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Kapitel 1

Einleitung

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Mutationsanalyse zweier Gene, des D.J1- und des

Parkin-Gens, die mit einem monogenetischen Parkinson-Syndrom assoziiert sind.

Das folgende Kapitel gibt einen Uberblick iiber die Parkinson-Krankheit und das
Parkinson-Syndrom sowie den aktuellen Stand der Forschung beziiglich der Ursachen
der Erkrankung und der Rolle von genetischen Faktoren. Es wird iiber Mutationen im
DJ1-und Parkin-Gen berichtet und ihre Bedeutung erklart. Zur Detektion von Mutatio-
nen wurden die SSCP-Analyse, die Sequenzierung und die quantitative PCR angewandt.
Zusétzlich wurde ein neueres Verfahren, die denaturierende Hochleistungs-Fliissigkeits-
Chromatographie ({HPLC), eingefiihrt, um Punktmutationen und kleine Deletionen oder
Duplikationen im DJ1-Gen zu identifizieren. Das Prinzip dieser Methode wird im Kapitel

1.4 erlautert.

1.1 Parkinson-Krankheit und Parkinson-Syndrom

Die Parkinson-Krankheit ist eine langsam fortschreitende neurologische Erkrankung des
Gehirns. Sie wird auch als Parkinsonsche Erkrankung, Morbus Parkinson, Paralysis agit-
ans oder Schiittellihmung bezeichnet. Sie wurde nach dem englischen Arzt Dr. James Par-
kinson benannt, der 1887 seine Monographie ,, An essay on the Shaking Palsy“ (deutsche
Ubersetzung: ,,Eine Abhandlung iiber die Schiittellihmung®) veréffentlichte. Er beschrieb
ein klinisches Syndrom, das bis heute der Markstein der klinisch diagnostischen Krite-

rien geblieben ist: Ruhetremor (rhythmisches Schiitteln von Armen und Beinen), Rigor

1



KAPITEL 1. EINLEITUNG 2

(Muskelsteife), Akinese (allgemeine Bewegungsarmut, auch Bradykinese oder Hypokinese
genannt) und eine Storung der Stellreflexe [20, 30, 98]. Diese vier Symptome sind die

Kardinalsymptome der Parkinson-Krankheit.

In den meisten Féllen ist die Ursache der Erkrankung unbekannt, deshalb wird sie als

idiopathische (griech. ohne bekannte Ursache) Parkinson-Krankheit bezeichnet.

Der Begriff Parkinson-Syndrom (PS) dagegen schlieft alle klinischen Syndrome ein,
deren klinische Symptome der Parkinson-Krankheit &hneln, ungeachtet der Pathologie und
begleitender Symptome. Parkinson-Syndrome kommen bei anderen neurodegenerativen
Erkrankungen vor, z. B. bei der Multisystematrophie, der progressiven supranukledren
Lahmung und bei vaskuldren Erkrankungen, Depression und Demenz. Bei Vorliegen einer
genetischen Ursache wird ebenfalls von einem Parkinson-Syndrom (PS) gesprochen oder
aber von Parkinsonismus. Ein early-onset parkinson’s disease (EOPD) liegt bei einem
Erkrankungsalter von unter 45 Jahren vor, wahrend der Begriff des juvenilen PS bei

einem Erkrankungsalter von unter 21 Jahren gebraucht wird.

Die Diagnose der Parkinson-Krankheit wird durch die klinische Untersuchung gestellt,
wobei mindestens zwei der oben genannten Kardinalsymptome vorliegen miissen. Die Dia-
gnose kann abgesichert werden, wenn die Krankheit einseitig mit einem Ruhetremor be-
gonnen hat und sich die Symptomatik auf die Gabe von Levodopa (L-Dopa) oder Apo-
morphin bessert. [66]

Die idiopathische Form der Parkinson-Krankheit ist eine héufige Erkrankung, die in
den westlichen Landern ca. 1,6 % aller iiber 65-jahrigen betrifft. Die Haufigkeit nimmt
von ca. 1 % bei den 65- bis 69-jahrigen auf {iber 3,6 % bei den 85- bis 89-jahrigen zu [20].
Die Erkrankung manifestiert sich meist nach dem 55. Lebensjahr [49]. Immerhin 10 % der
Patienten erkranken jedoch schon vor Erreichen des 40. Lebensjahres und in einigen Féllen
beginnt die Erkrankung im Kindes- und Jugendalter. Mit steigender Lebenserwartung und
dem wachsenden Anteil dlterer Menschen an der Bevolkerung in den industrialisierten

Landern gewinnt die Erkrankung zahlenméfig wie auch soziookonomisch an Bedeutung.

Innerhalb des letzten Jahrhunderts haben sich die vorherrschenden Theorien zur Ursa-
che des Parkinson-Syndroms von Vererbung [34] zu einer infektiosen Atiologie [103] zuriick
zur Vererbung [67], zu einer Umwelt-Atiologie [23], zu einer reinen genetischen Atiologie

[24] und schliefllich zu einer multifaktoriellen Theorie der Gen-Umwelt-Interaktion [111,
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114, 119] gewandelt.

