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Abstract

Genetic profile of four-generation family with hypertrophic cardiomyopathy is presented. The alterations in the MYH7 gene
sequences were identified. Genetic background of familial hypertrophic cardiomyopathy is reviewed and discussed.
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Wstep

Rodzinna kardiomiopatia przerostowa (familial hyper-
trophic cardiomyopathy, FHCM) jest pierwotng choroba
miesnia sercowego uwarunkowang genetycznie [1]. Cho-
roba jest dziedziczona w sposéb autosomalny dominuja-
cy — w jednakowym stopniu dotyczy mezczyzn i kobiet.
Stwierdzono, ze tylko 50% potomstwa os6b dotknietych
choroba jest obcigzone ryzykiem odziedziczenia genu
i rozwojem HCM [2]. Do chwili obecnej wytypowano
trzynascie genéw, ktérych mutacje prowadza do asyme-
trycznego przerostu miesnia lewej komory oraz wysta-
pienia objawéw klinicznych choroby [3, 4]. Jedenascie
sposréd nich to geny odpowiedzialne za synteze biatek
budujacych sarkomer. Sa to geny: tancucha ciezkiego
B-miozyny sercowej (MYH?7) i a.-miozyny sercowej (MYH®6),
sercowego biatka C (MYBPC3), tancuchdw lekkich miozy-
ny: istotnego i regulujacego (MYL3 i MYL2), troponiny:
T (TNNT2), I (TNNI3) i C (TNNC1), B-tropomiozyny (TPM1),
tityny (TTN), sercowe]j aktyny (ACTC) [3, 4]. Pozostate dwa
to: gen kodujacy podjednostke y-2 kinazy biatkowej akty-
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wowanej przez AMP (PRKAG?2) i gen kodujacy biatko mie-
$ni cytoszkieletu LIM (CLP) [3].

Zaobserwowano roéwniez wptyw innych dodatko-
wych zmian polimorficznych, np. w obrebie genu konwer-
tazy angiotensyny (ACE), genu receptora typu pierwszego
dla angiotensyny drugiej (AT1), genu angiotensynogenu
(AGT) i genu endotelialnej syntazy tlenku azotu (eNOS),
na stopien przerostu miesnia sercowego w kardiomiopa-
tii przerostowej. U chorych z HCM charakteryzujacych sie
nadmiernym asymetrycznym przerostem miesnia lewej
komory zaobserwowano np. czestsze wystepowanie po-
limorfizmu DD (delecja/delecja) w obrebie genu konwer-
tazy angiotensyny (ACE) [5], polimorfizmu AC (substytu-
cja zasad adenina/cytozyna) w pozycji 1166 w genie re-
ceptora typu pierwszego dla angiotensyny (AT1) [6] oraz
zmian polimorficznych w eksonie 2 genu angiotensyno-
genu (AGT) bedacych efektem substytucji nukleotydo-
wych (C521T i T704C) prowadzacych do zamiany amino-
kwaséw odpowiednio w pozycji T174M i M235T [7], albo
polimorfizmu sekwencji mikrosatelitarnej w intronie 4.
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genu endotelialnej syntazy tlenku azotu (eNOS) (motyw
nukleotydowy liczacy 27 par zasad powtérzony cztery
— allel a — lub piec razy — allel b) [8].

W badanej czteropokoleniowej rodzinie z kardiomio-
patig przerostowa typowano gen kodujacy biatka sarko-
meru, w ktérym zmiany molekularne staty sie przyczy-
na rozwoju rodzinnej postaci HCM. Badania genetyczne
prowadzone technikami biologii molekularnej dotyczyty
gendw sarkomerowych zwigzanych z najczestszymi lub
najgorzej rokujagcymi mutacjami — MYH7, TNNT2, MYBP-
C3 oraz TPM1 [9, 10]. Dodatkowo poszukiwano zmian
polimorficznych w genach modyfikujacych obraz klinicz-
ny choroby tzn.: w genie ACE, AT1, AGT oraz eNOS.

