
der Literatur beschrieben ist, ist sehr wahrscheinlich, da aufgrund des frame-shift die Translation
frihzeitig terminiert, was zu einer Degradation der RNA (nonsense mediated decay) oder zumindest

zueinem veranderten Aufbau des Proteins flihrt (49).
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Abbildung 22: frame-shift Mutation durch Duplikation von ACAA im TTN-Gen an Position
c.47884_47887

Humanes Titin besteht aus ca. 34.350 Aminosduren und stellt somit das GroRte aller derzeit bekannten
menschlichen Proteine dar (7). Titin ist Bestandteil der Sarkomere, i.e. den funktionellen Einheiten
eines Muskels, und sorgt unter anderem durch seine Elastizitat flir die Stabilitat der fir die Kontraktion
wichtigen Proteine, wie Aktin oder Myosin (49). TTN-Mutationen sind mit einer Vielzahl von
Erkrankungen assoziiert, so wie einer Reihe von Muskeldystrophien. Dartiber hinaus stellt Titin eines
der Hauptgene der DCM dar (49). Die hier detektierte frame-shift Mutation fihrt zu einem Stopp-
Codon acht Positionen nach der Aminosaure Methionin, welche die 15 963. Aminosaure der insgesamt
34 350 Aminosauren des Titins darstellt (49). Die Translation endet bei weniger als der Halfte des

urspriinglichen Proteins und flihrt sehr wahrscheinlich zu funktionellen Ausféllen desselben.

Somit handelt es sich um eine Nullvariante im Titin-Gen, in welchem ein Funktionsverlust ein
bekannter Pathomechanismus ist (50). Folglich liegt ein pathogenic very strong—Kriterium nach ACMG
vor, die detektierte Variante ist daher als Klasse 5 Variante (,pathogen’) einzustufen. Auch passt die

Klinik der Patientin gut zu der detektierten Genmutation.

Beurteilung der Variante TTN c.2075del

Die damals 72-jahrige Patientin Uberlebte im November 2011 einen plotzlichen Herztod bei
Kammerflimmern und zeigte zudem eine dilatative Kardiomyopathie mit mittelgradig reduzierter LVEF
(45%) sowie apikal betonte Hypertrabekularisierung. Bereits zuvor hatte die Patientin immer wieder
Prasynkopen erlitten und Palpationen verspiirt. Ebenso bestand eine positive Familienanamnese fir

Arrhythmien und den SCD.

Die dazugehorige Probe 1616-1 wies einen frame-shift im Titin-Gen auf, bedingt durch eine Deletion
von zwei Nukleotiden, wodurch es zu einer vorzeitigen Bildung eines Stopp-Codons elf Tripletts spater

kommt (p.Lys692ArgfsTerl1). Die frame-shift Mutation ist in Abb. 23 dargestellt.
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Abbildung 23: frame-shift-Mutation durch Deletion der Base A im TTN-Gen an Position c.2075

Das Gesamtprotein ist somit signifikant verkiirzt, insbesondere da die Rasterschubmutation bereits im
Exon 13 vorliegt. Das gesamte TTN-Gen besteht aus 365 Exonen, sodass ein vorzeitiger Abbruch im
Exon 13 eine signifkante Verkirzung des Proteins bedeutet und eine regelrechte Funktionalitat des

Proteins auBerst fragwirdig ist.

Zusammenfassend handelt es sich um eine Nullvariante im Titin-Gen, in welchem ein Funktionsverlust
ein bekannter Pathomechanismus ist (50). Somit ist das very strong pathogenic — Kriterium nach ACMG
erfillt, sodass die Variante als Klasse 5 Mutation einzustufen ist. Insgesamt ist die detektierte

Genmutation sehr gut mit der vorliegenden Kardiomyopathie zu vereinbaren.

Beurteilung der Variante DSG2 ¢.828_828+2del

Bei dem hier untersuchten 26-jahrigen Patienten bestand eine ausgepragte rechtsventrikulare
Dilatation mit einer hochgradig eingeschriankten Ejektionsfraktion von 17% sowie eine
Trikuspidalklappen-Insuffizienz 11°. Dariiber hinaus bestanden ventrikuldre Extrasystolen sowie ein
inkompletter Rechtsschenkelblock. Wahrend im MRT typische ARVC/D-Verinderungen beschrieben
wurden, konnte durch eine Biopsie trotz Nachweis einer lipomatdsen Infiltration keine sichere

Diagnosestellung einer ARVC/D erfolgen.

Die DNA Probe des Patienten zeigte eine heterozygote Verdnderung im DSG2-Gen (c.828+2del,
p.Glu278Lysfs*11) und zwar eine Deletion von drei Nukleotiden, die an der letzten Position des Exons
beginnt und auch die ersten beiden Basen des nachfolgenden Introns betrifft. Auf mRNA Ebene liegt
damit eine 1-Basenpaar-Deletion vor und zudem ist die angrenzende Splice Site betroffen. Der genaue
Effekt dieser Mutation auf Proteinebene ist nicht vorhersagbar. Der Mutationsnachweis mittels

Sanger-Sequenzierung ist in Abbildung 24 dargestellt.
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Abbildung 24: frame-shift Mutation im DSG2-Gen durch Deletion von GGC an Position c.828+2

Das Desmoglein2-Gen (DSG2; Chr. 18qgl12; 1.118 Aminosduren) kodiert ein interzellulares,
desmosomales Adhdsionsprotein  und verursacht eine Hauptform der arrhythmogenen,
rechtsventrikuldaren Kardiomyopathie (ARVC-10) (51). Dariiber hinaus kommt die Verdnderung in
einem grofRen Kontrollkollektiv (>5.000 Personen; ExomeVariantServer) nicht vor. Somit sind fir die
Variante zwei pathogenic moderate-Kriterien nach ACMG erfillt. Da es sich hierbei um eine
Nullvariante in einem Gen, in welchem ein Funktionsverlust ein bekannter Pathomechanismus ist,
handelt, ist zusatzlich das very strong pathogenic-Kritierium nach ACMG erfillt. In vitro
Expressionsdaten hinsichtlich der funktionellen Auswirkung der Genmutation sind nicht bekannt. Eine
Kausalitat der Mutation mit der Erkrankung ist insgesamt dennoch wahrscheinlich, weil die Mutation
aufgrund ihrer Lage innerhalb des Proteins biochemisch relevant ist und in einer hoch-konservierten
Domane liegt. Verschiedene Pathogenitdtsprogramme (MaxEnt, NNSPLICE, SSF), welche in silico die
Auswirkungen auf die nachst liegende splicesite bewerten, haben einen Ausfall der benachbarten

splicesite errechnet und legen somit einen biochemischen (und damit pathogenen) Effekt nahe.

Zusammenfassend wurde die Variante als Klasse 5 Variante klassifiziert. Bezlglich der
Krankheitskausalitat ist die detektierte DSG2-Variante sehr gut mit dem Krankheitsbild des Patienten

vereinbar und als sehr wahrscheinlich kausal anzusehen.
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Identifizierte Klasse 4 Varianten

Beurteilung der Variante SCN5A ¢.5350G>C

Die heute 28-jahrige Patientin litt seit 2010 an rezidivierenden Synkopen in emotionalen sowie
korperlichen  Stresssituationen sowie polymorphen  ventrikuldren Extrasystolen in
Belastungssituationen. Es erfolgte eine ICD-Implantaion, welcher seitdem mehrfach Schocks bei
Extrasystolie getriggterten Kammerflimmern abgegeben hatte. Ebenso wurden zahlreiche nicht-
anhaltende ventrikuldre Tachykardien detektiert. Zudem bestand eine deutlich positive

Familienanamnese fiir den plotzlichen Herztod.

Die dazugehorige Probe 12083-1 zeigte eine heterozygote Variante im SCN5A-Gen (NM_198056.2,
€.5350G>C), welche als Ursache der Erkrankung angesehen werden kann. Der Nachweis der Missense
Mutation ist in Abbildung 25 dargestellt. Durch den Austausch der Guanin- zu einer Cytosin-Base im
Exon 28 kodiert das Basentriplett fiir Glutamin statt fir Glutaminsdure an Position 1784
(p.(Glu1784GIn)). Letztere ist an dieser Position hoch konserviert (bis hin zu neun Spezies), wenn auch
der physiochemische Unterschied zwischen bei beiden Aminosduren gering ist (Grantham distance von
29 [0 — 215]). Das SCN5A Gen kodiert fir einen Proteinbaustein eines spannungsgesteuerten
Natriumkanals, durch welchen positiv geladene Natrium-lonen in die Zelle strémen kdnnen. Der
kardiale Natriumkanal SCN5A spielt eine Schlisselrolle zu Beginn eines kardialen Aktionspotentials.

Mutationen des SCN5A Gens konnen das LQT Typ 3 Syndrom verursachen sowie das Brugada Syndrom

1. Ebenso wurden sie bereits im Zusammenhang mit dem plotzlichen Kindstod beschrieben (49).
Ll
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Abbildung 25: missense-Mutation (G>C) im SCN5A-Gen an Position c.5350

Die identifizierte Basensubstitution ist in der HGMD® unbekannt, allerdings ist an dieser Position der
Austausch des Guanins zu Cytosin, welcher die Substitution von Glutamat zu Lysin bedingt, unter

anderem als wahrscheinlich kausal fir ein LQT-3-Syndrom beschrieben. Zudem erfolgt der Austausch
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in einer hoch konservierten Domane des Proteins mit zahlreichen, negativ geladenen Aminosauren
(52). Da auch Glutamin (hier detektierte Aminosaurensubstitution) wie Lysin neutral geladen ist, wird
es durch den Austausch vermutlich zu denselben strukturellen Einschrankungen kommen wie in der
Publikation beschrieben. Aufgrund der Konservierung der ausgetauschten Aminosaure, der
Lokalisation der Veranderung in einem funktionell wichtigen Bereich sowie der unbekannten
Allelfrequenz kann die Genvariante durchaus kausal flr die Symptomatik der Patientin sein. Insgesamt

ist die Genvariante als Klasse 4 Variante zu klassifizieren.

Beurteilung der Variante LMNA ¢c.568C>T

Die heute 40-jahrige Patientin berichtete seit 2016 bestehende Palpationen, eine einmalige
Prasynkope sowie verminderte korperliche Belastbarkeit. Elektrokardiographisch fielen vereinzelt
monomorphe VES auf, welche sowohl in Ruhe als auch unter Belastung auftraten. Zudem stellte sich
der linke Ventrikel in der Echokardiographie etwas vergroRert bei normwertiger LVEF dar. Bei einer
nachfolgenden Katheteruntersuchung konnte eine KHK sowie ein Shunt-Vitium ausgeschlossen
werden. Darliber hinaus zeigte die Patientin eine hochpositive Familienanamnese fiir die dilatative
Kardiomyopathie und den SCD (u.a. Mutter, GroBonkel und GroBmutter mutterlicherseits, Cousins,

Tante und Onkel miutterlicherseits).

Die Probe 12314-1 zeigte eine heterozygote Mutation im LMNA-Gen, welche als kausal fir DCM
beschrieben wird. Der Mutationsnachweis mittels Sanger-Sequenzierung ist in Abbildung 26
dargestellt. Durch den Austausch einer Cytosin-Base zu Thymin im Exon 3 des LMNA Gens wird an
Position 190 (p.(Arg190Trp)) des Proteins statt Arginin die Aminosadure Tryptophan eingebaut. Dieser
Austausch wird bei dsSNP°, Uniprot® als auch bei drei Verdffentlichungen in ClinVar® als pathogen
eingestuft. Die Variante ist in entsprechenden Kontrollpopulationen sehr selten. In einer der
publizierten Veroffentlichungen beziiglich der LMNA-Variante wurden die funktionellen in vitro und in
vivo Auswirkungen untersucht, wobei die Kausalitat der LMNA-Variante fiir eine DCM nicht eindeutig
nachgewiesen werden konnte (53). Daher und aufgrund der in Tabelle 23 angegeben Merkmale der
Variante lasst sich diese Basensubstitution als Klasse 4 Variante (,moglicherweise pathogen®)

einordnen.

Insgesamt kann die Erkrankung der Patientin als AUCM mit dilatativen Verlauf beschrieben werden

und ist konform mit der hier detektierten Variante im LMNA-Gen.
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Abbildung 26: missense Mutation (C>T) im LMNA-Gen an Position c.568

Das LMNA (Lamin A/C) Gen kodiert hauptsachlich fiir die Strukturproteine Lamin A und Lamin C, bei
welchen es sich um Intermedidrfilamente handelt, die unter anderem zusammen mit weiteren
Proteinen die Zellkernhiille (auch: nukledre Lamina) bilden (49). Verdnderungen im LMNA-Gen werden
beispielsweise mit dem Hutchinson-Gilford-Syndrom, diversen Muskeldystrophien und der dilatativen

Kardiomyopathie assoziiert.

Identifizierte Klasse 3 Varianten

Beurteilung der Variante LAMA4 c.4405G>A

Bei der hier untersuchten 37-jahrigen Patientin wurden ein leicht dilatierter linker Ventrikel sowie ein
maligner Mitralklappenprolaps, welcher sekundar im Rahmen einer dilatativen Kardiomyopathie
auftreten kann, festgestellt. Zudem wurden monomorphe ventrikulare Extrasystolen in Ruhe sowie
pleomorphe Couplets ventrikuldrer Extrasystolen unter Belastung dokumentiert, ebenso weist die
Patientin eine positive Familienanamnese fiir den SCD auf und wurde prophylaktisch mit einem ICD
versorgt. Die zugehorige Probe 12260-1 wies eine heterozygote, potentiell-kausale Mutation im
LAMA4-Gen auf, genauer gesagt eine Missense Mutation an Position c.4405, welche zu einem
Austausch der Aminosdure Alanin zu Threonin an Position 1469 (p.(Ala1469Thr)) fuhrt. Der

Mutationsnachweis mittels Sanger-Sequenzierung ist in Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27: Heterozygote missense-Mutation (G>A) im LAMA4-Gen an Position c.4405

LAMAA4 steht flir Laminin Untereinheit Alpha 4. Das Gen codiert fiir eine der drei Ketten der Laminin-
Glykoproteine, welche neben den Kollagenen den Hauptbestandteil von Basalmembranen ausmachen.
Dadurch sind die Laminine in eine Vielzahl von biologischen Prozessen involviert, wie beispielsweise
der Zelladhasion, der Differenzierung und der Zellmigration. Funktionell relevante Mutationen im
LAMAA4 Gen fihren unter anderem zu zwei verschiedenen Formen der DCM (49). Die hier detektierte
Variante ist bei ClinVar’ und dbSNP® gelistet, jedoch als uncertain significance klassifiziert. Die
Allelfrequenz der Genvariation liegt bei Europaer bei 0,017% und ist damit im Vergleich zur Pravalenz
der DCM (0,0001%) deutlich hoher. Die Sequenzvariation entspricht insgesamt weder den
Anforderungen fir eine Klassifizierung als benigne (KI. 1 oder 2) noch denen fiir pathogene Varianten
(KI. 4 oder 5). Aufgrund der nicht ausreichenden Literatur bezliglich der Genvariante sowie der deutlich
héheren Allelfrequenz im Vergleich zur Inzidenz, ist diese Variante als Klasse 3 Variante (variant of
uncertain significance, VUS) eingestuft worden. Das Krankheitsbild der hier untersuchten Patientin ist

(unter Vorbehalt) mit der vorliegenden Genvariante zu vereinbaren.