Ein konsistenter Risikofaktor der Parkinson-Krankheit ist das Alter [19]. Die Lis-
te von moglichen exogenen (Umwelt-)Risikofaktoren ist lang, aber wenige konnten eine
bestidndige Assoziation aufzeigen. In ca. 80 % der Parkinson-Félle ist es nicht moglich,
eine Ursache fiir die Erkrankung zu finden (idiopathische Parkinson-Krankheit). Es ist ei-
ne multifaktorielle Genese mit Umweltfaktoren denkbar, die auf genetisch priadisponierte
Individuen einwirken. Es besteht weiterhin eine Debatte {iber die Bedeutung von Genen

bei der idiopathischen Form der Parkinson-Krankheit.

1.2 Populationsgenetik

Zum besseren Verstdndnis dieser Arbeit wird im Folgenden ein kleiner Einblick in die

Begriffe der Populationsgenetik gegeben.

Die molekulare Populationsgenetik untersucht die genetische Struktur derzeit existie-
render Populationen mit den Methoden der Molekularbiologie. Eine Population ist eine
Gruppe von Individuen einer Art, zwischen denen die Moglichkeit der Fortpflanzung be-
steht. Zwei wichtige Eigenschaften einer Population sind ihre Grofle und ihre rdaumliche
Struktur. Die Grofle einer Population bestimmt, welche Rolle der Zufall bei der Vererbung

genetischer Variationen spielt (die sogenannte genetische Drift).

Eine wichtige Ursache dieser genetischen Drift ist der Griinder-Effekt. Der Griinder-
Effekt tritt auf, wenn eine Population durch eine kleine Anzahl von Individuen, die einer
grofleren Ursprungspopulation entstammen, gegriindet wird. Aufgrund der geringen An-
zahl der Griinder, kann die Allelhdufigkeit innerhalb der neuen Population gegeniiber der
urspriinglichen Population stark verdndert sein. Dieser Effekt erklart die Anhdufung von
rezessiven Erkrankungen als Folge einer genetischen Isolierung einer Bevilkerung. Haufig
weisen dann alle Gentréger dieselbe Mutation auf, da sie auf einen gemeinsamen Griinder

zuriickgeht.

Allele sind unterschiedliche Zusténde desselben Gens oder Nukleotids aufgrund einer

Mutation. Das urspriingliche oder haufigere Allel wird als Wildtyp-Allel bezeichnet.

Unter einem genetischen Polymorphismus (von griech. polymorphos = vielgestaltig)

wird das Auftreten einer Genvariation (eines Allels) in einer Population verstanden. De-



KAPITEL 1. EINLEITUNG 4

finitionsgem&f muss die Héufigkeit der Genvariation (die Allelhdufigkeit) grofler als 1

Prozent sein, andernfalls wird von einer Mutation gesprochen.

Zwei weitere wichtige Begriffe der Populationsgenetik sind homozygot und hetero-
zygot. Ein diploides Individuum ist homozygot fiir eine genetische Variation, wenn in
seinem Erbgut nur eines von zwei oder mehreren in der Population segregierenden Alle-
len vorkommt. Sind dagegen bei einem diploiden Individuum auf den beiden homologen
Chromosomen unterschiedliche Polymorphismen oder Mutationen zu finden, ist dieses

Individuum heterozygot fiir diesen Polymorphismus bzw. diese Mutation.

Der Genotyp umfasst die Gesamtheit des genetischen Materials, das im Phénotyp seine
Auspriagung findet. Der Genotyp ist in Chromosomen organisiert. Die Position eines Gens

auf dem Chromosom wird als Locus (lat. Ort) bezeichnet.

1.3 Genetik des Parkinson-Syndroms

Der geschétzte Anteil von Patienten in der Bevolkerung, der mindestens einen Verwand-
ten mit einem PS hat, variiert zwischen 6,4 und 10,3 %, wihrend Studien mit kran-
kenhausbezogenen Patienten-Serien sogar iiber Haufigkeiten von bis zu 33 % berichten
[5, 18, 26, 79]. Die Erkrankung von verwandten Personen spricht fiir eine direkte gene-
tische Ursache [68]. Besonders bei einem frithen Beginn der Erkrankung (< 50 Jahre)
spielt die genetische Komponente eine grofie Rolle [6, 35, 36, 64, 77, 123]. Seit 1997 konn-
ten 11 Genorte kartiert werden (PARKI bis PARK11). Ein dort lokalisiertes Gen und
das entsprechende Genprodukt scheinen eine kausale Rolle bei der Entstehung des PS zu
spielen. Sechs dieser Genorte verursachen autosomal-dominante Formen des PS (PARK1,
3-5, 8 und 10) und drei autosomal-rezessiv vererbte (PARK2, 6 und 7). PARK10 und
PARK11 reprisentieren Suszeptibilitdts-Loci mit einer unbekannten Art der Transmissi-
on [45, 97]. Bis auf PARKS (LRRK2) scheinen die dominanten Formen des PS sehr selten
vorzukommen. Dagegen ist das rezessiv vererbte PS sehr viel hdufiger. Vor kurzem wurde
gezeigt, dass PARK 4 identisch mit PARK1 ist [115]. Das PARK9-assoziierte Kufor-Rakeb
Syndrom unterscheidet sich wesentlich vom klinisch typischen PS und wird deshalb als
ein eigener Phinotyp betrachtet [89]. Zusitzlich gibt es Mutationen in einigen anderen
Genen, die mit dem PS in Verbindung gebracht werden konnten, denen allerdings (noch)