Material i metodyka

Na przeprowadzenie badan uzyskano zgode Komisji
Bioetycznej w Katowicach. Badanie obejmowato: badanie
podmiotowe i przedmiotowe, badanie EKG (12-odprowa-
dzeniowe, Simens Cardiostat 31), badanie
echokardiograficzne (M-mode, 2-D, doppler, aparat Hew-
lett-Packard Sonos 1000), 24-godzinne monitorowanie
holterowskie (aparat firmy Oxford). Od wszystkich prze-
badanych oséb pobierano krew obwodowa, z ktorej czesé¢
przeznaczano do badan biochemicznych, a czes¢ do ana-
lizy molekularnej. DNA izolowano z krwi obwodowej po-
branej na EDTA przy uzyciu zestawu DNAzol. Stosujac
technike PCR, wyznaczano sposéb dziedziczenia genu
kandydujacego do miana odpowiedzialnego za przerost
miesnia sercowego u chorych. Typowanie prowadzono
na podstawie analizy polimorfizmu markeréw mikrosate-
litarnych wewnatrz- i zewnatrzgenowych [11].

Amplifikacje wybranych markeréw mikrosatelitar-
nych dla genéw sarkomerowych przeprowadzono w ter-
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Rycina 1. Drzewo genealogiczne badanej rodziny
kwadrat — mezczyzna, koto — kobieta, czarne pole — osoba chora,
przekreslony czarny kwadrat — osoba zmarta, strzatka — proband
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mocyklerze Gene Amp PCR SYSTEM (Perkin Elmer) w od-
powiednim profilu temperaturowym. Otrzymane produk-
ty reakcji rozdzielono w 6% Zzelu poliakrylaminowym
(19:1) i wybarwiono solami srebra, a nastepnie oszacowa-
no ich wielkos¢ na podstawie systemu dokumentacji ze-
lowej BASSYSID (Biotec-Fischer). Kolejny etap badan
obejmowat poszukiwanie technikami PCR-SSCP,
PCR-RFLP i PCR-sekwencjonowanie mutacji i polimorfi-
zméw w wybranych eksonach genu kandydujacego
(eksony zwigzane z wyjatkowo Zle rokujacymi mutacjami
oraz mutacjami szczegdlnie czesto wystepujacymi) [12].

W reakcji amplifikacji gendw modyfikujacych amplifi-
kowano region obejmujacy miejsce polimorfizmu inser-
cyjnego-delecyjnego w genie ACE, miejsce polimorfizmu
A1166C w genie ATL, regiony polimorficzne T174M i M235T
w genie AGT i obszar polimorficzny w genie eNOS. Pro-
dukty amplifikacji genéw obejmujace miejsca polimor-
ficzne A1166C, T174M i M235T poddawano dziataniu enzy-
moéw restrykcyjnych (odpowiednio Haelll, Nco-l i Tth-I)
i rozdzielano elektroforetycznie w 6% zelu poliakrylami-
dowym. Na podstawie ilosci i dtugosci otrzymanych pro-
duktéw wyznaczono genotypy dla badanych miejsc poli-
morficznych [12, 13].

Wyniki
Przebadano czteropokoleniowg rodzine — wszyst-
kich krewnych pierwszego stopnia (Rycina 1.).

Badanie kliniczne

U probanda — lat 68 (l11) HCM rozpoznano w la-
tach 80. Obecnie chora zgtasza uposledzenie tolerancji
wysitku (NYHA 1l). W badaniu przedmiotowym nie
stwierdzono szmeru skurczowego nad sercem. W bada-
niu echokardiograficznym obserwowano asymetryczny
przerost miesnia lewej komory (grubosé przegrody
w rozkurczu wynosita 23 mm, a grubosc¢ Sciany tylnej
11 mm). W badaniu EKG wystepowat rytm zatokowy,
miarowy o czestotliwosci 56 uderzef na min, o cechach
zaburzenia przewodnictwa srédkomorowego.