Beurteilung der Varianten RYR2 ¢.2444C>T und PKP2 c.1742G>A

Bei dem hier untersuchten, damals 52-jdhrigen Patienten bestanden polymorphe ventrikulare
Extrasystolen in Ruhe und Belastung. Ein Kardio-MRT war nicht beweisend fir eine ARVC/D, jedoch
fanden sich dabei fokale KM-Anreicherungen sowie eine Hypertrophie des Ventrikelseptums. Die
zugehorige Probe 12421-1 wies eine heterozygote PKP2-Mutation auf sowie darliber hinaus eine
heterozygote, potentiell-kausale RYR2-Mutation. In Abbildung 28 und 29 ist der Nachweis beider

missense Varianten mittels Sanger Sequenzierung dargestellt.
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Abbildung 28: missense Variante (G>A) im PKP2-Gen an Position c.1742

\Ge\a\__ChJ'HxTTTCTCT CCTCCACCSTEGGETAT GCT

NG AATTCAAATTTCTTCCTCCACCZTGGGTAT SCT

Abbildung 29: missense Variante (C>T) im RYR2-Gen an Position c.2444

Die detektierte PKP2 Variante sorgt fir einen Austausch von Glycin zu Glutaminsaure an Position 581
(p.(Gly581Glu)). Mit Glycin an dieser Position handelt es sich um eine hochkonservierte Aminoséaure,
welche bis hin zu acht Spezies konserviert ist. Der physiochemische Unterschied zwischen den beiden
Aminosauren ist allerdings als gering einzustufen mit einer Grantham distance von 98 [0-215]. Die PKP2
Variante ist zweimal bei ClinVar® bekannt und dort als variant of uncertain signifance eingestuft. Die
Allelfrequenz ist mit 0,0027% bei nicht-finnischen Europdern angegeben. Insgesamt sind lediglich ein
pathogenic supporting Kriterium sowie ein moderate Kriterium nach ACMG erfiillt, womit die Variante,

wie auch bei den ClinVar® Berichten, als VUS (Klasse 3) eingeordnet werden muss.

Das PKP2 Gen kodiert fur Plakophilin-2, ein Protein, was sich vor allem in den Zellen des Myokards
findet und dort am Aufbau der Desmosomen beteiligt ist. Somit ist Plakophilin-2 an der Zellstabilitat
wie auch an der Signalweiterleitung zwischen Kardiomyozyten beteiligt. PKP2 ist eines der Hauptgene,
in welchen Mutationen, die zu der ARVC/D fihren, zu finden sind. Durch Mutationen im PKP-2 Gen
kénnen abnorme Desmosomen entstehen, wodurch die Zellen des Myokards nicht mehr ausreichend
miteinander verbunden sind und Apoptose begehen, vor allem unter Zellstress-Situationen. Die

zerstorten Strukturen werden durch Fett- und Bindegewebe ersetzt, wodurch langfristig die Wand des
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rechten Ventrikels dilatiert und es aufgrund der gestorten Signalweiterleitung zwischen den

Kardiomyozyten zu Arrhythmien kommen kann (49).

Dariiber hinaus wurde zusatzlich eine RYR2 Variante detektiert, durch welche es an Position 815 zu
einem Austausch der hochkonservierten Aminosaure Prolin zu Leucin (p.(Pro815Leu)) kommt. Auch
diese Variante ist bei ClinVar® bekannt und ebenfalls als VUS beschrieben. Die Allelfrequenz ist bei

gnomAD° mit 0,0067% bei nicht-finnischen Europ3ern angegeben.

Das Gen RYR2 kodiert fir den Ryanodin Rezeptor 2 und gehort zu der Familie der Ryanodin-
Rezeptoren, welche in den sarkoplasmatischen Retikula der Kardiomyozyten Kandle fiir positiv
geladene Kalzium-lonen bildet. Durch die Freisetzung von Ca*-lonen aus dem sarkoplasmatischen
Retikulum in das Cytoplasma kommt es zur Kontraktion der Herzmuskelzellen (49). Da bei dieser
Variante lediglich zwei pathogenic supporting-Kritierien sowie ein moderate-Kriterium nach ACMG

erfillt sind, ist diese wie auch die oben beschriebene PKP2 Variante als VUS (Klasse 3) einzuordnen.

Der uneindeutig arrhythmische Phanotyp des Patienten ist unter Vorbehalt mit den detektieren
Genvarianten zu vereinbaren. Zusatzlich wurden beide Kinder des Patienten genotypisch auf die zwei
detektierten Genvarianten getestet. Dabei wurde bei Beiden die PKP2 Variante nachgewiesen, die
RYR2 Variante jedoch nur bei dem Sohn (Jahrgang 2002). Bei der Tochter des Patienten (Jahrgang 2004)
lagen beide Allele des RYR2 Gens als Wildtyp vor. Beide Kinder sind derzeit kardial asymptomatisch,
jedoch sollte bedacht werden, dass eine altersabhangige Krankheitsmanifestation vorliegen kdnnte,

weshalb insbesondere bei dem Sohn regelmaRige Kontrollen zu empfehlen sind.

3.1.3 Retrospektive Auswertung der identifizierten Genvarianten in einem

Patientenkollektives von 43 AUCM Patienten

Um eine bessere statistische Auswertung bezliglich kausaler Gene der AUCM zu erhalten, wurden
zusatzlich zu den 14 eigenstandig analysierten Patienten bei weiteren 43 AUCM Patienten, bei welchen
bereits in der Vergangenheit ein next-generation sequencing erfolgt war, die detektierten
Genvarianten naher analysiert. Dabei konnte bei 16 weiteren Patienten mindestens eine potentiell
kausale Genmutation (KI. 4 o. 5) detektiert werden, wohingegen bei 17 AUCM-Patienten keine
pathogene Variante identifiziert wurde. Bei zehn Patienten fand sich keine wahrscheinlich kausale
Variante, aber mindestens eine VUS (Kl. 3). Eine graphische Darstellung der ACMG Klassen dieses
Teilkollektives aus 43 Patienten ist in Abbildung 30 zu sehen. Nahere Details zu der Klassifizierung des

Teilkollektives mittels der ACMG Kriterien sind im Anhang (Tabelle 33) nachzulesen.
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Abbildung 30: Aufteilung der Patienten anhand der bei ihnen detektierten Varianten

Manche Patienten wiesen dabei mehrere Sequenzvarianten auf, so gab es bei 43 Patienten insgesamt

56 detektierte Varianten. Davon waren 23 Varianten den Klassen 1 und 2 zuzuordnen. Die Tabelle 24

fuhrt sieben Varianten der Klasse 5 und elf detektierte Varianten der Klasse 4 des Teilkollektives von

43 Patienten auf. In Tabelle 25 sind 15 Varianten der Klasse 3 aufgefiihrt.

Tabelle 24: Potenziell kausale Genvarianten (KI. 4 und 5) bei 43 AUCM Patienten

Patienten-ID Gen ACMG-Klasse | Basenaustausch Aminosdurenaustausch
der Probe (c....) (p. ...)

12590-1 PKP2 5 1664del Phe555Ser fs*8
11122-3 DSP 5 2616dup GIng73Thrfs*5
12026-1 MYBPC3 5 3791G>T Cys1264Phe
12100-1 DSC2 5 510C>G Tyr170*

12144-1 KCNH2 5 3400C>T Argl1134*
12507-1 ABCC9 5 3475del Asp1159Thr fs*43
12144-1 DSG2 5 852_855delTCAA Val286Alafs*2
11979-1 DES 4 1205T>C 1le402Thr
11441-1 DSG2 4 1003A>G Thr335Ala
12181-1 RBM20 4 3584 C>A Ser1195Tyr
12003-3 DTNA 4 2195 T>C Leu732Pro
11014-3 DSP 4 293 G>C Gly98Ala

12158-1 ACTN2 4 1657-2del Leu554Aspfs*s
12576-1 DES 4 407T>C Leu136Pro
12100-1 SCN5A 4 193C>T Pro65Ser
12438-1 CACNA1C 4 2399A>C Lys800Thr
11420-1 RYR2 4 4069G>C Asp1357His
12657-1 LMNA 4 1232dup Gly412Trpfs*14

70



Tabelle 25: Detektierte variants of uncertain significance (Kl. 3) bei AUCM Patienten

Patienten-ID Genvariante | Basenaustausch Aminosadurenaustausch
der Probe (c...) (p. ...)
12026-1 DSP 4109T>A Ile1370Asn
12026-1 DSC2 1750A>G lle584Val
622-1 CALR3 356A>G GIn119Arg
12294-1 TGFB2 161dup Glu55Argfs*5
12126-1 ANK2 10831G>A Asp3611Asn
1040-1 SGCD 731C>T Pro244Leu
12489-1 MURC c.1091C>T Ser364Leu
12047-1 DSP 7994C>T Thr2665Met
12583-1 DSG2 2405A>G Glu802Gly
12100-1 RBM20 686A>G Tyr229Cys
12135-1 CACNB2 265G>A Glu89Lys
12507-1 TRDN 691A>G Lys231Glu
11420-1 DES 1040G>A Arg347Lys
12144-1 AKAP9 2836 G>C Glu946Gin
12432-1 TGR3 806A>G Asn306Asp

3.1.4 Die AUCM ist eine heterogene Erkrankung

Ein Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von Genen, welche kausal fir die Entstehung der
arrhythmogenen unklassifizierten Kardiomyopathie verantwortlich sind. Dazu wurden Blutproben von
Patienten des IfGH durch next-generation sequencing untersucht und die detektierten Genvarianten

ausgewertet.

Zur Auswertung lagen insgesamt 57 AUCM Patienten vor, welche zum Teil bereits sequenziert worden
waren. 14 Patienten wurden eigenstindig mit einem MiSeq® Run analysiert und die detektierten
Genvarianten zusatzlich mit der Sanger-Sequenzierung verifiziert. Der Genotyp der anderen 43
Patienten war im Vorfeld dieser Arbeit analysiert worden. Das gesamte AUCM-Patientenkollektiv
umfasste Proben von 42 Frauen und 15 Méanner, was einem Verhéltnis von 2,8:1 entspricht. Das
mittlere Alter aller in die Analysen eingeschlossenen Patienten betrug 38,51 Jahre bei

Diagnosestellung. Die Altersspanne bei Diagnosestellung reichte dabei von 17 bis 73 Jahren.
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In Abbildung 31 ist die Altersverteilung der Patienten graphisch dargestellt. Bei allen Patienten bestand
eine kardiale Symptomatik mit teils arrhythmischem, teils kardiomyopathischem Schwerpunkt. Die
Diagnose der arrhythmogenen unklassifizierten Kardiomyopathie wurde Uberwiegend von

Kardiologen des Universitatsklinikums Miinster gestellt.

15 4
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<20 Jahre 20-29 Jahre30-39 Jahre40-49 Jahre50-59 Jahre >60 Jahre

Abbildung 31: Altersverteilung der in die Untersuchung eingeschlossenen Patienten

Von den insgesamt 57 Patienten fand sich bei 23 Patienten mindestens eine eindeutig-kausale
Mutation, bei 12 Patienten (mindestens) eine Variante unklarer Signifikanz (VUS) sowie bei 22
Patienten keine kausale Mutation. Die Sensitivitdt der Panel-basierten Sequenzanalyse lag in Bezug auf
das gesamte AUCM Patientenkollektiv demnach bei 61,4 %, was als Hinweis daflr gesehen werden
kann, dass diese Erkrankung zum groBen Teil genetisch bedingt ist. Die Ergebnisse sind in Abbildung

32 graphisch dargestellt.

Genvarianten in allen untersuchten
Proben (n=57)

B Mutation (n=23)
M keine Mutation (n=22)

VUS (n=12)

Abbildung 32: Anteil der untersuchten Proben mit positivem Genbefund (Mutation oder VUS) bzw.

ohne kausale Genmutation
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In Bezug auf den Mutationstyp wurden in der Gruppe der als Mutation oder VUS eingestuften
Varianten 33 Punktmutationen, darunter 31 missense Mutationen und zwei nonsense Mutationen,

sowie zehn frame-shift Mutationen identifiziert.

Insgesamt scheint die AUCM eine variable Penetranz, insbesondere in Bezug auf die altersabhangige
Penetranz, zu haben und diversen Umweltfaktoren zu unterliegen. Dies zeigt sich insbesondere in der

breiten Varianz des Alters bei Erstdiagnose der AUCM (17-73 Jahre).

Durch die Analysen konnte zudem festgestellt werden, dass die genetische Komponente der AUCM
sehr heterogen ist und verschiedene Gruppen von kardialen Krankheitsgenen fiir die Erkrankung
verantwortlich sind. Das heiBt, es gibt nicht ein bestimmtes AUCM-verursachendes Gen bzw. eine
bestimmte kausale Mutation, sondern vielmehr eine ganze Bandbreite von Genen, in denen
Mutationen zu der Erkrankung fihren. Die Verteilung der detektierten Varianten ist in Abbildung 33

dargestellt.

Betroffene Gene (n=41)

3%

= DSP Mut. (n=3)
m DSP VUS (n=1)
m DSG2 Mut. (n=3)
® DSG2 VUS (n=1)
= DES Mut. (n=2)
595 ™ DES VUS (n=1)
= SCN5A Mut. (n=2)
® TTN Mut. (n=2)
LMNA Mut. (n=2)

B Gene mit einer Mut. (n=9)

B Gene mit einer VUS (n=10)

B Gene mit einer Mut. und einer VUS (n=5)

Abbildung 33: Verhdiltnis der Gene mit detektierten Varianten zueinander
(Mut. = Mutationen)

Insgesamt wurden im Rahmen dieser Arbeit 27 potentiell-pathogene Varianten der Klasse 4 und 5 in
19 verschiedenen Genen detektiert. Am haufigsten fanden sich dabei Genmutationen in
Strukturgenen, welche am Aufbau des Herzmuskelgewebes beteiligt sind, und zwar insbesondere in
Genen, die flr Proteine der Desmosomen kodieren und als Krankheitsgene fir die ARVC/D bekannt

sind. Dazu zahlen das DSP Gen (3 Mutationen), das DSG2-Gen (3 Mutationen), PKP2 und DSC2 (beide
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je eine Mutation). Darliber hinaus konnten Genmutationen in bekannten Krankheitsgenen fir die DCM
und/oder HCM identifiziert werden, wie TTN (2 Mutationen), DES (2 Mutationen), LMNA (2
Mutationen), MYH7 und RBM20 (jeweils eine Mutation). Insgesamt fanden sich 70,4% aller

Mutationen in Strukturgenen®, namlich 19 Varianten in 12 Genen.

In Genen, die fir kardiale lonenkanale kodieren und als Arrhythmie-Gene bezeichnet werden (RYR2,
KCNJ2, CACNA1C, KCNH2, SCN5A, ABCC9), wurden hingegen nur 26% aller Genmutationen, d.h. sieben

Varianten, identifiziert.