kein PARK-Locus zugeteilt wurde (u. a. Synphilin-1 und NR4A2).
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Tabelle 1.1: Verschiedene monogenetische Formen des Parkinson-Syndroms

Art der Genort | Gen OMIM{
Vererbung
Genetische Formen
mit PARK Akronym
PARK! (=PARK4) dominant 4q a-Synuclein 168601
PARK?2 rezessiv 69 Parkin 600116
PARKS3 dominant 2p ? 602404
PARKS5 dominant 4p Ubiquitin 191342
cyclohydrolase-L1
PARK6 rezessiv 1p PINK1 605909
PARK7 rezessiv 1p DJ1 606324
PARKS dominant 12p-q LRRK?2 (Leucin-rich | 607060
repeat kinase 2) 609007
PARK10 ? 1p ? 606852
PARK11 ? 2q ? 607688

Genetische Formen

ohne PARK Akronym
- dominant 5q Synphilin-1 603779
- dominant 2q Nurrl(NR4A2) 601828

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt auf der Untersuchung des DJI-Gens
im Zusammenhang mit dem PS. Zu Beginn der Analysen fiir diese Studie war nur sehr
wenig iiber das DJ1-Gen und seine Rolle beim PS bekannt. Anhand der Untersuchung
eines groflen Patientenkollektivs sollten genauere Kenntnisse iiber das DJ1-Gen gewonnen
werden. Einige der Patienten wurden ebenfalls auf Mutationen im Parkin-Gen untersucht.
Mutationen im Parkin-Gen sind der bekannteste verantwortliche Einzelfaktor fiir die Ent-
stehung eines PS. Die Untersuchung derselben Patienten sowohl auf DJI- als auch auf
Parkin-Mutationen ermoglichte einen Vergleich zwischen beiden. In den nun folgenden

Kapiteln wird das DJ1- und der Parkin-assoziierte PS genauer beschrieben.

1.3.1 DJ1-assoziiertes Parkinson-Syndrom

Zu Beginn dieser Studie war sehr wenig iiber die Héufigkeit von DJ1-Mutationen bekannt.
Ebenso wie Parkin-Mutationen wurden DJI-Mutationen vor allem bei Patienten mit

einem niedrigen Erkrankungsalter gefunden [6, 7].
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Das DJ1-assoziierte PS zeigt typische Symptome der Parkinson-Krankheit, einen lang-
samen Krankheitsverlauf und gutes Ansprechen auf eine L-Dopa-Behandlung. Untersu-
chungen mittels funktioneller Bildgebung zeigten einen Verlust von Zellen im Bereich der

Substantia nigra. Materialien zur pathologischen Untersuchung sind noch nicht vorhanden.

Insgesamt ist das Bild dieser Krankheit dem des Parkin-assoziierten PS ebenso wie
dem des PINK1-assoziierten PS sehr dhnlich und iiberlappt sich signifikant mit der idio-
pathischen Parkinson-Krankheit.

Mutationen im DJ1-Gen

Im Jahre 2002 beschrieben Bonifati und Mitarbeiter die Klonierung eines Gens fiir ein
autosomal-rezessives PS — das DJI1-Gen (PARK7) auf Chromosom 7 [6]. Das D.JI-Gen
hat 7 Exons und kodiert ein aus 189 Aminoséuren (20kD) bestehendes Protein. Das Exon
1 ist nicht-kodierend und wird alternativ gespleifit (Exonla/b). Kurze Zeit spéter konnten
zwei DJ1-Mutationen im homozygoten Zustand bei blutsverwandten Familien in den Nie-
derlanden und Italien identifiziert werden, die ein autosomal-rezessives PS verursachten.
In der niederldndischen Familie wurde eine Exonl-5 — Deletion gefunden, die sich iiber die
Promoter-Startposition erstreckte. Bei der italienischen Familie konnte eine Punktmuta-
tion (Leul66Pro) detektiert werden. Bald darauf wurden Mutationen im homozygoten,
compound-heterozygoten und heterozygoten Zustand auch bei Patienten anderer Herkunft
erkannt [2, 21, 35]. Einige Untersuchungen konnten zeigen, dass diese DJI-Mutationen

die Krankheitsempfindlichkeit bei EOPD erhohen [2, 35].