W kilkakrotnym 24-godzinnym badaniu EKG meto-
da Holtera nie stwierdzano groznych komorowych za-
burzen rytmu, tylko liczne dodatkowe pobudzenia nad-
komorowe oraz wstawki migotania przedsionkéw.

Brat probanda (I13), z rozpoznang HCM, zmart nagle
w wieku 55 lat. W badaniach echokardiograficznych,
podobnie jak u probanda, stwierdzano asymetryczny,
Sredniego stopnia przerost miesnia sercowego bez cech
zawezenia drogi odptywu oraz niegrozne komorowe zabu-
rzenia rytmu w badaniach EKG metoda Holtera (LOWN II).

U corki zmartego brata probanda (Il11) — lat 36,
w wywiadzie wystepowaty napadowe czestoskurcze
nadkomorowe ustepujace po prébie Valsalvy. W bada-
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niu echokardiograficznym nie obserwowano u niej cech
HCM, a zapis EKG byt prawidtowy.

U syna zmartego brata probanda (I112) — lat 26, roz-
poznano kilka lat temu nadczynno$¢ tarczycy oraz nad-
cisnienie tetnicze. W badaniu echokardiograficznym
obserwowano nieznaczny koncentryczny przerost mie-
Snia lewej komory (grubos¢ przegrody miedzykomoro-
wej w rozkurczu 14 mm, grubosé tylnej sciany w rozkur-
czu 13 mm) oraz nieistotng hemodynamicznie niedo-
mykalnos¢ zastawki aortalnej matego stopnia (+/++).

U pozostatych cztonkéw rodziny nie obserwowano
ani klinicznych, ani echo- i elektrokardiograficznych cech
HCM.

Analiza molekularna genéw
dla biatek sarkomeru

Analiza genu kandydujacego, odpowiedzialnego
za chorobe w badanej rodzinie, z uzyciem markeréw
mikrosatelitarnych sprzezonych z genami kandydujacy-
mi do miana odpowiedzialnych za HCM wykazata zwia-
zek choroby z genem MYH7. Zwiazek pozostatych ge-
néw kandydujacych z chorobg w badanej rodzinie wy-
kluczono. Wyniki przedstawiono w Tabeli I.

Z choroba zwigzany jest haplotyp 2-2 przenoszony
przez probanda (II1). Badana (l111) otrzymata od zmarte-
go ojca (z rozpoznang HCM) haplotyp 3-2 niezwigzany
z wystepowaniem choroby. Zadne z jej dzieci (IV1, IV2,
IV3) nie jest wiec nosicielem zmutowanego genu. Brak

prébek krwi rodzicdw badanego (I112) uniemozliwia wy-
kluczenie nosicielstwa genu.

Po wytypowaniu genu MYH7 i przeprowadzeniu
analizy SSCP eksonéw tego genu, zwigzanych z wyjat-
kowo Zle rokujacymi mutacjami oraz mutacjami szcze-
gblnie czesto wystepujacymi (eksony 9, 13, 20, 21), nie
stwierdzono obecnosci zmian nukleotydowych w po-
wyzszych eksonach, w obrebie badanej rodziny.

Analiza molekularna genéw
modyfikujacych fenotyp choroby

Analiza genéw modyfikujacych fenotyp choroby
obejmowata amplifikacje regionu obejmujacego miejsce
polimorfizmu insercyjno-delecyjnego w genie ACE, miej-
sce polimorfizmu A1166C w genie AT1, regiony polimor-
ficzne w genie AGT (T174M i M235T) i obszar polimorficz-
ny w genie eNOS zawierajacy sekwencje mikrosatelitar-
ng obejmujaca cztery (allel a) lub pie¢ (allel b) powtdrzen
motywu liczacego 27 par zasad. Zestawienie informa-
tywnych wynikéw dla badanych genéw przedstawiono
w Tabeli I

Podsumowanie wynikéw i wnioski

W badanej rodzinie choroba prawdopodobnie jest
zwiagzana ze zmianami w sekwencji genu MYH7. U pro-
banda (ll1) nie stwierdzono wystepowania niekorzyst-
nych polimorfizméw w genach modyfikujacych fenotyp
HCM. U badanej (I111) wykluczono nosicielstwo zmutowa-