Folglich scheint die AUCM durch strukturelle Veranderungen des Herzens bedingt zu sein. Weitere
Erlauterungen hierzu finden sich im Kapitel 4.2 der Diskussion. Dariliber hinaus fand sich eine Mutation
im LDLR Gen, durch welches eine Hypercholesterindmie verursacht werden kann. Diese ist der
vollstandigkeitshalber zuséatzlich aufgefiihrt, weshalb sich 24 Varianten ergeben. In der

untenstehenden Grafik sind die Gene proportional zu den aufgetretenen Mutationen (Klasse 4 und 5)

dargestellt.
20
18 n=27
16
14
12
10
8
6 4
4 -
2 - IEEEE—.
pE— , , , B
Arrhythmie-Gene Kardiomyopathie-Gene, davon ARVC/D-Gene sonstige
(26%) (70%) (30%) (4%)
H RYR2 KCNJ2 B CACNAIC  mSCN5A ABCC9 KCNH2 DSG2
PKP2 m DSP m DSC2 B MYH7 TTN LMNA m DES
DTNA RBM20 ACTN2 MYBC3 B LDLR

Abbildung 34: Darstellung der Gene, in denen Mutationen identifiziert wurden, entsprechend ihrer
Kausalitdit fiir Arrhythmien bzw. Kardiomyopathien

2 MYBPC3, DSP, PKP2, MYH7, LMNA, DSG2, RBM20, DTNA, ACTN2, TTN, DES, DSC2
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Von den 12 Genen, welche als kausal fiir Kardiomyopathien beschrieben sind und in denen sich eine

wahrscheinlich kausale Mutation fand, waren

- vier Gene (DSG2, PKP2, DSP, DSC2) kausal fir eine ARVC

- drei Gene (LMNA, DES, RBM20) kausal fiir eine DCM

- zwei Gene (ACTN2, MYBPC3) kausal fiir eine HCM

- ein Gen (DTNA) kausal fiir eine LVNC (Linksventrikuldare Non-Compaction Cardiomyopathie)

- sowie zwei Gene kausal fir mehrere Kardiomyopathieformen (MYH7 fir HCM und RCM, TTN

fiir DCM, HCM und ARVC) (51).

In der untenstehenden Abbildung 35 sind die Kardiomyopathien proportional zu den detektierten

Varianten (nur Mutationen, ohne VUS) dargestellt.

Mutationen in Kardiomyopathie-Genen
n=19

11% ARVC (n=8)
5%

B DCM (n=5)
5%

42% B HCM (n=2)

B LVNC (n=1)
HCM+RCM (n=1)
DCM+HCM+ARVC (n=2)

Abbildung 35: Aufteilung der 19 Varianten der Klassen 4 und 5 entsprechend der durch das Gen
verursachten Kardiomyopathie

Von den sechs Arrhythmien verursachenden Genen, in denen sich eine moglicherweise kausale

Mutation fand, waren

ein Gen (RYR2) fur CPVT

zwei Gene (ABCC9, SCN5A) fiir das Brugada-Syndrom

zwei Gene (CACNA1C, KCNH2) fur SQTS und/oder LQTS
- ein Gen (KCNJ2) fur CPVT und LQTS/SQTS kausal (51).

In der untenstehenden Abbildung 36 sind die Verhaltnisse proportional zu den detektierten Varianten

(nur Mutationen, ohne VUS) dargestellt.
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Mutationen in Arrhythmie-Genen
(n=7)

B CPVT Gene(n=1)

B Brugada Syndrom (n=3)
LQTS/SQTS (n=2)

B CPVT + LQTS/SQTS (n=1)

Abbildung 36: Aufteilung der sieben Varianten der Klasse 4 und 5 entsprechend der durch das Gen
verursachten Arrhythmie

Zusammenfassend ist die AUCM eine kausal-heterogene Erkrankung, die durch eine Vielzahl an Genen
bedingt ist, vorwiegend aber durch Strukturgene und zwar insbesondere durch solche, welche auch
kausal fiir die ARVC/D sind. In den ARVC/D-typischen Genen (DSG2, PKP2, DSP, DSC2) fanden sich 30%
aller detektierten potentiell-kausalen Varianten. Zudem ist die hohe Sensitivitdt der durchgefiihrten
Analysen hervorzuheben: Die Sensitivitat der Panel-basierten Sequenzanalyse lag in Bezug auf das
gesamte AUCM Patientenkollektiv bei 61,4%. Dieses hohe Ergebnis kann als deutlicher Hinweis dafir

gesehen werden, dass diese Erkrankung zum groRen Teil genetisch bedingt ist.

3.2 Etablierung der Multiplex HRM-PCR zum Ausschluss

von Probenverwechslungen in der NGS Diagnostik

Ein zweites Ziel dieser Arbeit bestand darin eine Methode zu etablieren und zu validieren, mit welcher
Gberprift werden kann, ob es im Rahmen der NGS library Praparation, bei der bis zu zehn Patienten

parallel untersucht werden, Proben vertauscht worden sind.

Hierzu wurden bei der urspriinglich zur library-Praperation verwendeten Patienten DNA acht
verschiedene SNPs, die in Genen des Cardio Panels der MiSeq” vorkommen, mittels High Resolution
Melting (HRM) bestimmt. Die Genotypisierung erfolgte mit zwei Multiplex-HRM-PCR Ansatzen, in der
jeweils vier verschiedene Primerpaare zur Untersuchung von vier unterschiedlichen SNPs eingesetzt
wurden. Nach Abschluss der Genotypisierung erfolgte ein Vergleich zwischen den Ergebnissen der
MiSeq® und der HRM-PCR. Pro Analysenlauf kénnen maximal vier verschiedene SNP untersucht

werden, daher war die Aufteilung in zwei Laufe erforderlich.
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Zur Validierung der Methode wurden die vierzehn DNA-Proben analysiert, welche zuvor bereits in der
Panel-basierten Exomsequenzierung eigenstandig analysiert worden waren und deren Genotyp
bekannt war. Nun sollte iiberpriift werden, ob der in der MiSeq® festgestellte Genotyp mit den
Ergebnissen der HRM-PCR (bereinstimmt. Uber eine statistische Modellrechnung sollte zudem
berechnet werden, mit welcher Wahrscheinlichkeit davon ausgegangen werden kann, dass bei
identischen Genotypisierungsergebnissen eine Verwechslung der Proben ausgeschlossen werden

kann.

3.2.1 Etablierung der Multiplex HRM Analysen — Erster Ansatz

Wie bereits in Kapitel 2.3.11 beschrieben, wurden die SNPs zur Uberpriifung so ausgewahlt, dass ihre
drei moglichen Ausprdagungen (Wildtyp/heterozygot/homozygot) etwa gleich haufig in der
Bevolkerung vertreten sind. Im ersten Ansatz wurden vier SNPs, die in den Genen DES, KCNH2, MYH7
und MYH6 vorkommen, simultan analysiert. In der untenstehenden Abbildung 37 ist die Schmelzkurve

der HRM-PCR zu sehen.
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Abbildung 37: Normalisierte Schmelzkurve der HRM-PCR mit vier SNPs (rs1058261, rs1805120,
rs7157716, rs365990)

Nachfolgend wurden die SNP-spezifischen Temperaturintervalle eingestellt, wodurch eine

spezifischere Analyse moglich war.
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Darstellung des rs365990-SNPs (MYH®6)
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Abbildung 38: Normalisierte Schmelzkurve des rs365990-SNPs (MYH6)

Der rs365990-SNP (MYH®6) stellte sich, aufgrund des temperaturspezifischen Schmelzpunktes der
synthetisierten Fragmente, im Intervall von 75,6 — 78°C dar. Wie in Abb. 38 dargestellt ergeben sich
abhéngig von der Basensequenz drei verschiedene Schmelzkurven, je nachdem ob der Genotyp in der
hetero-, homozygoten oder wildtypen Form vorliegt. Durch den Vergleich der Schmelzkurve einer
Probe mit den Schmelzkurven von Referenzproben kann die exakte ldentifizierung des Genotyps
erfolgen. In Abbildung 39 zu sehen ist der rs365990-SNP (MYH6), bei welchem die Wildtypen normiert
sind. Die mittleren Kurven stellen die heterozygoten Genotypen dar und die oberen die homozygoten

Genotypen.
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Abbildung 39: HRM-PCR mit MiSeq°-Proben (SNP: rs365990)
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Abbildung 40: Schmelzkurve des rs365990-SNPs (MYHG6)

In der oben dargestellten Abbildung 40 wurde eine Probe mit heterozygotem Genotyp als
Referenzprobe genullt, wodurch die Identifizierung der anderen Proben erfolgen konnte. So sind alle
weiteren Proben, deren Schmelzkurve nahe der Mittellinie verlauft, ebenfalls dem heterozygoten
Wildtyp zugehorig, wohingegen die obere Kurve den homozygoten und die untere den wildtypen

Genotyp darstellt, was ebenfalls anhand von zwei Referenzproben ermittelt wird.
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Darstellung des rs1058261-SNPs (DES)
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Abbildung 41: Normalisierte Schmelzkurve des rs1058261-SNPs (DES)
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Abbildung 42: Schmelzkurve des rs1058261-SNPs (DES) im Intervall von 80-82,4°C

In den beiden obenstehenden Abbildungen 41 und 42 sind Schmelzkurven des rs1058261-SNPs (DES)
dargestellt, wobei bereits optisch eine eindeutige Unterscheidung der Genotypen moglich ist. Ebenso
bestatigte die HRM-PCR-Software die Zugehorigkeit zu den jeweiligen Genotypen mit einer Sicherheit
von (ber 95%. In Abbildung 42 stellt die Kurve der Mittellinie dabei den homozygoten Wildtyp dar,
wobei die obere Kurve die Proben des Wildtyp-Genotyps reprasentiert und die kubische Funktion die

des heterozygoten.
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Darstellung des rs7157716-SNPs (MYH7)
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Abbildung 43: Normalisierter Graph des rs7157716-SNPs (MYH7)
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Abbildung 44: Darstellung der Schmelzkurven des rs7157716-SNPs (MYH7)

Wie man bereits in Abbildung 43 sieht, liegt ein relativ enges Temperaturintervall (83,9-84,3°C) vor, in
welchem die Schmelzkurven nur minimal voneinander divergieren. Auch in Abbildung 44, bei welcher
der heterozygote Genotyp genullt wurde, erscheint der Unterschied der Schmelzkurven, insbesondere
der hetero- und homozygoten, marginal. Dennoch gelang es der HRM-PCR Software die Proben mit
einer Sicherheit von Gber 90% den richtigen Genotypen zuzuordnen. In Abbildung 44 entsprechen die

oberen Kurven dem homozygoten Genotyp und die unteren dem Wildtyp.
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Darstellung des rs1805120-SNPs (KCNH2)
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Abbildung 46: Schmelzkurven von rs1805120 im Temperaturintervall von 84,2-85,8°C

In Abbildung 45 ist die normalisierte Schmelzkurve des rs1805120-SNPs (KCNH2) dargestellt, dabei
stellt die unterste Kurve den homozygoten Genotyp dar, die mittlere den heterozygoten und die obere
den wildtypen Genotyp. In Abbildung 46 wurde der homozygote Genotyp genullt. Die mittleren
Schmelzkurven entsprechen den heterozygoten Genotypen, die obere Kurve dem Wildtyp. Trotz des
relativ engen Temperaturbereiches von 1,6°C konnen die Genotypen des rs1805120-SNPs (KCNH2)

bereits optisch sicher differenziert werden.
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Zusammenfassend eignen sich alle vier SNPs des ersten run zur Probendifferenzierung anhand des

Schmelzverhaltens der DNA-Fragmente und konnten erfolgreich etabliert werden.

3.2.2 Etablierung der Multiplex HRM Analysen — Zweiter Ansatz

Zusatzlich wurden im zweiten Ansatz SNPs der Gene GAA, KCNH2 und AKAP9 (rs1800310, rs740952,
rs28927678, rs6960867) analysiert. In der untenstehenden Abbildung 47 ist die Schmelzkurve dieser
zweiten HRM-PCR zu sehen. Die zwei unteren, abweichend verlaufenden Kurven stellen die

Schmelzkurven der Negativkontrollen dar.
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Abbildung 47: Schmelzkurve des HRM-PCR-Multiplex Run mit vier SNPs (rs1800310, rs740952,
rs28927678, rs6960867)

AnschlieBend erfolgte die einzelne Analyse der verschiedenen SNPs in ihren jeweils individuellen

Temperaturbereichen.
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Darstellung

des rs1800310-SNPs (GAA)
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Abbildung 48: Normalisierte Schmelzkurve des rs1800310-SNPs

In Abb. 48 ist der normalisierte Graph des rs1800310-SNPs (GAA) zu sehen. Dabei stellt die untere

Kurve die Wildtypen dar, die mittlere die heterozygoten Alleltrager und die obere die homozygoten

Genotypen. In dieser Ansicht wird das unterschiedliche Schmelzverhalten der Nukleinsduren, bedingt

durch die verschiedenen Genotypen, besonders deutlich.
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Abbildung 49: Schmelzkurve des rs1800310-SNPs (GAA)

Im Temperaturintervall von 86,3-88,4°C erfolgte die Analyse des rs1800310-SNPs (GAA). In Abbildung

49 wurde die Wildtyp-Referenzprobe des rs1800310-SNPs (GAA) null gesetzt, wodurch die

Schmelzkurve des heterozygoten Genotyps als mittlere sowie die des homozygoten als obere Kurve

dargestellt wird.
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Darstellung des rs740952-SNPs (KCNH2)
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Abbildung 50: Darstellung der normalisierten Schmelzkurve des rs740952-SNPs (KCNH2)
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Abbildung 51: Darstellung des rs740952-SNPs (KCNH2)

Bereits optisch ist in den Abbildungen 50 und 51 eine eindeutige Differenzierung der Proben anhand
ihres Schmelzverhaltens maoglich. Durch den Vergleich der Proben mit den Genotypen bzw. den
Schmelzkurven der Referenzproben kann somit zweifelsfrei, sowohl optisch als auch durch die HRM-
PCR-Software, die Zuordnung des Genotyps erfolgen. In der obigen Abbildung 51 stellt die Kurve
entlang der Nulllinie die heterozygoten Genotypen dar, wohingegen die kubische Funktion die

Wildtypen beschreibt und die obere Kurve die homozygoten Genotypen.
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Darstellung des rs28927678-SNPs (AKAP9)
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Abbildung 52: Normalisierte Funktion des rs28927678-SNPs (AKAP9)
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Abbildung 53: Schmelzkurven des rs28927678-SNPs (AKAP9)

Die Unterschiede der Schmelzkurven stellen sich, wie in Abbildung 52 und 53 zu erkennen, bei dem
rs28927678-SNP (AKAP9) insbesondere im Temperaturbereich von 79,9 bis 80,8°C dar. In der
obenstehenden Abbildung 53 sind die Unterschiede der Schmelzkurven entsprechend ihres Genotyps
deutlich sichtbar. Die oberen Kurven stellen dabei die Wildtypen des SNPs dar, wobei die Mittleren die

heterozygoten und die Unteren die homozygoten Genotypen darstellen.
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Darstellung des rs6960867-SNPs (AKAP9)
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Abbildung 54: Darstellung der normalisierten Schmelzkurve des rs6960867-SNPs (AKAP9)
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Abbildung 55: Schmelzkurven des rs6960867-SNPs (AKAP9)

In den beiden Abbildung 54 und 55 sind jeweils die Schmelzkurven des rs6960867-SNPs (AKAP9) im
Temperaturintervall von 78-79,7°C dargestellt. In Abbildung 55 entsprechen die unteren Kurven dabei

den Proben mit homozygotem Genotyp und die oberen Kurven den Proben mit wildtypen Genotyp.
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3.2.3 Validierung der Multiplex HRM-PCR

Nachdem beide Ansatze der Multiplex-HRM-PCR mit Kontrollproben zufriedenstellende Ergebnisse
gezeigt hatten, wurde die Zuordnung zu den MiSeq’-Ergebnissen getestet. Dazu wurden zwei HRM-
PCR-runs fiir die Uberpriifung von je vier SNPs durchgefiihrt. So wurde ein erster HRM-PCR-Run mit
vier Kontrollproben (einfache Abdeckung der Genotypen), zwei No-Template-Kontrollen (NTC) mit
Wasser sowie zehn MiSeq’-Proben angesetzt. Die zehn Proben waren zuvor in einem MiSeq’-run
eigens genotypisiert worden, nun sollte der Genotyp in der HRM-PCR bestatigt und somit eine
Probenverwechslung ausgeschlossen werden. Simultan wurden zur Uberpriifung der vier weiteren
SNPs in einem zweiten HRM-PCR Run drei bereits etablierte Kontrollproben (zur einfachen Abdeckung
des Genotyps) sowie zehn MiSeq°-Proben und zwei NTCs angesetzt und analysiert. Wahrend im ersten
run vier Referenzproben notwendig waren, um alle drei Genotypen der vier SNPs darzustellen, war
dies im zweiten Durchlauf flr die weiteren vier SNPs mit nur drei Referenzproben moglich. Weitere

Informationen dazu kénnen im Anhang (s. Tabelle 32) nachgelesen werden.