Es gab betroffene Patienten, bei denen nur eine Mutation im heterozygoten Zustand
gefunden wurde. Das unterstiitzt die Vermutung, dass, wie bereits bei Parkin-Féllen be-
schrieben, eine heterozygote Mutation zum PS-Phéanotyp fithren kann. Die Rolle von he-

terozygoten DJI-Mutationen wird ausfiihrlich diskutiert werden.

Bisher sind keine Studien zur Haufigkeit von D.J1-Mutationen bei Patienten mit spédtem

Erkrankungsbeginn durchgefiihrt worden.

Funktion des DJ1-Gens und des DJ1-Proteins

Bekannte Mutationen sind iiber das ganze DJ1-Gen verstreut. Die unterschiedlichen Mu-

tationen betreffen unterschiedliche Doménen des Proteins mit jeweils anderer funktioneller
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und struktureller Bedeutung. Dennoch verursachen sie einen dhnlichen Phéanotyp.

Das DJ1-Protein wird ubiquitér exprimiert, besonders in der Leber, der Skelettmus-
kulatur, der Niere und im Gehirn mit héheren Konzentrationen in subkortikalen Regionen
(Thalamus und Substantia nigra pars compacta). Das DJI1-Gen wurde zunéchst als ein
Onkogen beschrieben [88] und als ein Protein, das in Verbindung mit Infertilitét bei Na-
getieren steht [125]. Es wird angenommen, dass DJ1 die mRNA-Expression durch eine
Interaktion mit einem Polypeptid-Komplex moduliert, der aus dem Androgen-Rezeptor
und dem Sumoylationsenzym PIASz besteht [91, 117]. Sumoylation bedeutet die An-
kniipfung von SUMO, einem Ubiquitin-dhnlichen modifizierenden Protein. Im Gegensatz
zu Ubiquitin scheint SUMO allerdings die subzellulére Lokalisation von Proteinen zu be-
einflussen und ihre Stabilitdt zu fordern. Einige Studien weisen eine Funktion als Sensor
fiir oxidativen Stress und als Antioxidans nach, sowie eine Rolle als Schutz gegen mito-
chondriale Schédigung|8, 10]. Strukturelle Untersuchungen deuten darauf hin, dass DJ1
Ahnlichkeiten mit der bakteriellen Hsp31 hat, einem Stress-induzierten Chaperon [106].
Zusézlich wurde gezeigt, dass DJ1 am in-vivo Signal-Transduktionsweg des Dopamin D2-

Rezeptor-Subtyps bei Mausen beteiligt ist [32].

Die Charakterisierung des Wildtyps sowie zweier krankheitsassoziierter Punktmuta-
tionen deckte eine Dimer-Struktur auf. Bei der DJ1-Mutante (L166P) konnte eine be-
eintrichtigte Proteinfaltung nachgewiesen werden, die einen beschleunigten Abbau des
DJ1-Proteins begiinstigt. Die Mutante konnte keine Homodimer formen. Studien zur Kris-
tallstruktur unterstiitzten die Vermutung, dass DJ1-Proteine nur als Dimer funktionieren
[51, 84, 94, 120]. Daher wird angenommen, dass ein falsch gefaltetes und weniger stabiles
DJ1-Protein DJ1™%® Zytotoxizitit vermittelt, indem es das zelluldre Degradierungssys-

tem iberfordert und eine ungewthnliche Zelllokalisation bewirkt [84].

Weiterhin wurde gezeigt, dass DJ1 hauptséchlich in Gliazellen, den Astrozyten, lo-
kalisiert ist. Es wird daher vermutet, dass dieses Protein eine grofie Bedeutung bei der
glialen Funktion hat. Verdnderungen der normalen physiologischen Funktion der Astrozy-
ten konnten durch verminderte Sekretion von neurotropen Faktoren und eine verminderte
Kapazitéit gegeniiber der Produktion freier Radikale zu einem dopaminergen Zelltod bei-

steuern.
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1.3.2 Parkin-assoziiertes Parkinson-Syndrom

Parkin-Mutationen sind besonders héufig bei Patienten mit einem autosomal-rezessiven
PS mit frithem Beginn (unter 50 Jahre) und bei einem isolierten PS mit juvenilem Beginn
(unter 21 Jahre) [1, 56, 77]. Mutationen in diesem Gen sind fiir ca. 50 % der familidren
und fiir ca. 20 % der sporadischen EOPD-Félle verantwortlich. Die Pravalenz von Parkin-

Mutationen verringert sich enorm mit einem spéteren Erkrankungsalter [77].

Es gibt einige klinische Befunde, die das Parkin-assoziierte PS von der sporadischen
Parkinson-Krankheit abgrenzen wie z. B. das niedrige Alter bei Krankheitsbeginn. Zusétz-
liche klinische Zeichen treten bei einigen Patienten auf, z. B. tageszeitliche Schwankungen
der Symptomausprigung, Besserung nach Schlaf, Dystonie, Hyperreflexie, gute Ansprech-
barkeit auf L-Dopa, frithzeitig induzierte Dyskinesien durch die L-Dopa-Behandlung und

ein langsamer Krankheitsverlauf [56, 75].