Tabela I. Analiza haplotypéw dla markeréw genetycznych sprzezonych z genem MYH7 oraz regiondw poli-
morficznych w genie ATG (T174M), w genie ACE i genie eNOS

Nr* Gen kandydujacy MYH7 Geny modyfikujace fenotyp

Markery Genotyp Gen ATG (T174M) Gen ACE Gen eNOS
Genotypy

11 MYH7PCR2 12 ™ Il ab
AFMO084yal 12

11 MYH7PCR2 13 ™ DI aa
AFMO084yal 12

1112 MYH7PCR2 12 T DD ab
AFMO084yal 12

13 MYH7PCR2 12 T Il bb
AFMO084yal 12

V1 MYH7PCR2 23 T DI ab
AFMO084yal 12

V2 MYH7PCR2 13 ™ DI ab
AFMO084yal 12

V3 MYH7PCR2 23 ™ Il ab
AFMO084yal 12

*numer pokolenia i cztonka rodziny zgodny z opisem zamieszczonym na Rycinie 1.
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nego MYH?7, stwierdzono natomiast wystepowanie nie-
korzystnego genotypu aa dla genu eNOS. U badanego
(I12) stwierdzono wystepowanie niekorzystnego genoty-
pu DD dla genu ACE, natomiast brak prébek krwi od mat-
ki i zmartego ojca uniemozliwia wykluczenie nosicielstwa
zmutowanego genu MYH7. U badanych (IV1), (IV2) i (IV3)
nie stwierdzono nosicielstwa HCM. U badanej (V1)
stwierdzono wystepowanie niekorzystnego genotypu TT
w genie ATG w pozycji 174 zwiekszajacego o 50% ryzyko
rozwoju nadcisnienia tetniczego. Wszyscy badani posia-
daja genotyp AC dla genu AT1, ktéry nie zwieksza praw-
dopodobiefhstwa rozwoju nadcisnienia i reakcji presyjnej
na dziatanie angiotensyny u jego nosicieli.

Dyskusja

Wiekszos¢ zidentyfikowanych dotychczas mutacji zo-
stata wykryta w genie MYH7, a zwtaszcza w jego ekso-
nach: 9, 13, 20, 21 Ekson 13 okreslany jest jako gorace
miejsce, poniewaz wystepujgce w nim mutacje sg zwia-
zane ze szczeg6lnie ciezka postacia choroby, charaktery-
zujaca sie znacznym stopniem przerostu miesnia serco-
wego oraz wysokim ryzykiem nagtego zgonu [14-18]. Zlo-
kalizowano w nim kilka mutacji, w tym: Arg403Gln,
Arg403Trp, Arg403Leu, odpowiedzialnych za wysoki sto-
piefh penetracji choroby (blisko 100%) w danej rodzinie
oraz nasilony stopief przerostu mieénia sercowego [19].

W badanej rodzinie nie obserwowano zmian nukle-
otydowych w eksonie 13 w genie MYH7, co jednocze-
$nie wyklucza obecnosé Zle rokujacych mutacji.