Die untenstehende Abbildung 56 zeigt exemplarisch die Ergebnisse des zweiten HRM-PCR Durchlaufs
mit den vier Primern (rs1800310, rs28927678, rs6960867, rs740952) im Temperaturintervall des
rs1800310-SNPs (GAA; 86,3-88°C). Dabei sind die Proben mit heterozygotem Genotyp normiert, die

untere Kurve zeigt die Wildtypen und die obere Kurve die homozygoten Genotypen.
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Abbildung 56: Ergebnisse des HRM-PCR Durchlaufs beziiglich des rs1800310-SNPs mit 10 MiSeq®

Proben und drei Kontrollen
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Als weitere Beispiele der Ergebnisse des Durchlaufs mit den MiSeq® Proben sind die Ergebnisse des
rs740952-SNPs (KCNH2) in Abbildung 57 sowie die Ergebnisse des rs6960867-SNPs (AKAP9) in
Abbildung 58 dargestellt.
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Abbildung 57: HRM-PCR mit MiSeq® Proben im Schmelzbereich des rs740952-SNPs (KCNH2)

So ist in der obigen Abbildung 57 eine eindeutige Unterscheidung der Genotypen moglich. Dort wurde
die homozygote Referenzprobe des rs740952-SNPs (KCNH2) genullt, wobei erkennbar wird, dass keine
andere der MiSeq® Proben einen homozygoten Genotyp aufweist. Die obere Kurve entspricht den

Wildtypen, wohingegen die kubische Kurve die heterozygoten Genotypen darstellt.

Zusétzlich stellt die untere Abbildung 58 sdmtliche analysierte MiSeq” Proben dar, wobei die unteren
Kurven dabei den Proben mit homozygotem Genotyp entsprechen, wie anhand der Referenzproben

ermittelt werden konnte, und die oberen Kurven den Proben mit wildtypen Genotyp.
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Abbildung 58: Schmelzkurven des rs6960867-SNPs (AKAP9) mit MiSeq® Proben
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Zusammenfassend wurden acht SNPs etabliert, welche mithilfe der HRM sicher und einfach tberprift
werden konnen. In der untenstehenden Tabelle 24 findet sich eine Zusammenfassung der
untersuchten SNPs mit den Primern sowie der individuellen Schmelztemperaturen der Amplikone.
Diese Schmelztemperaturen sind im Programm des Rotor-Gene Q" einzustellen, um die Genotypen der

Proben identifizieren zu kbnnen.

Tabelle 24: Eigenschaften der entworfenen Amplikone zu den SNPs sowie der Primer

SNP Primer Schmelztemperatur des Amplikons (in °C)
DES DES+ (atetcransccasaccTeacte) 80-82,5
rs1058261 DES- (cactccteacerteacanataTTe)

KCNH2 KCNH2+ (crreancesctesTectcean) 84,24 - 85,8
rs1805120 KCNH2- (crereceracaccaccrace)

MYH7 MYH7+ (ereaccrrreacccrasaceaca) 83,9-84,3
rs7157716 MYH?7- (rrercerecteeeectana)

MYH6 MYHG6+ (cATTAATCAGCAGAACAGTAAGATTGAG) 75,5-78
rs365990 MYH6- (rccrreasTricTicTeTacTTaasc)

GAA GAA+ (recacTacaeacteeteo) 86,3 -88,5
rs1800310 GAA- (TAGGTCACTCACTCCAGGAAGAGG)

KCNH2 KCNH2+ (rcanteccanceaseaseTa) 83-85,1
rs740952 KCNH2- (cssecaccatstceataa)

AKAP9 AKAPO+ (cacACT66cGAGGRGAACTAC) 79,9-80,8
rs28927678 AKAP9- (ccrarrerTaTaTTCTCTGTTCCAAC)

AKAP9 AKAPO+ (T6AGCCACTTCCTATAAAACTGAGTAAG) 78-79,7
rs6960867 AKAP9- (crrcrrereaseancatteactcTaan)

Mithilfe der HRM-PCR Software von Qiagen’ ist neben der optischen Differenzierung auch ein
Auswerten anhand vom Computer berechneter Zugehorigkeit moglich. Dabei berechnet die Software
anhand des Schmelzverhaltens die Sicherheit, mit welcher eine Probe zu einer der Referenzkurven
zugehdrig ist. Folgend findet sich eine Tabelle, in welcher der in der MiSeq® ermittelte Genotyp eines
Patienten (grin markiert) sowie der mittels HRM-PCR ermittelten Genotyp (blau markiert) mit der
entsprechenden Sicherheit gegeniibergestellt werden. Da jede Probe jeweils zweifach analysiert
bestimmt wird, ergibt sich die angebende Sicherheit aus dem Durchschnitt der Sicherheiten beider

Analyseergebnisse.
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Tabelle 25: Gegeniiberstellung des in der MiSeq® ermittelten Genotyps (griin markiert) mit
dem in der HRM-PCR ermittelten Genotyp (blau markiert, Richtigkeit ist angegeben in %)
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11129-3

WT 99,2% WT 99,3% HET 99,6% WT 98,86% | WT 96,92% | WT 99,83% HOM 96,4% HOM 94,7%
12083-1

HET 92,5% WT 91,48% | HET 99,5% WT 99,38% | HET 92,1% WT 98,83% | HOM 95,6% HOM 97,4%
12254-1

HET 96,2% HET 94,6% HET 99,4% HET 95,9% WT 99,29% | HET 99,8% WT 98,39% WT 96,63%
12343-1

WT 99,1% HET91,7% | WT98,2% | WT99,3% | WT98,71% | HET99,4% | 1x WT 96,8% | WT 89%

1x HET 98%

12336-1

HOM 99,5% WT 89,64% | HET 99,5% HET 98% WT 98,72% | WT 99,05% | WT 98,4% WT 97,1%
12314-1

WT 98,23% WT 99,76% | HET99,4% | HET95,4% | WT99,7% | WT99,38% | WT 98,95% WT 96,8%
12260-1

HET 97,97% | HET 99,4% | WT 99,53% | HOM 98,7% | WT 95,43% | HET 99,4% | WT 95,1% WT 96,61%
12124-1

HET 96,85% WT 97,35% | HET 99,5% WT 98,65% | WT 97,96% | WT 99,2% WT 98,6% WT 98,7%
12644-1

HOM 99,45% | wTs1,6% | WT9s9% | HOM98% | WT 96,49% | WT 99,090% | HET 97,4% HET 97,1%
10915-3

HET 99,53% WT 97,02% HOM 99,5% HET 97,1% HOM 96,8% | WT 93,45% HET 99,53% HET 96,48%
12421-1

HET 95,12% WT 94,6% WT 97,33% | HET 93% WT 98,71% | WT 98,73% | HOM 98,7% HOM 96,8%
12215-1

WT 93,21% WT 94,6% HET 99,5% HET 98,3% WT 99,2% WT 96,85% | HOM 99,53% | HOM 99,2%
12332-1

HET 99,2% WT 96,45% | WT 96,85% | HET97,4% | HET 96,9% | WT98,9% | HOM 96,85% | HOM 99,53%
1616-1

WT 99,53% HET 96,6% | HET 99,5% | WT 98,23% | HET 99,2% | HET99,5% | WT 99,2% WT 96,85%

Es zeigte sich, dass mit einer Sicherheit zwischen 81,6% und 99,8% alle in der HRM-PCR ermittelten

Genotyp auch denen in der MiSeq® ermittelten entsprachen. Als Mittelwert ergab sich eine mittlere

Sicherheit von 97,43% bei den Liufen. Insgesamt zeigte sich bei zweifacher Uberpriifung von 14
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Probenpaaren, das heildt bei 28 Ansatzen, nur einmal eine Abweichung des identifizierten Genotyps
von zwei Proben (s. rote Markierung in der Tabelle). Bei dieser Probe liefen die Kurven der identischen
Proben nicht ganz exakt Giberlappend. Durch visuelle Kontrolle konnte die Probe jedoch eindeutig dem
Wildtyp zugeordnet werden. Dieser wurde bei dieser Probe auch in der MiSeq"” detektiert. Die accuracy
dieses Methodenlaufs, die sog. technische accuracy (variable Quote zutreffender Ergebnisse eines
Analysenlaufes), lag somit bei 27/28, was 96,4% entspricht. Von der technischen accuracy eines
einzelnen Probenlaufes ist die design accuracy der gesamten Methode abzugrenzen, welche im

folgenden Kapitel 3.2.4 erldutert wird.

Zusammenfassend bestitigten beide HRM-PCR Durchliufe, dass alle in der MiSeq® ermittelten
Genotypen mit dem Ergebnis der HRM-PCR (ibereinstimmten und somit (sehr wahrscheinlich) keine
Verwechslung stattgefunden hat. Zusatzlich zu dieser technischen accuracy von 96,4% muss die

allgemeine Wahrscheinlichkeit der Methode selbst, die design accuracy, beriicksichtigt werden.

3.2.4 Berechnung der design acuracy

Die Berechnung der Sicherheit der hier etablierten Methode erfolgte in Kooperation mit dem Institut
fir Biometrie und Klinische Forschung Minster. Die ausfihrliche Erlduterung der Berechnung ist im
Kapitel 2.3.12 nachzulesen. Zusammenfassend musste berechnet werden, wie hoch die
Wahrscheinlichkeit ist, dass bei simultaner Uberpriifung von acht SNPs keine der untersuchten Proben
dieselbe Genotypen-Kombination aufweist. Nur bei ausreichend hoher Sicherheit kann eine

zweifelsfrei richtige Zuordnung der MiSeq°-Ergebnisse zu den Patienten gewahrleistet werden.

Im ersten Schritt wurden die Wahrscheinlichkeiten fir das Auftreten der einzelnen Genkombinationen
berechnet. Diese Wahrscheinlichkeit ergibt sich aus den Héaufigkeiten der Genotypen. Die Daten
diesbeziiglich entstammen den Angaben von NCBI. Multipliziert man anschlieRend die (3%=) 6.561
Einzelwahrscheinlichkeiten, dass bei 10 Proben keine Probe die identische Auspragung in den acht
SNPs hat, erhalt man die Gesamtwahrscheinlichkeit von 95,15%, dass jede Probe eine individuelle
Auspragung hat. Dies entspricht der Sicherheit, dass keine der zehn Uberpriiften Proben in allen acht
SNPs zweimal denselben Genotyp aufweist und somit jede Probe zweifelsfrei einem Patienten

zugeordnet werden kann.

Entsprechend der oben erlduterten Berechnungen (s. auch Kapitel 2.3.12) liegt die Wahrscheinlichkeit
der korrekten Probenzuordnung bei 95,15%. Folglich kann durch die vorgestellte Methode eine
Verwechslung von Proben mit einer 95,15%igen Wahrscheinlichkeit (sog. design-accuracy)

ausgeschlossen werden, sofern eine 100% technische accuracy vorliegt.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob die AUCM eine genetisch bedingte Erkrankung
ist, und wenn ja, wie groR der Anteil einer genetischen Disposition bei dieser Erkrankung ist und welche
Krankheitsgene an der Atiologie beteiligt sind. Im Folgenden wird die Atiologie der AUCM in Bezug auf
die Genetik sowie die Rolle der Gendiagnostik bei einem Verdacht auf eine AUCM diskutiert. Ebenso

wird das Problem der Probenvertauschung im Rahmen der NGS-Vorbereitungen diskutiert.

4.1 Die AUCM kann genetisch bedingt sein

Die arrhythmogene unklassifizierte Kardiomyopathie ist ein heterogenes Krankheitsbild, dessen
phanotypische Auspragung beziiglich Alter und Schwere bei den hier untersuchten Patienten variiert.
Ebenso zeigte sich, dass eine unvollstindige sowie viel mehr eine altersabhdngige und variable
Penetranz vorliegt. Diese Daten stehen in Ubereinstimmung mit Erkenntnissen der European Society
of Cardiology, welche die Penetranz der dhnlichen arrhythmogenic cardiomyopathy (s. Kapitel 4.3) als
inkomplett beschreibt (22). Eine altersabhdngige und variable Penetranz bedeutet, dass ein
Individuum mit der krankheitskausalen Genmutation eine deutlich h6here Wahrscheinlichkeit hat, den
klinischen Phanotyp der AUCM mit steigenden Alter zu entwickeln, auch wenn der Patient zum

gegenwartigen Zeitpunkt noch klinisch unauffallig ist (51).

In dieser Arbeit konnte bei 40% der AUCM-Patienten des IfGH eine kausale Genmutation (Klasse 4 und
5 Varianten) sowie bei 20% eine moglicherweise kausale Mutation (Klasse 3 Variante) identifiziert
werden. Damit zeigt sich die Sensitivitat flr die Detektion einer Genmutation bei der AUCM
vergleichbar mit der Sensitivitat anderer Kardiomyopathieformen. So wird z. B. bei der CPVT bei etwa
35% der Patienten keine genetische Ursache bei phanotypisch eindeutiger Erkrankung detektiert (22).
Ebenso konnte in mehreren Studien bei ARVC/D-Patenten auch nur bei zwischen 30 bis 70% der Falle
eine eindeutig kausale Mutation detektiert werden (58-62). Bei der DCM wird die Sensitivitat einer
genetische Testung ebenfalls nur mit 15-25% angegeben, nicht zuletzt aufgrund der hohen Anzahl an

in Frage kommenden Genen (51).