Mutationen im Parkin-Gen

Mutationen im Parkin-Gen wurden in zahlreichen Familien unterschiedlicher ethnischer
Herkunft festgestellt. Einen Uberblick iiber die verdffentlichten Mutationen geben die
Tabellen B.1 und B.2 im Anhang dieser Arbeit. Folgende unterschiedliche Arten von Mu-
tationen wurden detektiert: (1) Punkt-Mutationen (missense oder nonsense), (2) Deletio-
nen oder Insertionen einer oder mehrerer Basenpaare innerhalb eines Exons, die meistens
eine Leserasterverschiebung (engl. frameshift) oder einen vorzeitigen Proteinabbruch be-
wirken, (3) Deletionen oder Multiplikationen eines oder mehrerer Exons, die durch eine
Leserasterverschiebung zu einer Verdnderung des Transkripts fithren und zu einem vor-
zeitigen Abbruch der Translation und (4) Mutationen an der Intron-Exon-Grenze, die die

Spleifiregion beeinflussen.

Compound-heterozygote Mutationen mit Deletionen und Missense-Mutationen er-
kldren die Mehrzahl der Félle mit einem EOPD. Mehr als 50 % der Mutationstriager
haben Exon-Rearrangements, die im heterozygoten Zustand nicht mittels konventioneller
Methoden wie der Sequenzierung erkennbar sind. Zusétzlich zu konventionellen Metho-
den bedarf die Mutations-Analyse des Parkin-Gens daher der Gendosis-Untersuchung.

Aufgrund der Komplexitiat der Untersuchung des Parkin-Gens gibt es nur wenige epide-
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miologische Daten iiber die Haufigkeit von Parkin-Mutationen bei Kontrollpersonen und

der idiopathischen Parkinson-Krankheit.

Parkin-Mutationen werden autosomal-rezessiv vererbt. Klinische, genetische und PET-
Untersuchungen legen jedoch nahe, dass auch eine einzige heterozygote Parkin-Mutation

zu einem PS préadisponieren kann [41, 63, 105].

Funktion des Parkin-Gens und des Parkin-Proteins

In allen Exons des Parkin-Gens konnten Mutationen detektiert werden, die meisten betref-
fen allerdings Exon 2 und 7. Parkin wird in den Fortsétzen und Zellkérpern von Neuronen

und in Myozyten exprimiert [62, 69].

Die Identifikation der normalen Funktion von Parkin konnte viele Hinweise auf patho-

logische Effekte von Parkin-Mutationen liefern.

Das Parkin-Protein hat eine Ubiquitin-dhnliche Sequenz am N-Terminus und zwei
RING-Finger (benannt nach Really Interesting New Gene), die durch ein in-between-
RING-(IBR)-Motiv in Richtung des C-terminalen Endes des Proteins getrennt sind. Das
Doménen-Motiv mit zwei RING-Fingern getrennt durch eine IBR Doméne ist vielen E3-
Ligasen gemein. Die E2-abhéngige E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitdt von Parkin konnte in in
vitro und zelluldren Studien gezeigt werden [112]. Diese Funktion wird durch Mutatio-
nen, die mit einem PS assoziiert sind, gestort. Parkin als E3-Ubiquitin-Ligase ubiquiniert
sich selbst und vermittelt dadurch den eigenen Abbau [132]. AuBlerdem konnten bereits
eine wachsende Anzahl von Parkin-Substraten identifiziert werden (zusammengefasst in
[81]). Eine der fiihrenden Hypothesen zur Erklarung des Parkin-assoziierten PS ist, dass
eine Akkumulation dieser Substrate im nicht-ubiqginierten Zustand den selektiven Tod der

Neurone in der Substantia nigra pars compacta und im Locus coeruleus verursacht [17].

1.3.3 Pathogenese des Parkinson-Syndroms

Waihrend der Phénotyp des D.J1-assoziierten PS nahezu identisch mit dem des Parkin-
assoziierten PS ist, ist die genaue Funktion des DJ1-Proteins bei der Pathogenese des PS
weitgehend unbekannt. Die Funktion des Parkin-Proteins wird dagegen seit langerer Zeit

untersucht und ist relativ gut beschrieben. Die Bedeutung weiterer Parkinson-Proteine wie
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des PINKI1-Proteins ist noch nicht vollstédndig bekannt. Es bleibt zu kldren, ob die ver-
schiedenen Proteine auf einen gemeinsamen Stoffwechselweg Einfluss nehmen. Eine Studie
konnte das Parkin-Protein mit dem DJ1-Protein in Verbindung bringen[85]. Das Parkin-
Protein scheint mit DJ1-Mutanten zu interagieren, indem es diese stabilisiert anstatt ihre

Elimination durch Ubiquinierung zu foérdern.