Na fenotyp choroby, poza mutacjami w genach zwia-
zanych z synteza biatek sarkomeru, wptyw maja takze
tzw. geny modyfikujace [20]. Sa to przede wszystkim ge-
ny zwigzane z uktadem renina-angiotensyna-aldosteron.
Badania genetyczne genu dla ATG wykazaty obecnos¢ po-
limorfizméw w drugim jego eksonie: C—T w pozycji 521
i T>C w pozycji 704. Efektem jest zamiana treoniny
w metionine w pozycji 174 (T174M) oraz metioniny w tre-
onine w pozycji 235 (M235T). Polimorfizmy te zwiekszaja
aktywnos¢ transkrypcyjna genu, co objawia sie zwiekszo-
nym stezeniem angiotensynogenu u nosicieli allelu T sub-
stytucji M235T [7]. U kobiet bedacych homozygotami TT
wzgledem mutacji T174M wystepuje o 50% wieksze ryzy-
ko rozwoju nadcisnienia tetniczego. Zaleznosci tej nie
stwierdzono dla mezczyzn. Badania genu ACE wykazaty
w jego obrebie polimorfizm insercyjno-delecyjny, charak-
teryzujacy sie obecnoscia lub brakiem 287 par zasad
w 16. intronie tego genu [5]. U homozygot DD stwierdzo-
no wieksza aktywnos¢ enzymu konwertujacego angio-
tensyne i zwiekszona reakcje presyjna w odpowiedzi
na angiotensyne. Allel D jest czynnikiem ryzyka choroby
niedokrwiennej i zawatu miesnia sercowego. Czestsze
wystepowanie genotypu DD stwierdzono u pacjentow
z przerostem lewej komory oraz kardiomiopatia przero-
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stowa i rozstrzeniowa. Wykazano takze, ze genotyp DD
genu ACE wptywa na zwiekszong ekspresje przerostu
miesnia u nosicieli patogennej mutacji Arg403GIn w ge-
nie MYH7 [21]. Jednoczesnie nie stwierdzono takiej zalez-
nosci u nosicieli mutacji w genie MYBPC3.

W badanej rodzinie genotyp DD genu ACE stwierdzo-
no jedynie u syna brata probanda (I112), u ktérego w ba-
daniu UKG obserwowano niewielkiego stopnia pogrubie-
nie miesnia lewej komory. Trudno jednak w chwili obec-
nej wnioskowa¢ o wptywie genotypu DD na przerost
miesnia sercowego u tego chorego. Problemem jest mto-
dy obecnie wiek badanego oraz wystepowanie choréb
wspdtistniejgcych (nadczynnosci tarczycy, nadcisnienia
tetniczego) wymagajacych dalszej diagnostyki oraz ob-
serwacji. W opisywanej w pismiennictwie rodzinie z mu-
tacja Arg780Lys w genie MYH7, z duzego stopnia przero-
stem miednia sercowego obserwowano wystepowanie
towarzyszacego genotypu DD genu ACE [12].

Badania genetyczne genu ATl wykazaty obecnosé
polimorfizmu A1166C w obrebie genu u pacjentow be-
dacych homozygotami wzgledem allelu C [6]. Stwier-
dzono zmiane wrazliwosci receptora na dziatanie an-
giotensyny Il oraz wiekszg czestos¢ wystepowania tego
allelu u 0séb z nadcisnieniem tetniczym. Badania genu
eNOS wykazaty obecnosé polimorfizmu sekwencji mi-
krosatelitarnej w czwartym intronie tego loci. Motyw
nukleotydowy liczacy 27 par zasad jest powtérzony
cztery razy (allel a) lub piec razy (allel b) [8].

W badanej rodzinie — z asymetrycznym przerostem
miesnia sercowego Sredniego stopnia, z nagtym zgonem
brata probanda (I13) w 55. roku zycia — wytypowalismy
gen MYH7 jako odpowiedzialny za rozwéj HCM. Stwier-
dzilismy wystepowanie dwéch niekorzystnych polimorfi-
zméw w genach modyfikujacych: polimorfizm DD (dele-
cja/delecja) dla genu ACE u syna brata probanda (1112)
z niewielkim stopniem przerostu miesnia sercowego oraz
polimorfizm I/D (insercja/delecja) dla genu eNOS u zdro-
wej w chwili obecnej corki zmartego brata probanda (ll11).
Niewatpliwe kluczowe dla rozpoznania HCM i okreslenia
rokowania jest wytypowanie konkretnej mutacji w genie
kandydujacym oraz ewentualnego wspétistnienia genéw
modyfikujacych. W prezentowanym konkretnym przy-
padku FHCM szczegbtowa analiza molekularna pozwolita
na wykluczenie z duzym prawdopodobienstwem HCM
u pozostatych badanych z rodziny probanda (z wyjatkiem
syna brata probanda I112 — brak materiatu genetycznego
do badania).
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