Dariiber hinaus verbleibt vermutlich auch bei 174 Genen des lllumina TruSight Cardio® Genpanels
dennoch eine gewisse Anzahl von nicht-untersuchten Genen, welche durchaus pathogen fiir die AUCM
sein konnten. So wiirde beispielsweise bei einem Patienten mit kardialer Symptomatik und

hochpositiver Familienanamnese fiir den plétzlichen Herztod 0.3. eine familienbasierte Exomanalyse
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Sinn machen, um dariber eine pathogene Genmutation detektieren und kiinftig potenzielle
Mutationstrager in der Familie einfach und schnell testen zu kénnen. Zudem muss berlicksichtigt
werden, dass Uber die in dieser Arbeit eingesetzten Panelsequenzierungen nur die kodierenden
Abschnitte eines Gens untersucht werden kénnen, das heiRt Genmutationen in fiir die Genexpression
wichtigen Genabschnitten (Promotorregionen, Enhancer) werden nicht detektiert. Das Gleiche gilt fur
Deletionen oder Insertionen von ganzen Exonen eines Gens (copy number variations), die bei einigen
der untersuchten Krankheitsgene einen Anteil von > 1% der Mutationen ausmachen und technisch

bedingt nicht detektiert wurden (63).

Daruber hinaus variiert wie auch bei der DCM die Penetranz der AUCM von Individuum zu Individuum,
sogar innerhalb derselben Familie, wenn exakt dieselbe Genmutation vorliegt (51). Anhand der
variablen Penetranz der AUCM wird die additive Rolle der weiteren Faktoren, wie Umweltfaktoren
oder Lebensgewohnheiten deutlich. Davon abhangig muss ebenso wie bei der DCM nicht jeder

Mutationstrager unbedingt klinisch auffallig werden.

Nun ist es so, dass bei 35 von 57 AUCM Patienten eine kausale oder zumindest eventuell kausale
Genvariante (Klasse 3-5) detektiert werden konnte. Aufgrund dieser hohen Sensitivitat der
genetischen Sequenzierung kann derzeit davon ausgegangen werden, dass der Hintergrund der AUCM
ein genetischer ist. Somit kann die Frage, ob ein Screening von Risiko-Patienten auf AUCM-kausale
Gene mittels Genpanel sinnvoll bzw. indiziert ware, eindeutig bejaht werden. Als AUCM Risiko-
Patienten werden dabei solche bezeichnet, die eindeutige  Anzeichen einer
Kardiomyopathie/arrhythmogenen Erkrankung haben, ohne dass diese genau klassifiziert werden
kann, oder aber eine hochpositive Familienanamnese beziglich plotzlicher
Herztode/kardiomyopathischer Erkrankungen aufweisen. Diese Empfehlung kongruiert mit den
meisten anderen Empfehlungen der Heart Rhythm Society (HRS) und der European Heart Rhythm
Association (EHRA) zur genetischen Testung von Indexpersonen, welche mit Kardiomyopathien

auffallen (51).
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4.2 Mutationen in Strukturgenen bedingen Kardiomyopathien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Verdnderungen in 12 Strukturgenen (von insgesamt 18 Genen mit
detektierten Varianten) gefunden, in denen Varianten als kausal flir Kardiomyopathien beschrieben
werden. Insgesamt betragt der Anteil von potentiell krankheitsverursachenden Genvarianten in

Strukturgenen 70,4%, bezogen auf alle pathogenen Varianten (17 von insgesamt 24 Varianten).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die AUCM vor allem einen strukturellen Hintergrund hat und
durch Verdnderungen des Herzmuskelaufbaus verursacht wird, wodurch es erst sekundar zu
Entstehungen von Arrhythmien kommt. Insbesondere relevant scheinen die ARVC/D-typischen Gene
(DSG2, PKP2, DSP, DSC2) zu sein, in welchen sich 30% aller detektierten Mutationen fanden. Zudem

sind 19% der detektierten Varianten den DCM-typischen Genen (u.a. LMNA, DES, RBM20) zuzuordnen.

Stitzend fiur diese These ist auch der Umstand, dass bei zahlreichen AUCM-Patienten strukturelle
Veranderungen im Kardio-MRT oder in der transthorakalen Echokardiographie gefunden wurden, die
fiir phanotypische Uberschneidungen mit der DCM oder ARVC/D sprechen: so fanden sich bei einer
Vielzahl der bildgebend-untersuchten Patienten, genauer gesagt bei 61% des Patientenkollektivs, eine
Dilatation der Ventrikel, eine fibromuskulare Umwandlung des Myokards und/oder eine
Hypertrabekularisierung, wie es bei der ARVC/D typisch ist. Dennoch waren die Befunde nicht

ausreichend fir eine Diagnosestellung einer DCM bzw. ARVC/D.

Bei 39% der Patienten konnte hingegen keine strukturellen Pathologien gefunden werden. Diese
Patienten, welche wunter Herzrhythmusstérungen litten, bei welchen durch kardiale
Bildgebungsverfahren aber keine Strukturverdanderungen gefunden wurden, weisen moglicherweise
minimale strukturelle Veranderungen auf, welche zu geringfiigig fiir eine Detektion in der kardialen

Bildgebung sind, aber dennoch zu Arrhythmien fihren.

Fiir Kardiomyopathien kausale Genmutationen betreffen oft Strukturgene, welche fiir
Sarkomerproteine wie Troponin, Myosin oder Myosin-assoziierte Proteine codieren. So weist zum
Beispiel die DCM die héchste Mutationsfrequenz im wichtigen Strukturgen Titin auf, welches bei 20-
25% der Patienten genetisch verandert ist. Es folgen die Gene fur Lamin A/C (LMNA, 6%, relevant fur
die Kernlamina) und das Gen fir die schwere Kette des Myosins (MYH7, 4%, relevant fiir den
Muskelaufbau) (15). Im Rahmen dieser Arbeit konnten bei AUCM-Patienten ebenfalls funf Varianten
in diesen drei Genen detektiert werden, wobei sich jeweils zwei potentiell kausale Varianten (Klasse 4
und 5) in LMNA und TTN fanden sowie eine Klasse 5 Variante in MYH7. Wahrend die TTN-Varianten

sowie eine LMNA-Variante bisher unbekannt waren, sind die zweite LMNA- und die MYH7-Variante
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bereits in vorherigen Publikationen, jedoch nicht im Zusammenhang mit einer DCM beschrieben

worden (65, 66-68).

Damit dhnelt die AUCM phanotypisch wie auch genotypisch der DCM und der ARVC/D, welche beide
vornehmlich durch Mutationen in Strukturproteinen bedingt sind, aber unterscheidet sich (genetisch)

deutlich von der CPVT, bei welcher zu 70% Mutationen im RYR2-Gen bestehen (22).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden nur sieben Genvarianten in Genen identifiziert, welche eine Rolle im
Aufbau von lonenkanalen spielen und durch welche Arrhythmien induziert werden kénnen. Der Anteil
der Varianten in Genen, in welchen Veranderungen als kausal fir Arrhythmien beschrieben sind, lag
bei lediglich 25%. Mutationen in lonenkanalen scheinen folglich eher weniger relevant fiir die AUCM
zu sein. Unter diesen Genvarianten waren Beispiele bekannt, die mit fir das Krankheitsgen
untypischen Symptomen assoziiert waren. So zeigte sich im Rahmen dieser Arbeit bei einem Patienten
die Variante Arg82Trp in KCNJ2, die bereits in einer vorherigen Publikation detektiert worden war (64,
69). Interessant war, dass, obwohl es sich bei KCNJ2 um ein LQT7-Gen handelt, bei dem in der
Publikation untersuchten Patienten und auch bei dem hier untersuchten Patienten kein verlangertes

QT-Intervall bestand. Weitere Aspekte hierzu werden in Abschnitt 4.3 diskutiert.

Zusammenfassend dhnelt die AUCM folglich genetisch der ARVC/D und DCM, dennoch grenzt sie sich
aber insbesondere phanotypisch entschieden zu diesen ab. Phanotypische Diagnosekriterien der
ARVC/D bzw. DCM werden bei den AUCM-Patienten nicht vollstandig erfillt — einzelne Aspekte, wie
eine Dilatation, fanden sich zwar in der Bildgebung wieder, jedoch weniger ausgepragt als es fiir die
Diagnosestellung notwendig gewesen wire. Zudem zeigte sich meist eine Uberlappung
phanotypischer Merkmale beider Krankheitsbilder. Ein typischer Fall stellt die Patientin 12644-1 dar,
bei welcher mittels Kardio-MRT eine vermehrte Trabekularisierung des rechten Ventrikels detektiert
wurde, ohne dass jedoch die Diagnosekriterien der ARVC/D erfillt waren, und zudem eine leichte
Dilatation des linken Ventrikels bestand, welche aber nicht fiir die Diagnose einer DCM ausreichend
war. So scheint es sich bei der AUCM vielmehr um ein spezielles, heterogenes, aber eben
eigenstandiges Krankheitsbild zu handeln. Weitere Abgrenzungen zu den anderen Kardiomyopathien,
sowie die weitere phanotypische Entwicklung von AUCM-Patienten, sind bisher aufgrund der geringen
Datenlage schwierig zu konkretisieren, sodass, auch fiir die weitere Ausarbeitung wichtiger
Diagnosekriterien, zusatzliche Studien notwendig sind. Zu untersuchen ist etwa, in wie weit die
Dilatation der Ventrikel fortschreitet oder ob es nicht vielmehr durch die Trabekularisierung zum
Krankheitsprogress und erhéhten Mortalitat kommt. |Ideal waren dabei prospektive
Beobachtungsstudien, welche durch regelmaRige Bildgebung und klinische Kontrollen den

phanotypischen Verlauf der AUCM detailliert nachvollziehen wiirden.
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4.3 Zuordnung der arrhythmogenen unklassifizierten

Kardiomyopathie

Zuzuordnen ist die AUCM am ehesten der Gruppe der arrhythmogenen Kardiomyopathien (ACM). Der
Begriff der ACM ist zwar relativ neu, wird aber bereits von zahlreichen Fachzeitschriften verwendet,
wie dem Rhythm Journal und dem Circulation Research (3, 22). Seit einiger Zeit wird auch die ARVC/D
vermehrt von einigen Autoren als eine Unterform der ACM angesehen (3, 23). So beschreiben Mattesi
et al. die ARVC/D als die am besten charakterisierte Variante der arrhythmogenen Kardiomyopathie
und weisen darauf hin, dass fiir eine bessere Diagnosestellung und aufgrund des weiten Spektrums
der phanotypischen Ausprdagung der ARVC/D seit einiger Zeit der Begriff der arrhythmogenen

Kardiomyopathie als Oberbegriff verwendet wird (72).

Zu der Einordung der AUCM als Unterform der ACM passt die hier aufgestellte These, dass es viele
Ahnlichkeiten zwischen der AUCM und der ARVC/D gibt, aber dennoch bestimmte, charakteristische
Unterschiede. Auch wird in der Literatur von den deutlichen Uberschneidungen der arrhythmogenen
Kardiomyopathie zu der DCM sowie deutlich seltener zu der H(O)CM berichtet (3). Passend dazu sind
die obenstehenden Ausfiihrungen der Ahnlichkeiten von AUCM und DCM beziiglich des Phinotyps.
Insgesamt ist anzunehmen, dass es sich bei der AUCM um ein spezielles, heterogenes aber eben
eigenstandiges Krankheitsbild handelt, welches als eine Unterform der arrhythmogenen

Kardiomyopathie betrachtet werden kann.

4.4 Gemeinsamkeiten und Unterschiede in Geno- und

Phanotypen

Einige der in dieser Arbeit identifizierten Genmutationen, die bereits in der Literatur beschrieben
wurden, sind auch mit Krankheitsbildern assoziiert, die untypisch fiir das vorliegende Gen sind. So
wurde die hier detektierte Mutation Asp545Asn im MYH7 Gen nicht in Verbindung mit einer DCM,
sondern mit einer non-compaction Kardiomyopathie beschrieben bei zusatzlichem Vorliegen einer
ventrikuldren Tachykardie (65). Auch bei der hier detektierten Mutation Arg190Trp im LMNA Gen sind
Fallbeispiele bekannt, bei denen aufgrund von dokumentieren Episoden ventrikuldrer Tachykardien,
bei nur leicht verminderter Pumpleistung, initial die Diagnose einer ARVC/D gestellt worden ist (66-

68). Dabei sind Mutationen im LMNA-Gen eigentlich typisch fir die DCM (51).
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Vergleicht man nun die in den Publikationen beschriebenen Phanotypen mit denen der hier

untersuchten Patienten fallen sowohl Gemeinsamkeiten als auch Unterschiede auf.

Das KCNJ2 Gen ist in der Literatur mit dem LQT7-Syndrom assoziiert (51). Die detektierte Mutation
Arg82Trp in KCNJ2 war bereits als pathogen beschrieben, wobei sich in dem in der Publikation
untersuchten Phadnotyp bei einem interessanterweise regelrechten QT-Intervall anstrengungs-
induzierte bidirektionale VT fanden. Das heiRt, es bestand primar ein arrhythmogener Phanotyp, ohne
jedoch die Kriterien eines LQTS zu erfiillen (64). Dieses Untersuchungsergebnis dhnelt dem Phanotyp
der in dieser Arbeit untersuchten Patientin, welche bei ebenfalls (grenzwertig) normaler QTc-Zeit
ventrikuldre Extrasystolen in Form von Bigemini sowie ventrikuldare Tachykardie aufwies. Beide
Patienten wiesen folglich einen fiir die detektiert Genmutation untypischen kardiomorphologischen

Phanotyp auf.

Dariber hinaus fand sich die bereits oben erwahnte Mutation Asp545Asn im MYH7 Gen bei einem hier
untersuchten Patienten. Wahrend sich bei dem in der Publikation beschriebenen Patienten eine
Sinustachykardie, ein Linksschenkelblock sowie eine non-compaction Kardiomyopathie mit schwerer
linksventrikuldrer Dysfunktion zeigte (64), wies der hier untersuchte Patient ventrikulare Extrasystolen
mehrerer Morphologien, eine ventrikuldre Tachykardie unter Belastung sowie eine auffallige
Hypertrabekularisierung der Ventrikel auf, wobei fir eine linksventrikulare Non-Compaction
Kardiomyopathie (LVNC) kein ausreichender Befund vorlag. Folglich unterschieden sich die beiden
untersuchten Patienten leicht in ihren Phanotypen, zeigten aber beide keine Anzeichen der fiir das

Gen eigentlich typischen DCM (51).

Dariber hinaus gibt es aber auch mehrere detektierte Varianten, in denen die detektierte
Genmutation und der fiir solche Genmutationen typische Phanotyp durchaus zueinander passen. So
fand sich die Mutation Glu278Lysfs*11 im DSG2 Gen, welches als typisches Gen der ARVC/D
beschrieben ist (51). Bei dem zugehdrigen Patienten konnten zwar die Diagnosekriterien fir die
ARVC/D nicht erfillt werden, es fanden sich dennoch rechtsventrikuldre Pathologien mit
fibrolipomatoser Infiltration des Myokards. Ebenso passend ist der genetische Befund eines Patienten
mit den Mutationen Pro815Leu im RYR2 Gen und Gly581Glu im PKP2 Gen: wiahrend RYR2-Mutationen
typischerweise kausal fiir eine CPVT sind, verursachen PKP2-Mutationen oftmals eine ARVC/D (51).
Der hier untersuchte Patient zeigte dabei Anzeichen beider Erkrankungen, wenn auch die Befunde
nicht fir eine definitive Diagnosestellung ausreichten. So prasentierte der Patient polymorphe
ventrikuldre Extrasystolen, Couplets und Triplets, allerdings sowohl in Ruhe als auch in Belastung,

sowie fokale Kontrastmittelanreicherungen im rechten Ventrikel, wie sie flr die ARVC typisch sind (51).
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Zusammenfassend wurden im Rahmen dieser Arbeit Varianten detektiert, die ebenso wie in
Vorarbeiten nicht zu der Erkrankung passten, fiir die eine solche Mutation eigentlich typisch sind.
Daraus schlief3t sich, dass von einer bestimmten Genmutation anscheinend nicht auf den spezifischen
Phanotyp eines Patienten geschlossen werden kann, sondern es wohl zum Teil eine breite Vielfalt an

Phanotypen gibt, die durch Mutationen in einem Gen verursacht werden kann.