Die Abbildung 1.1 verdeutlicht die derzeitigen Hypothesen zur Interaktion der ver-

schiedenen Proteine und der Pathogenese des PS.
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Abbildung 1.1: Genetische Mutationen und die Pathogenese des Parkinson-Syndroms: Falsch
gefaltete Proteine tragen eventuell zu einer Neurodegeneration bei einem PS bei. Durch eine
Mutation koénnte das a-Synuclein- und DJ1-Protein falsch gefaltet sein (blaue Pfeile) und der
Ubiquitin- (proteasomale) und lysosomale Abbauweg iiberlastet werden. Das Parkin- und UCH-
L1-Protein, die beide zu dem Ubiquitin-Proteasom-System gehoren, verlieren durch eine Mu-
tation ihre Ubiquitin-Ligase/Hydrolase-Aktivitét. Dieser Funktionsverlust wiirde die Fahigkeit
der Zelle, beschiidigte Proteine zu erkennen und falsch gefaltete Proteine abzubauen (rote Pfei-
le), beeintriachtigen. DJI-Mutationen kénnten ebenso die vermutete Chaperon-Aktivitét des
DJ1-Proteins modifizieren und so die Riickfaltung beschidigter Proteine und die Zufithrung
zum Protein-Abbau-System unterbrechen (rote Pfeile). Diese unterschiedlichen Verénderungen
fithren vermutlich zu der Akkumulation unerwiinschter Proteine, welche durch unbekannte Me-
chanismen eine Neurodegeneration bewirken (gestrichelte Pfeile). Oxidativer Stress durch ei-
ne mitochondriale Funktionsstérung und den Dopamin-Metabolismus kénnte durch eine post-
translationale-Modifikation auch eine Falschfaltung von Proteinen (besonders von a-Synuclein
und Parkin) begiinstigen. Oxidativer Stress kann seine Ursache auch in einem reduzierten Leis-
tungsvermogen eines fehlerhaften DJ1-Proteins, Sauerstoffradikale zu entgiften, haben. Dage-
gen wird die mitochondriale Funktionsstérung wenigstens teilweise durch die fehlerhafte Ak-
tivitdt und veréinderte Lokalisation von DJ1 und PINK1 verursacht. Mitochondriale Funkti-
onsstérungen, oxidativer Stress und die falsche Handhabung von Proteinen sind in dieser hypo-
thetischen pathogenen Kaskade eng miteinander verkniipft. Zusétzliche mogliche Interaktionen

wurden aus Griinden der Ubersichtlichkeit aussgelassen.
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1.4 Die denaturierende Hochleistungs-Fliissigkeits-

Chromatographie (dHPLC)-Analyse

Innerhalb der letzten Jahre hat sich die denaturierende Hochleistungs-Fliissigkeits-Chro-
matographie ({HPLC) (engl. denaturing-high-performance-liquid-chromatography) zu ei-
ner der vielseitigsten Technologien fiir die Untersuchung von Sequenzvariationen entwi-
ckelt. Es ist ein schnelles, automatisierbares Verfahren, mit dem bekannte und unbekannte
Mutationen sowie Einzel-Nukleotid-Polymorphismen unabhéngig von ihrer Art und Loka-
lisation mit grofler Zuverléssigkeit nachgewiesen werden konnen. Vergleichbare bisherige
Methoden zur Mutationsanalyse, wie z. B. die SSCP-Analyse weisen im Vergleich ei-
ne geringere Sensitivitdt auf [27]. Im Rahmen dieser Studie wurde die dHPLC-Methode

(Transgenomic- Wave®)-System) zur Untersuchung des DJ1-Gens angewandt.

1.4.1 Das Transgenomic- Wave®-System

Das Wave-System setzt die dHPLC in Verbindung mit einer speziellen Trennséule (sepa-
ration DNASep®)cartridges) ein. Die Sdule besteht aus einem Polystyren/Divinylbenzen
Copolymer, das als Festphase dient. Uber das Reagenz TEAA (Triethylammoniumace-
tat) wird eine Interaktion zwischen injizierter DNS-Probe und der S#ulenmatrix her-
gestellt. Acetonitril unterbricht diese Interaktion und verursacht die Elution der Probe
von der Séule. Die Detektion des ausgespiilten PCR-Produktes erfolgt mit Hilfe eines

Hochleistungs-Deuterium-UV-Lichts mit einer Wellenlénge von 260 nm.

1.4.2 Das Prinzip der dHPLC

Die dHPLC basiert auf der Detektion von Heteroduplices. Eine Heteroduplex kann sich bil-
den, wenn neben dem Wildtyp-Allel eine Sequenzvariation auf dem zweiten Allel vorliegt.
Wird das amplifizierte PCR-Produkt bei 95 °C in Einzelstrang-DNS denaturiert, kommt
es durch anschlieendes Renaturieren (engl. Reannealing) zur Formation von Homo- und
Heteroduplices. Letztere bestehen aus einem Strang des Wildtyp-Allels und einem Strang
des verdnderten Allels. An der Position der Mutation kommt es zu einer Fehlpaarung

der Nukleotide (base-pair-mismatch). Die Strange sind in diesem Abschnitt nicht mehr
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komplementér zueinander. Das bewirkt die Ausbildung von einzelstriangigen Regionen,

besonders unter partiell denaturierenden Bedingungen.