4.5 Die AUCM ist eine Multigenerkrankung

Zu Beginn der Arbeit bestand die Frage, ob es fiir die arrhythmogene unklassifizierte Kardiomyopathie
ein einziges kausales Gen gibt, welches fiir den kardialen Phanotyp der AUCM-Patienten
verantwortlich ist. Da aber der klinische Phdnotyp der Patienten hochgradig heterogen ist, erschien
dies unwahrscheinlich. So ist das Ergebnis der Genanalysen, dass auch die Genotypen der Patienten
duBerst heterogen sind, wenig Uberraschend. Zwar lassen sich einzelne Hauptgene, wie die
desmosomalen Gene, herausstellen, dennoch muss von einem weiten Feld der AUCM-verursachenden

Gene ausgegangen werden.

Dieses Ergebnis korreliert mit den Aussagen der European Society of Cardiology, welche 2017
beschrieb, dass sich bei der arrhythmogenen Kardiomyopathie die meisten kausalen Genmutationen
zwar in den desmosalen Genen finden lassen, seltener dennoch auch nicht-desmosomale Gene als
kausal identifiziert wurden, sodass insgesamt von einer breiten Anzahl an kausalen Genen

ausgegangen werden muss (22).

Dies stellt nun allerdings diagnostische Genanalysen vor groRe Herausforderungen: eine héhere Anzahl
an Kandidatengenen geht mit einem erhéhten Arbeitsaufwand und somit auch erhéhten Kosten
einher. So sollten zunachst die Hauptgene der AUCM (DSP, LMNA, TTN, DES, SCN5A, DSG2), wie sie im
Rahmen dieser Arbeit ermittelt wurden, getestet und erst nachfolgend die selteneren kausalen Gene

Uberprift werden.

Die genetische Heterogenitit der AUCM st typisch fiir Kardiomyopathien. Fir die dilatative
Kardiomyopathie sind {iber 25 Gene als kausal bekannt, zahlreiche von diesen sind auBerdem fir eine
weitere Herzerkrankung als pathogen klassifiziert (49). Einige der relevantesten Gene fiir die DCM sind
in Tabelle 26 genannt. Bei der CPVT finden sich vor allem Verdanderungen in den Genen CALM1, CASQ?2,
RYR2 und TRDN. Insgesamt kann aber bei 35-45% der CPVT-Patienten keine kausale Genmutation
gefunden werden (19). Bei ARVC/D-Patienten finden sich vor allem Mutationen in sechs Genen (DSC2,
DSG2, DSP, JUP, PKP2,TMEMA43) sowie deutlich weniger haufig in weiteren sieben Genen (54). Als
Hauptkrankheitsgene fiir die AUCM wurden in dieser Arbeit die Gene DSP, LMNA, TTN, DES, SCN5A,
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DSG2 identifiziert. Diese sowie auch die Hauptgene anderer Kardiomyopathien kommen zum Teil bei

mehreren Krankheitsbildern vor. Die fiir die Kardiomyopathien als kausal eingestuften Gene und ihre

Uberlappungen untereinander sind in Tabelle 26 und in Abbildung 59 dargestellt. In Abbildung 59 sind

die AUCM-Gene rot markiert.

Tabelle 26: Kardiomyopathien und ihre Hauptgene sowie Uberschneidungen zwischen diesen

AUCM DSP, LMNA, TTN, DES, SCN5A, DSG2

DCM MYH6, MYH7, ACTN2, VCL, ANKRD1, BAG3, RBM20, MYBC3, TTN, DSP, LMNA, DES,
CASQ2, SCN5A

CPVT CALM1, TRDN, CASQ2, RYR2

ARVC DSC2, DSG2, DSP, JUP, PKP2, TMEMA43, TGFB3, CTNNAS3, PLN, TTN, LMNA, DES, RYR2

AUCM und DCM

TTN, DSP, LMNA, DES

AUCM und ARVC

TTN, DSP, LMNA, DES, DSG2

DCM und CPVT

CASQ2

CPVT und ARVC

RYR2

AUCM, DCM und ARVC

TTN, DSP, LMNA, DES

Abbildung 59: Uberschneidungen der als kausal eingestuften Gene fiir Kardiomyopathien

ACTNZ2
MYH7  ANKRD1
VCL BAG3
RBM20 MYBC3
SCN5A

DSC2 TMEM43
DSG2 TGFB3

JUP CTNNA3
PKP2 PLN

ARVC/D

In Tabelle 26 sowie in Abbildung 59 sind jeweils nur die haufigsten Gene, welche kausal fir die

Kardiomyopathien sind, aufgefiihrt (24, 50, 51). Alle oben aufgefiihrten Gene sind durch das Cardio

Panel von Illumina® abgedeckt.
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Unter den Krankheitsgenen fiir Kardiomyopathien gibt es zahlreiche Beispiele, bei denen verschiedene
Mutationen in demselben Gen zwei verschiedene Formen von Kardiomyopathien verursachen. So ist
das Gen MYH7 mit 15-20% eines der am haufigsten gefundenen Genmutationen bei der hypertrophen
Kardiomyopathie, gleichzeitig finden sich in diesem Gen auch 5% der Mutationen bei der restriktiven
Kardiomyopathie (22). Ebenso kdnnen Mutationen unterschiedlicher Genloci ein und denselben
Phanotyp bedingen. So verursacht eine Mutation im Gen LMNA etwa sechs Prozent der Félle einer
primaren DCM, bei 3-4% der DCM-Patienten findet sich hingegen eine kausale Mutation im MYH7-Gen
(54). Als Konsequenz gibt es diverse Uberschneidungen bei den sog. Kardiomyopathie-Genen, wie in

Abbildung 59 dargestellt wurde.

Zusammenfassend konnte auch durch die umfangreichen Analysen im Rahmen dieser Arbeit kein
einzelnes, eindeutig-kausales Gen als kausal fiir die AUCM herausgestellt werden, vielmehr wurde eine
ganze Reihe diverser Gene mit potentiell-pathogenen Effekten detektiert. Diese Erkenntnis passt zu
anderen aktuellen Wissensstanden, dass auch nahezu alle anderen Kardiomyopathien genetisch

heterogen verursacht sind (22).

4.6 Mithilfe der HRM-PCR lassen sich Probenverwechslungen

ausschlieRen

Trotz sorgfaltigster Handhabung und genauer Protokollierung kann es im Laufe der recht langen,
vielschrittigen MiSeq’ library Praparation zu Probenverwechslungen kommen. Dieses Risiko wird durch
Vier-Augen-Prinzipien bei kritischen Schritten zwar minimiert, dennoch muss davon ausgegangen
werden, dass es in der Labordiagnostik eine gewisse, wenn auch wahrscheinlich geringe Dunkelziffer
an falsch positiven bzw. falsch negativen Befunden aufgrund von Probenvertauschungen gibt. Dies hat
natlrlich immense Folgen fir die Betroffenen: so werden genotypisch betroffene Patienten, die einen
falsch-negativen Befund erhalten, nicht addquat behandelt, wahrend genotypisch gesunde Patienten
mit falsch-positivem Befund unnétig Sorgen und Angste durchstehen und nicht notwendige Therapien

erhalten.
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So empfiehlt die Deutsche Gesellschaft fiir Humangenetik (gfh) in ihrer aktuellen S2k-Leitlinie
folgendes: ,,Das Labor muss eine interne Qualitatssicherung durchfiihren. Die Abldufe im Labor sind so
zu organisieren, dass die Moglichkeit einer Probenvertauschung minimiert wird.” (73). Vorgeschlagen
wird dabei das regelmalige Mitflihren von Kontrollproben. In der S1-Leitlinie der gfh zur
molekulargenetischen Diagnostik mit Hochdurchsatzverfahren heiRt es: ,Aspekte der

Probenverfolgung sollten wahrend der Validierung mitbetrachtet werden.” (74).

Auch in der weiteren Literatur wird sich seit einiger Zeit mit diesem Problem beschéftigt (55): so
empfiehlt das European Journal of Human Genetics in seinen Leitlinien zur diagnostischen
Gensequenzierung, dass Proben nachverfolgbar sein sollten (56). Auch das American College of
Medical Genetics and Genomics (ACMG) empfiehlt aufgrund der Komplexitdt des
Vorbereitungsprozesses fiir die NGS die Etablierung einer Methode, um Probenverwechslungen
auszuschlieRen (57). Wie genau das zu erfolgen hat, lassen das European Journal of Human Genetics
und das ACMG allerdings relativ offen. Im besten Fall sollte natiirlich eine kostenglinstige, wenig
zeitaufwendige Methode eingesetzt werden, welche dennoch das erforderliche hohe MaR an

Sicherheit bietet.

Eine bereits eingesetzte Methode ist die Sequenzierung von SNPs per Sanger-Methode. Dabei werden
die individuellen SNPs eines jeden Patienten zu Beginn und am Ende einer MiSeq” sequenziert und die
Ergebnisse miteinander verglichen. Dies bringt allerdings hohe Kosten durch die teure Methodik sowie

viel Aufwand in Form von personeller Arbeit mit sich.

Zum anderen gibt es die Moglichkeit der Genotypisierung mittels SNapShot® von Thermo Fisher®. Dabei
handelt es sich um eine Primer-basierte Methode zur Analyse von SNPs, wobei ein single-tube
Multiplex Ansatz von bis zu zehn Proben moglich ist. In jedem Ansatz wird dabei zunachst eine PCR
durchgefiihrt, gefolgt von einer single-base extension mit fluoreszierenden Didesoxynukleotiden. Je
nachdem welche Variante des SNP vorliegt, wird eine andere Farbe eingebaut. Das entstandene
Produkt wird anschlielend separiert und mithilfe von Kapillarelektrophorese die Fluoreszenz

detektiert (70). In Abbildung 60 ist die Methode vereinfacht dargestellt.

102



Anneal Primer

T CCATGACTGATTCC
Target DNA —+ NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN
Labeling Chemistry ddGTP

_SNP

ddCTP
SNaPshot® Ready ddUTP Extend and
Reaction Mix Terminate Primer
CCATGACTGATTCC G

NNNNNNAGCCTGGTACTGACTAAGGCNNNNNNN

* . Color = genotype
Electrophoresis

-

Abbildung 60: Methodik des SNapShot® Genotyping (71)

Der Vorteil des SNapShot® Genotyping gegeniiber dem Sequenzieren von SNPs mittels Sanger ist
eindeutig der geringere Kosten- und Arbeitsaufwand. Gleichzeitig ist die parallele Analyse von
zahlreichen DNA-Proben moglich. Problematisch bleibt dennoch, dass laut Angaben des Herstellers
trotzdem immer noch mindestens sechs Arbeitsschritte (PCR, Elongation mit den ddNTPs,

Auftrennung, Kapillarelektrophorese etc.) notwendig sind.

Eine noch effizientere Moglichkeit zur Losung dieses hochaktuellen Problems ware die folgende, neu
entwickelte Methode: um die Mdglichkeit einer Probenverwechslung mit an Sicherheit grenzender
Wahrscheinlichkeit auszuschlieBen, wurde eine Methode zur Uberpriifung mithilfe der HRM-PCR
etabliert. Mithilfe dieser werden parallel acht jeweils individuelle SNPs Giberprift und zwar durch die
Methode des Multiplexen mit einem insgesamt sehr geringen Arbeitsaufwand. Dadurch werden

zusatzliche Kosten, Zeit und Arbeit minimiert und dennoch eine Qualitatssicherung erreicht.

Zudem zeichnet sich die HRM-PCR durch ihre hohe Sicherheit aus. Durch die Methode kdnnen
Probenverwechslungen zu tber 95 % ausgeschlossen werden. Diese Validitdt ergibt sich aus der
mathematisch berechneten sog. design-accuracy, welche durch die Methode selbst festgelegt ist,
sowie aus der technischen accuracy, welche bei jedem Probenlauf variiert. Die verbleibende
Fehlerwahrscheinlichkeit von unter 5% ist gering genug, um akzidentelle Probenvertauschungen
wahrend der library preparation ab dem ersten Schritt der Probenverarbeitung sicher detektieren zu
kénnen. Die Sicherheit der Methode ist somit fiir die hohen Anforderungen der library Préparation als

ausreichend zu werten.

103



Diese hohe Sicherheit geht selbstverstandlich nicht ohne Mehrkosten fiir Materialien und erhéhten
Arbeitsaufwand fiir das Laborpersonal. Pro Probeniiberpriifung belaufen sich die Kosten etwa auf
einen Euro. Ebenso ist etwa eine halbe Stunde Zeitaufwand fiir die Praparation von 15 Proben
notwendig (zehn Proben aus dem MiSeq” run sowie etwa vier validierte Proben und eine No-Template-
Control). SchlieBlich erfordert die Methode einen Real Time-PCR Cycler, wobei in dieser Arbeit der
Rotor-Gene Q° von Qiagen genutzt wurde. Dieser wird ohnehin fiir die Aufbereitung der Proben im
Rahmen der MiSeq" library Praparation gebraucht und benétige fiir die Analyse von 30 Proben etwa 2

% Stunden.

Letztlich verbleibt bei der Methode der HRM-PCR noch als nahezu einzige Fehlerquelle das Einsetzen
einer falschen Blutprobe, das heillt einer Probe, welche nicht vom zu untersuchenden Patienten
stammt. Diesem Problem ist am ehesten mit konsequenter Beschriftung von Blutrohrchen zu

begegnen.

Zusammenfassend ist die zusatzliche Uberpriifung zwar mit dem oben erliduterten Mehraufwand
verbunden, jedoch kann die Sicherheit der korrekten Probenzuordnung damit vielfach erhéht und
somit auf ein ausreichendes MalR gesteigert werden. Zudem ist der zusatzliche Aufwand

verschwindend gering im Anbetracht der immens aufwandigen library Praperation fiir die MiSeq’.
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5. Fazit und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit galt es zu untersuchen, ob die arrhythmogene unklassifizierte
Kardiomyopathie genetisch bedingt ist und welche Gene an ihrer Entstehung kausal beteiligt sind.
Daflr wurden 57 Patienten, bei welchen zuvor durch eine/n Kardiologin/-en die Diagnose der AUCM
gestellt wurde, genotypisiert. Mithilfe der durchgefiihrten Untersuchungen konnte gezeigt werden,
dass die AUCM einen grolRen genetisch bedingten Anteil aufweist. So zeigten 35 von 57 Patienten
(=61%) eine potentiell-kausale genetische Verdnderung auf. Dabei konnte nicht ein bestimmtes Gen
als kausal fiir die AUCM definiert werden, da sich die detektierten Mutationen vielmehr in einer
Vielzahl von Struktur- sowie Arrhythmie-Genen zeigen. Dies verkompliziert letztendlich die Diagnostik
bei Patienten mit Verdacht auf AUCM: behandelnde Arzte miissen somit bei erkrankten Patienten eine
Vielzahl von Genen untersuchen lassen und nicht etwa nur ein einziges Gen, was mit deutlich weniger
Kosten und Aufwand verbunden ware. Dennoch ist bei Patienten mit kardio-arrythmischen
Ereignissen, insbesondere nach einem (iberlebten SCD, eine Multi-Gen-Panel-Sequenzierung (MGPS)

eindeutig indiziert.