Abbildung 1.2: Formation eines Gemisches

aus Homo- und Heteroduplices durch Dena-

erhitzen . ) )
und turieren und Renaturieren. Eine Heterodu-
kiihlen plex besteht aus zwei komplementéiren Einzel-

stringen, die an einer Position wegen einer Mu-

AT GC A TAT GC tation in einem der beiden Strénge eine einzel-

CG
I I I |J H |J I I I striangige Region bilden.

Die dHPLC nutzt das unterschiedliche Schmelzverhalten von homo- und heteroduplex-
DNS unter partiell denaturierenden Bedingungen zur Mutationsdetektion. Die injizierte
Probe interagiert iiber das Reagenz TEAA mit der Sdulenmatrix. Bei jeder Analyse wird
nun ein linearer Acetonitrilgradient durchgefiihrt. Die Anfangskonzentration ist gering
genug, damit die DNS an die Sdulenmatrix binden kann. Die Konzentration wird iiber
die Zeit erhoht. Zu einem bestimmten Zeitpunkt verhindert die Konzentration von Ace-
tonitril die Interaktion und es kommt zur Elution der DNS-Probe. Die Zeit, die zwischen
der Injektion der Probe und der Elution vergeht, wird Retentionszeit genannt. Mit Hilfe
der sogenannten Zeitverschiebung (engl. time shift) ist es moglich die Retentionszeit zu

regulieren und den geeigneten Acetonitrilgradienten zu finden.

A)A B)A Abbildung 1.3: Graph A

T/

Elution der Probe Zeit Elution der Probe Zeit dies zur Elution der Probe zum

t > t > Zeitpunkt t.

zeigt den linearen Acetonitril-
gradienten. Zum Zeitpunkt ¢t

verhindert die Konzentration

A260nm

on zwischen DNS-Probe und
Séulenmatrix. In Graph B fiihrt

% Acetonitril

JL des Acetonitrils die Interakti-

Am Anfang einer jeden Analyse muss die optimale partiell denaturierende Temperatur
bestimmt werden, bei der das unterschiedliche Schmelzverhalten am grofiten ist. Optimale
Analysebedingungen liegen bei einer Sdulentemperatur vor, die eine partielle Denaturie-
rung der Doppelstringe im Bereich der Nukleotid-Fehlpaarungen begiinstigt. Die héchste

Wahrscheinlichkeit, Mutationen zu detektieren, liegt bei einer Analysetemperatur vor, die
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1 °C unter dem sogenannten Tm-Wert liegt, der Schmelztemperatur, bei der 50 % der

DNS als Doppelstrang- und 50 % als Einzelstrang-DNS vorliegen.

eteroduplices X o
_yHomoduplices o1oc Abbildung 1.4: Temperaturabhéingige Auf-
- '/ / 59°C trennung der Heteroduplices von den Ho-
’ o
ggog moduplices. Die Heteroduplices werden vor
gg:g den Homoduplices ausgewaschen. Die Reten-
ﬁ 54°C tionszeit verringert sich drastisch mit einer
s o
_//‘& g;og Erhohung der Temperatur. Bei diesem Bei-
: S1°C spiel liegt eine A zu G Mutation auf einem
1 1 1 1 '}

Allel vor.

Retentionszeit

Die Sensitivitat der Methode wird aufler durch die Temperatur von weiteren Faktoren
beeinflusst: PCR-Fragment-Lange (ideal 200 bis 500 bp), der Anzahl der Schmelzdoménen,
der Qualitdt und Quantitdt des PCR-Produktes.

1.5 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe

Die Leiterin der Arbeitsgruppe, Frau Prof. Dr. med. Klein, erforscht seit vielen Jah-
ren die genetischen Ursachen von Bewegungsstorungen, vor allem bei unterschiedlichen
Parkinson-Syndromen und bei Dystonien. In den letzten Jahren gelang es der Arbeits-
gruppe, eine Vielzahl von Parkin-Mutationen zu identifizieren, darunter viele heterozygote
Exon-Deletionen/Duplikationen mittels einer neuen Methode, der Echtzeit-Amplifikation

genomischer DNS [40, 41, 56].

Die Arbeitsgruppe verfiigt iiber genetisches Material von iiber 350 sporadischen und

familidiren EOPD-Patienten, das die Grundlage dieser Arbeit bildete.

1.6 Ziele

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Hilfe molekulargenetischer Untersuchungen ein
besseres Verstandnis zur Rolle von DJI- und Parkin-Mutationen bei Patienten mit einem

EOPD zu erhalten. Im Vordergrund der Studie stand die Untersuchung des DJ1-Gens.

Folgende Fragen sollten beantwortet werden:
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1. Wie lassen sich DJ1-Mutationen 6konomisch und sicher detektieren?