Dartiber hinaus konnte bei 22 Patienten hingegen keine potentiell-kausale Genmutation gefunden
werde. Dennoch ist eine genetische Atiologie auch bei diesen Patienten nicht auszuschlieRen, da kein
Whole-Genome-Sequencing stattgefunden hat. Insbesondere bei Patienten, welche eine starke
Familienanamnese beziglich Arrhythmien und plétzlicher Herztode haben, ist die Mdglichkeit eines
genetischen Hintergrunds, also einer Erbkrankheit, sehr wahrscheinlich. Gerade bei solchen Patienten,
bei welchen auch trotz aufwendigen NGS-Untersuchungen, keine kausale Genmutation gefunden
wurde, ist die Moglichkeit einer Whole-Exome-Sequenzierung zu erwagen. An dieser Stelle waren
weitere laborexperimentelle Untersuchungen im Rahmen einer Forschungsarbeit notwendig, um zu
erfahren, bei welchem Prozentanteil von Personen mit bisher unaufgeklartem genetischen

Hintergrund eine Whole-Exom-Sequenzierung neue Erkenntnis bringt.

Als zweiter Bestandteil dieser Arbeit erfolgte die Etablierung einer Methode um
Probenverwechslungen bei genetischen Untersuchungen sicher ausschliefen zu kénnen. Um den
Patienten eine zweifelsfreie Korrektheit ihrer Untersuchungsergebnisse zu gewahrleisten, missen
Probenvertauschungen im Laboralltag ausgeschlossen werden konnen. Durch die vorgestellte
Methode ist dies mit einer Sicherheit von 95,15% garantiert. Dariiber hinaus stellt das hier etablierte
Verfahren eine einfache, sehr kostengiinstige Option mit geringem Zeitaufwand dar, durch welche die
Patientensicherheit optimiert werden kann. So ist allen Laboren, welche genetische Diagnostik mithilfe

von MGPS durchfiihren, die zusatzliche Validierung durch die vorgestellte Methode zu empfehlen.
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A. Anhang

Anamnese der Patienten

Alle Patienten zeigen eine kardiale Symptomatik, teils mit einem arrhythmogenen, teils mit einem
kardiomyopathischen Schwerpunkt. Bei allen vierzehn vorgestellten, eigensanalysierten Patienten
konnte eine ventrikuldre Extrasystolie nachgewiesen werden. Acht von |lhnen wiesen eine positive
Familienanamnese fiir den plotzlichen Herztod auf, drei von Ihnen hatten zudem mind. einmal einen
funktionellen Herzstillstand durch Kammerflimmern erlitten. Vier der vorgestellten Patienten sind
mittlerweile mit einem ICD versorgt. Bei sechs Patienten konnten deutliche strukturelle
Veranderungen nachgewiesen werden, wobei diese bei keinem der Patienten ausreichend fiir eine

eindeutige Diagnosestellung, wie beispielsweise der ARVC/D, waren.

Tabelle 27: Klinische Phdnotypen der eigenstandig sequenzierten Patienten

Patienten - ID* Symptome, Krankengeschichte Detektierte
Genmutation

11129-3 Z.n. Reanimation nach Kammerflimmern (7.3.10), anschlieRende ICD KCNJ2

Implantation, DD: CPVT, da unter Katecholamin-Therapie deutliche Zunahme

von VES. Bei Belastungs-EKG VES bis hin zu Bigeminus, Couplets und Triplets.

12083-1 DD: CPVT, polymorphe VES unter Belastung, auch unter B-Blocker Therapie, SCNGA
rez. Synkopen unter Stress. ICD-Implantation, welcher seitdem mehrfach
Schocks bei Extrasystolie getriggterten Kammerflimmern abgegeben hat.

Positive Familienanamnese.

12254-1 Schwindel und Synkopen bei rez. symptomatischen VT (Salven, VES), mit _
LifeVest versorgt. Im LZ-EKG z.T. ektope P-Wellen, viele SVES und VES,

mehrfache Couplets und Triplets sowie Salven.

12343-1 VES mit mind. 3 Morphologien, symptomatische nicht anhaltende VT unter MYH7
Belastung, Z.n. Prasynkope, Ventrikel grenzwertig grofR mit normaler EF,

auffallige Hypertrabekularisierung im LV.

12336-1 verminderte LV-Pumpfunktion ohne Hypertrophie, ARVC oder Dilatation; TTN (frame-shift
familidare SCD-Belastung; im LZ-EKG Breitkomplex-Salven und polymorphe Mutation)

VES, aktuell LifeVest-Versorgung.

21 Die Patienten-ID dient der Pseudonymisierung der Patientenproben wihrend der Laborarbeiten, wihrend
dem Sekretariat des IfGH eine Zuordnung der Proben erhalten bleibt.



12260-1 V.a. malignen Mitralklappenprolaps, monomorphe VES in Ruhe, pleomorphe LAMA4
VES unter Belastung, positive Familienanamnese fiir SCD, ICD-Implantation

2016.

12124-1 Dreimalige Synkope (2015), im LZ-EKG h&ufige VES, zudem Sinus-Arrest, daher
ICD-Implantation. Cardio-MRT mit KM Anreicherung subepikardial. Massive

familiare Haufung plétzlicher Todesfalle.

12644-1 Ausgepragte VES & Salven, Synkope; ICD-Implantation, da VES medikamentds -

nicht persistierten.

10915-3 DD: ARVD. Ausgepragte RV-Dilatation mit reduzierter EF, im MRT typische DSG2
ARVD-Veranderungen. VES, einmalige Synkope. Bei Biopsie kein sicherer

ARVD-Nachweis, aber fibrolipomatése Infiltration des Myokards.

12421-1 Arrhythmogener Phianotyp mit polymorphen VES, Couplets und Triplets (in PKP2 + RYR2
Ruhe und Belastung), Herzrhythmusstérungen in Form von Herzstolpern und

Paroxysmen von Herzrasen. Familidre Belastung.

12215-1 VES, SCD in der Familie (Vater und Sohn). Symptomatische Arrhythmien
weniger Minuten. Im LZ-EKG asymptomatische monomorphe VES mit LSB-

Morphologie.

12314-1 Beginnende LV-Dilatation, Kardio-MRT mit inital leichtgradig eingeschrankter
LVEF (~50%). Monomorphe VES in Ruhe + Belastung. Herzrhythmusstorungen LMNA
in Form von Palpationen, hierunter einmalige Prasynkope. Hochpositive
Familienanamnese fir DCM (u.a. Mutter, GroRmutter mutterlicherseits,

Bruder, Tante miutterlicherseits)

1616-1 Z.n. Uberlebten SCD bei Kammerflimmern. Dilatative CM mit mittelgradig TTN
reduzierter LVEF (45%) und apikal betonter Hypertrabekularisierung. ICD- (frame-shift Mutation)
Implantation. Anamnestisch Prasynkopen und Palpationen. Positive

Familienanamnese fir SCD und Arrhythmien.

12332-1 asymptomatische Sinusbradykardie, symptomatische VES mit -

unterschiedlichen Morphologien in Ruhe.

ACMG-Kriterien

Das American College of Medical Genetics and Genomics (ACMG) publizierte 2015 diverse Kriterien,
anhand welcher eine wissenschaftliche fundierte, nachvollziehbare Einordnung detektierter Varianten
in eine der finf Klassen erfolgen sollte. Dazu wurden zwei Gruppen von Kriterien definiert: eine fur die
Klassifizierung einer Variante als pathogen oder wahrscheinlich pathogen, die zweite fiir die
Klassifizierung fur benigne oder wahrscheinlich benigne Varianten. Jedes Kriterium fiir die potentiell
pathogenen Varianten wurde als very strong (PVS1), strong (PS1-4), moderate (PM1-6) oder supporting

(PP1-5) gewichtet. Dariiber hinaus wurden die benignen Kriterien als stand alone (BA1), strong (BS1-



4) oder supporting (BP1-6) gewichtet. Der auswertende Wissenschaftler soll diese Kriterien fur die

detektierte Variante anhand ihrer Evidenz der Reihe nach priifen und so die zugehorige Klasse

ermitteln. Erfillt eine Variante keine der Kriterien der beiden Gruppen oder erreicht in beiden Gruppen

dieselbe Anzahl zutreffender Kriterien, so ist die Variante als variant of uncertain significance zu werten

(44). In der untenstehenden Tabelle 28 sind die Kriterien zur Einordnung potentiell pathogener

Varianten als pathogen (KI. 5) oder wahrscheinlich pathogen (KI. 4) nachzulesen.

Tabelle 28: Kriterien zur Klassifizierung einer potentiell-kausalen Varianten

Evidenz der Kategorie | Kriterium
Pathogenitat
Very strong PVS1 Nullvariante (nonsense, frameshift, Startcodon, Single / Multiexon Deletion, Anderung der SpliceSite) in
einem Gen, in welchem ein Funktionsverlust ein bekannter Pathomechanismus ist
Strong PS1 Derselbe Aminosdurenaustausch wie bei einer bereits bekannten pathogenen Variante, unabhangig
von dem Basenaustausch. Bsp.: Val=>Leu kann durch G>C oder G>T verursacht werden
PS2 De novo, d.h. neu auftretende Mutation bei einem betroffenen Patienten mit negativer
Familienanamnese (Voraussetzung: sichere Vater- und Mutterschaft)
PS3 Gut etablierte Studien liber den funktionellen in vitro- oder in vivo-Effekt der Variante, welche den
schadigen Effekt belegen
PS4 Die Pravalenz der Variante ist bei betroffenen Individuen signifikant erhoht gegentber der Pravalenz in
Kontrollpopulationen
Moderate PM1 Die Veranderung ist lokalisiert in einem Mutationshotspot und/oder einer empfindlichen, gut
erforschten Proteindoméne (bspw. dem aktiven Zentrum eines Enzyms)
PM2 Unbekannt (oder sehr selten) in Kontrollen (Vergleich mit ExAC u.a.)
PM3 Bei rezessiven Varianten: Vorliegen einer Compound-Heterozygotie, d.h. Vorliegen zweier Mutationen
in-trans
PM4 Die Proteinlange dndert sich (aufgrund von in-frame Deletionen/Insertionen in einer nicht-repetitiven
Sequenz oder durch Stoppcodon-Verlust)
PM5 Anderung der Aminosiure an einer Stelle, wo der Austausch zu einer anderen Aminosiure bereits als
pathogen beschrieben wurde. Bspw. kommt es durch die Mutation zu einem A->B Austausch und der
A->C Austausch ist bereits als pathogen beschrieben
PM6 De novo Mutation bei nicht-sicherer Mutter- oder Vaterschaft
Supporting PP1 Kosegregation mit der Erkrankung bei mehreren betroffenen (d.h. positiv getesteten)
Familienmitgliedern in einem als kausal furr die Erkrankung beschriebenen Gen
PP2 Missense Variante in einem Gen mit geringer Rate an benignen Misssense Varianten
(quantifizierbar mithilfe des Z-Score; dieser sollte Gber 1 liegen)
PP3 Mehrere Hinweise auf schiadigenden Effekt durch Einschatzungen der
Pathogenitdtsvorhersageprogramme
PP4 Phanotyp / Familienhistorie des Patienten ist hochspezifisch flir eine monogenetische Erkrankung
PP5 Seridser Bericht tiber pathogenen Effekt der Variante, wobei die Evidenzgrundlage fiir das eigene Labor

nicht erreichbar und somit nachvollziehbar ist, um eine unabhangige Evaluation vorzunehmen



Dariber hinaus konnten potentiell benigne Varianten als solche bestatigt werden. Dazu musste die in

Tabelle 29 aufgefiihrten zwolf Kriterien geprift werden. Die Kriterien entstammen der

Vero6ffentlichung des ACMG und sind ebenfalls leicht gekiirzt sowie ins Deutsche tGbersetzt worden.

Tabelle 29: Kriterien zur Einordnung einer potentiell benignen Variante als benigne oder

wahrscheinlich benigne

Evidenz der potentiell | Kategorie | Kriterium
benignen Variante
Stand-alone BA1 Allelfrequenz von mehr als 5% in Vergleichspopulationen
Strong BS1 Hohere Allelfrequenz als fiir die Erkrankung zu erwarten waére
BS2 Bei gesunden Individuen ebenfalls detektiert, entweder heterozygot bei dominantem
Erbgang oder homozygot bei rezessiven (bei Erkrankungen mit vollstéandiger, friih-
einsetzender Penetranz).
BS3 Gut etablierte Studien zeigen keinen in vitro / in vivo schadigden Effekt auf die
Proteinfunktion oder das Splicen
BS4 Fehlen einer Segregation bei betroffenen Familienmitgliedern
Supporting BP1 Missense Variante in einem Gen, bei welchem vor allem verkiirzende Mutationen als
krankheitskausal beschrieben sind.
BP2 Beobachtet in trans mit einer pathogenen Variante mit einer voll penetranten dominanten
Erkrankung oder beobachtet in cis mit einer pathogenen Variante in jeglichen
Vererbungsmuster
BP3 In-frame Deletion / Insertion in einer repetitiven Region ohne eine bekannte Funktion
BP4 Mehrere Hinweise auf benignen Effekt der Variante durch
Pathogenitatsvorhersageprogramme.
BP5S Die Variante wurde ebenfalls in einem Fall detektiert, wo die Erkrankung auf alternativer
molekularer Basis erklart werden konnte.
BP6 Zuverlassige Quellen bezeichnen die detektierte Variante als benigne, ohne dass die
zugrundeliegende Evidenz fiir das Labor erreichbar ware und somit keine unabhéngige
Evaluation erfolgen kann.
BP7 Vorliegen einer stillen Variante bei einem nicht-hochkonservierten Nucleotid, bei welcher

weder splicing-Vorhersagealgorithmen Auswirkungen auf die splice-site vorhersagen noch

eine neue Splice-Site entsteht.

AnschlieBend wird die Variante anhand der erfiillten Kriterien klassifiziert, je nachdem als pathogen

oder wahrscheinlich pathogen bzw. als benigne oder wahrscheinlich benigne. Dies geschieht anhand

der in Tabelle 30 dargestellten Anforderungen.



Tabelle 30: Klassifizierungskriterien fiir die Einordnung von detektierten Varianten

Klassifizierung

Anforderung

Pathogen

i)

i)
i)

1 Very Strong und

a) 21 Strong oder

b) 22 Moderate oder

c) 1 Moderate und 1 Supporting oder
d) 22 Supporting

>2 Strong

1 Strong und

a) 23 Moderate oder

b) 2 Moderate und 22 Supporting oder
c¢) 1 Moderate und 24 Supporting

Wahrscheinlich
pathogen

1 Very Strong und 1 Moderate oder
1 Strong und 1-2 Moderate oder

1 Strong und >2 Supporting oder

>3 Moderate oder

2 Moderate und 22 Supporting oder
1 Moderate und 24 Supporting

benigne

1 Stand-alone oder
>2 Strong

wahrscheinlich

1 Strong und 1 Supporting oder

benigne ii) >2 Supporting
Uncertain i) Oben aufgefiihrten Kriterien sind nichtzutreffend oder
significance ii) Die Kriterien fur benigne und pathogen wiegen gleich auf

Verwendete Primer

Tabelle 31: Verwendete Primer der Marke eurofins Genomics

Sequenz 5°-3° Name Amplikon- | Ty Primer TmAmplikon
lange (NCBI) in °C

ATGTCTAAGCCAGACCTCACTG DES+ rs1058261 92 bp 59.5 87°C
CACTCCTCAGCTTCAGAAATGTTC DES- rs1058261 59.85
CTTCAAGGGCTGGTTCCTCAT KCNH2+rs1805120 115 bp 59.99 91,1°C
CTCTCCCTACACCACCTGCC KCNH2-rs1805120 61.62
GTGACCTTTGACCCTAAAGGAGA MYH7+rs7157716 167 bp 59.67 89,6°C
TTGTCCTCCTCGGCCTGAA MYH7-rs7157716 60.54
TTCCAGAGACATGGCCGGA DSG+rs2278792 137 bp 60.61 85,3°C
CACATTCACATACAAATGTTCCCC DSG-rs2278792 58.59
CATTAATCAGCAGAACAGTAAGATTGAG MYH6+rs365990 72 bp 58.94 84°C
TCCTTCAGTTTCTTCTGTAGTTGAAG MYH6-rs365990 59.01




GTCTGACATGCTCCCATGCG CBS+rs1801181 180 bp 61.43 88.3°C
GAATGACCACGCAGCGCT CBS-rs1801181 61.12
TGCGCTACGCACTCCTCC GAA+1800310 100 bp 62.15 85.6°C
TAGGTCACTCACTCCAGGAAGAGG GAA-1800310 62.65
TCAATGCCAACGAGGAGGTG KCNH2+740952 88 bp 60.32 83,4°C
CGGCCACCATGTCGATGA KCNH2-740952 59.81
TGAGCCACTTCCTATAAAACTGAGTAAG AKAP9+rs6960867 149 bp 60.79 77°C
CTTCTTCTGAGGAACATTCACTCTGTAA AKAP9-rs6960867 60.95
CAGACTGGCGAGGTGAACTAC AKAP9+rs28927678 156 bp 60.4 79°C
CCTGTTCTTGTATTCTCTGTTCCAAAC AKAP9-rs28927678 60.52

Verwendete Referenzproben

Tabelle 32: Tabelle mit allen verwendeten Referenzproben sowie ihrer Genotypen beziiglich der

untersuchten Gene in der HRM-PCR

Genotyp DES KCNH2 | MYH7 | DSG2 | MYH6 | KCNH2 | GAA AKAP9 | AKAP9
von ... rs1058261 rs1805120 rs7157716 rs2278792 rs365990 rs740952 rs1800310 rs28927678 1S6960867
12446 WT HET HET HOM HET - - - -
12480 HOM WT WT HOM WT - - - -
12466 HOM HET HET HOM HOM - - - -
11188 HET HOM HET WT HET - - - -
1408 HET HET WT HET WT - - - -
12524 HOM HET HOM WT HET - - - -
12195 WT WT HOM HET HOM - - - -
12974 - - - - - HET HET WT WT
12631 - - - - - HET HET WT WT
12397 - - - - - WT HOM HET HET
12675 - - - - - HOM wT HOM HOM
12627 - - - - - HOM WT HOM HOM
12662 - - - - - WT HOM HET HET

WT=Wildtyp, HET=heterozygoter Genotyp, HOM=homozygoter Genotyp. Bei den Feldern, die mit einem
einfachen — gekennzeichnet sind, sind die Genotypen nicht relevant, da sie in dem jeweiligen Run nicht
analysiert wurden.

\



Klassifizierung der Genvarianten

Tabelle 33: Ubersicht der Klassifizierung bei potentiell kausalen Genvarianten bei zuvor
analysierten Patienten

Patienten-ID | Genvariante PPTs Bekannt in Datenbanken? Haufigkeit Z-Score | Klassifizierung
der Proben in Vergleichs-
populationen
12026-1 MYBPC3 ++ x (HGMD?, ClinVar’, Uniprot”®, nicht bekannt 0,69 KI5
€.3791G>T (2/2) dbSNP®)
12026-1 DSP ++ - nicht bekannt 0,91 Kl. 4
c.4109T>A (2/2)
12026-1 DSC2 +(1/2) - 0,0041% 0,12 KI. 3
¢.1750A>G (ALL)
622-1 CALR3 + x (dbSNP®) 0,0011% -0,1 KI. 3
¢.356A>G (1/2) (ALL)
12294-1 TTN +(2/2) x (Clinvar®) 0,029% (NFE) - KI.3
c.44998A>G als VUS fiir Kardio- und Sarko-
myopathien
12294-1 TGFB2 - - unbekannt 2,63 Kl. 3
c.161dup
12432-1 TGR3 ++ x (dbSNP®) 0,0045% (NFE) 2,2 KI.3
c.806A>G (2/2)
12126-1 ANK2 ++ x (dbSNP®) 0,0067% (NFE) 1,06 KI.3
.10831G>A (2/2)
12590-1 PKP2 ++ x (HGMD’, ClinVar®, dbSNP°) als nicht bekannt -0,08 KI.5
c.1664del (2/2) pathogen fiir ARVC/D
12644-1 SGCD ++ - 0,005% -0,23 KI.3
c.731C>T (2/2)
11441-1 DSG2 - x (HGMD®, ClinVar”, UniProt’, 0,066% -1,2 Kl. 4
¢.1003A>G (2/2) dbSNP°®) als likely pathogenic
und VUS fir ARVC/D
12489-1 MURC ¢.1091C>T + X (HGMDQ) als disease causing 0,0040% -1,22 Kl.4
(1/2) fur DCM
12047-1 DSP + x (Clinvar®) als VUS fur 0,0095% 0,91 KIl. 3
€.7994C>T (1/2) kardiovaskularen Phanotyp
12047-1 LDLR - fiihrt wahrscheinlich zu Skip Incidental
c.1705+1G>T von Intron 11 finding
12181-1 RBM20 ++ x (HGMD®, ClinVar®, dbSNP®) als 0,076 - KI. 4
c.3584 (2/2) likely pathogenic und VUS fiir
NCCM bzw. DCM
12003-3 DTNA ++ x (dbSNP®) 0,0018% 1,17 K. 4
€.2195T>C (2/2)
11014-3 DSP ++ - unbekannt 0,91 Kl. 4
€.293G>C (2/2)
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12583-1 DSG2 + x (Clinvar®, dbSNP®) als VUS fiir 0,0054% (NFE) -1,20 Kl.
€.2405A>G (1/2) ARVC/D und DCM
12158-1 ACTN2 ++ - unbekannt 1,76 Kl.
€.1657_1658 (2/2)
del
11122-3 DSP ++ - unbekannt 0,91 Kl.
c.2616dup (2/2)
12576-1 DES ++ x (HGMD®, ClinVar®, Uniprot”) unbekannt 2,34 KI.
c.407T>C (2/2) disease causing bzw. likely
pathogenic fir DCM
12100-1 SCNS5A ++ - nicht bekannt 2,53 Kl.
¢.193C>T (2/2)
12100-1 DSC2 ++ - nicht bekannt -1,02 Kl.
¢.510C>G (2/2)
12100-1 RBM20 + X (CIinVar®) als VUS fur nicht bekannt - Kl.
c.686A>G (1/2) ,cardiovascular phenotype’
12144-1 DSG2 + - nicht bekannt -1,20 Kl.
¢.857_860del (1/2)
12144-1 KCNH2 - x (dbSNP°) 0,0025% 4,81 KI.
€.3400C>T
12144-1 AKAP9 +(1/2) x (dbSNP°) 0,00081% 2,75 KI.
c.2836 G>C
12135-1 CACNB2 +(1/2) | x(Clinvar®, dbSNP°) als VUS fiir 0,0040% 0,36 Kl.
€.265G>A Brugada (ALL)
12507-1 ABCC9 +(1/2) - 0,0009% (NFE) 4,89 Kl.
c.3475del
12507-1 TRDN ++ x (dbSNP®) 0,0009% (NFE) -1,76 KI.
c.691A>G (2/2)
12438-1 CACNA1C + - 0,001% (NFE) 6,41 Kl.
€.2399A>C (1/2)
11420-1 DES ++ - - 2,34 Kl.
¢.1040G>A (2/2)
11420-1 RYR2 + x (HGMD®, dsSNP°) als disease 0,011% 521 KI.
€.4096G>C (2/2) causing / VUS fiir SCD und
Kardiomyopathie
12657-1 LMNA ++ - - 3,37 Kl.
c.1232dup (2/2)
11979-1 DES ++ x (dbSNP®) - 2,34 Kl.
€.12057>C (2/2)
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Untersuchte Gene mit den Genpanel ,TruSight Cardio’ (174 Gene)

ABCC9, ABCG5, ABCGS8, ACTA1, ACTA2, ACTC1, ACTN2, AKAP9, ALMS1, ANK2, ANKRDI, APOA4, APOA5, APOB, APOC2, APOE,
BAG3, BRAF, CACNA1C, CACNA2D1, CACNB2, CALM1, CALR3, CASQ2, CAV3, CBL, CBS, CETP, COL3A1, COL5A1, COL5A2,
COX15, CREB3L3, CRELD1, CRYAB, CSRP3, CTF1, DES, DMD, DNAJC19, DOLK, DPP6, DSC2, DSG2, DSP, DTNA, EFEMP2, ELN,
EMD, EYA4, FBN1, FBN2, FHL1, FHL2, FKRP, FKTN, FXN, GAA, GATAD1, GCKR, GJA5, GLA, GPD1L, GPIHBP1, HADHA, HCN4,
HFE, HRAS, HSPBS, ILK, JAG1, JPH2, JUP, KCNAS5, KCND3, KCNE1, KCNE2, KCNE3, KCNH2, KCNJ2, KCNJ5, KCNJ8, KCNQ1, KLF10,
KRAS, LAMA2, LAMA4, LAMP2, LDB3, LDLR, LDLRAP1, LMF1, LMNA, LPL, LTBP2, MAP2K1, MAP2K2, MIB1, MURC, MYBPC3,
MYH11, MYH6, MYH7, MYL2, MYL3, MYLK, MYLK2, MYO6, MYOZ2, MYPN, NEXN, NKX2-5, NODAL, NOTCH1, NPPA, NRAS,
PCSK9, PDLIM3, PKP2, PLN, PRDM16, PRKAG2, PRKAR1A, PTPN11, RAF1, RANGRF, RBM20, RYR1, RYR2, SALL4, SCN1B, SCN2B,
SCN3B, SCN4B, SCN5A, SCO2, SDHA, SEPN1, SGCB, SGCD, SGCG, SHOC2, SLC25A4, SLC2A10, SMAD3, SMAD4, SNTA1, SOS1,
SREBF2, TAZ, TBX20, TBX3, TBX5, TCAP, TGFB2, TGFB3, TGFBR1, TGFBR2, TMEM43, TMPO, TNNC1, TNNI3, TNNT2, TPM1,
TRDN, TRIM63, TRPM4, TTN, TTR, TXNRD2, VCL, ZBTB17, ZHX3, ZIC3
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D. Abkiirzungsverzeichnis

% Prozent

A Adenin

Abb. Abbildung

AHA American Heart Assoziation

ARVC/D Arrhythmogene rechtsventrikuldre Kardiomyopathie / Dysplasie
AUCM Arrhythmogene unklassifizierte Kardiomyopathie
bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

C Cytosin

°C Grad Celsius

(o engl. cycle threshold, Schwellenwertzyklus
ca. circa

CALM2 Calmodulin

CASQ2 Calsequestrin 2

CPVT catecholaminerge polymorphe ventrikuldre Tachykardie
DCM Dilatative Kardiomyopathie

ddNTP Didesoxynucleotidtriphosphat

DES Desmin

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxynucleotidtriphosphat

dsDNA doppelstrangige Desoxyribonukleinsdure
DSG2 Desmoglein 2

DSP Desmoplakin

ddNTP Didesoxynucleotidtriphosphat

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure

EE1 Enrichment Elution Buffer

EHB Enrichment Hybridization Buffer

EKG Elektrokardiogramm

ESC European Society of Cardiology

ET2 Elute Target Buffer 2

etal. lat: et alii

EWS Enrichment Wash Solution

G Guanin

g Erdbeschleunigung

GB Gigabyte

gfh Gesellschaft fiir Humangenetik

ggf. gegebenenfalls

HCM Hypertrophe Kardiomyopathie

HGMD Human Gene Mutation Database

HET heterozygot

HOM homozygot

HP3 2N NaOH

HRM High Resolution Melt

HS High Sensitivity

HT1 Hybridisierungspuffer

ICD Implantierbarer Cardioverter-Defibrillator
IfGH Institut fiir Genetik von Herzerkrankungen
JUP Plakoglobin

XV



K Kalium

KHK Koronare Herzerkrankung

kb Kilobasen

KCNH2 spannungsgesteuerter Kaliumkanal der Subfamilie H, Mitglied 2
LIF Laser-induzierter Fluoreszenz

LMNA Laminin A/C

LQTS Long QT-Syndrom

LVEDD linksventrikularer enddiastolischer Durchmesser
LVNC linksventrikulare Non-Compaction Kardiomyopathie
LV linker Ventrikel

LZ-EKG Langzeit-Elektrokardiogramm

ul Mikroliter

MAF engl. minor allele frequence

MGPS Multi-Gen-Panel-Sequenzierung

Min Minute(n)

MRT Magnetresonanztomographie

Mut. Mutation

MYH6 /7 Myosin

NaOH Natriumhydroxid

NCBI National Center for Biotechnology Information

NEM Nextera Enrichment Amplification Mix

NLM Nextera library Amplification Mix

nM Nanomolar

NTC engl. No Template Control

o.J. Ohne Jahr

PBS engl. phosphate buffered saline, Phosphatgepufferte Salzlosung
PCR engl. polymerase chain reaction, Polymerase Kettenreaktion
PGM Personal Genome Machine

PKP2 Plakophillin-2

pM pikomolar

gPCR quantitative Polymerase-Kettenreaktion

RCM Restriktive Kardiomyopathie

RNA Ribonucleinsdure

RNase Ribonuclease

rpm engl. rounds per minute, Runden pro Minute

RSB Resuspension Buffer

RT Raumtemperatur

RV Rechter Ventrikel

s Sekunde(n)

S. Seite

s. siehe

SMB Streptavidin Magnetic Beads

SNP engl. Single Nucleotide Polymorphism, Einzelnukleotid-Polymorphismus
Sog. sogenannte

SPB Sample Purification Beads

ST Stop Tagment Buffer

T Thymin

Tm Schmelztemperatur

TCO TruSight Cardio Oligos
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TD Tagment DNA Buffer

TDE1 Tagment DNA Enzyme

TRD Triadin

Tris Tris—(hydroxymethyl)-aminomethan
TTN Titin

u.a. unter anderem

UKM Universitatsklinikum Miinster
VT Ventrikuldre Tachykardie
VUsS Variante unklarer Signifikanz
WHO Weltgesundheitsorganisation
WT Wildtyp

Z.n. Zustand nach
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