2. Wie héufig sind Mutationen im DJI1-Gen?

3. Welche Mutationen findet man im DJI1-Gen?

4. Wie haufig sind DJI1-Mutationen im Vergleich zu Parkin-Mutationen?

5. Wie sieht die phénotypische Auspragung bei Patienten mit DJ1-Mutationen aus?

6. Welche Bedeutung hat der Promoter des Parkin-Gens?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden folgende Arbeitsziele definiert:

1. Entwicklung einer neuen Methode zur Detektion von Punktmutationen und kleinen

Deletionen oder Duplikationen im DJI-Gen mittels der dHPLC-Analyse.

2. Untersuchung von 316 EOPD-Patienten auf Mutationen im DJ1-Gen mittels der

dHPLC-Analyse, Sequenzierung und Gendosis-Untersuchung.

3. Analyse von 64 der 316 EOPD-Patienten auf Mutationen im Parkin-Gen mittels

konventioneller und Gendosis-Untersuchungen.



Kapitel 2

PATIENTEN, MATERIAL UND
METHODEN

2.1 Patienten

Fiir die molekulargenetische Untersuchung standen Patienten mit einem PS zur Ver-
fiigung. Die klinische Untersuchung haben Bewegungsstorungs-Spezialisten durchgefiihrt.
Die Diagnose basierte auf publizierten Kriterien fiir ein PS [31]. Alle Patienten und Kon-
trollpersonen gaben ihr Einverstindnis fiir diese Untersuchung und die Veroffentlichung,
eine Genehmigung durch die lokalen Ethikkomissionen lag bei allen Studien vor. Im Fol-

genden werden die unterschiedlichen Patientengruppen und Kontrollen charakterisiert.

2.1.1 Zusammensetzung des Kollektivs

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 316 Patienten mit EOPD untersucht. Die
Patienten wurden basierend auf unterschiedlichen Auswahlkriterien in fiinf Gruppen auf-
geteilt (s. Tabelle 2.1). Um die Haufigkeit von Aminosiuren-Substitutionen bei nicht be-
troffenen Personen zu ermitteln, wurden 94 Kontrollpersonen deutscher und siidtiroler

Herkunft getestet.

16
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Tabelle 2.1: Patientengruppen, die in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden

Gruppe | Anzahl der | Selektionskriterien Studienzentrum/ Ethnische
Patienten | der Patienten -zentren Herkunft

1 65 bevilkerungsbezogen | Universitéiten von Genua | italienisch
und Bologna

2 101 bevolkerungsbezogen | Universitét deutsch
Liibeck

3 19 Isolatbevolkerung Regionalkrankenhaus siidtirolisch
Bozen

4 71 bevolkerungsbezogen | Universitét serbisch
Belgrad

5 60 speziell iiberwiesen verschiedene Zentren in | v. a.

fiir die Untersuchung | Deutschland, Kanada européisch

und den USA

2.2 Methoden

Im Folgenden Abschnitt werden die in dieser Arbeit angewandten Methoden zur mole-
kulargenetischen Untersuchung beschrieben. Die dHPLC-Analyse wurde wéhrend eines
vierwochigen Aufenthaltes im Labor von Prof. Olaf Riefl am Institut fiir Humangenetik
der Universitdt Tiibingen durchgefiihrt. Alle iibrigen experimentellen Arbeiten fanden im

Institut fiir Humangenetik der hiesigen Universitat statt.

2.2.1 Praparation genomischer DNS

Die molekulargenetische Untersuchung, insbesondere die Polymerase-Kettenreaktion,
benotigt genomische DNS als Vorlage. Die DNS-Extraktion erfolgte aus frischem oder
tiefgefrorenem Blut der Patienten. Die genomische DNS wurde entsprechend der Aussalz-
Methode [83] aus Leukozyten des Blutes isoliert. Die Zellen wurden lysiert, Proteine durch

Proteinase K verdaut und die DNS durch Prézipitation (Ausféillung) gewonnen.
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Protokoll:

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.

. 10 ml Vollblut (EDTA /Heparin/Citrat) mit Leidener-Losung versetzen

. Inkubation fiir 30 min auf Eis bei 200 rpm, um den Lysierungsprozess einzuleiten

Leukozyten abzentrifugieren (6000 rpm; 4 °C; 20 min), Uberstand vorsichtig bis auf ca.
5 ml abgieflen

. Waschen des Pellet durch Resuspendieren in 10 ml Leidener-Losung

. Inkubation fiir 20 min auf Eis, zentrifugieren (6000 rpm, 4 °C, 15 min)

AbgieBen des Uberstandes (die Interphase bleibt erhalten) und waschen des Pellet mit 2-3

ml Leidener-Losung

Resuspendieren des Pellet in 10 ml Leidener-Losung

Inkubation fiir 20 min auf Eis und zentrifugieren (6000 rpm, 4 °C, 15 min)

Zur Erhohung der Reinheit Schritte 6) bis 8) wiederholen

Ablosung der Interphase vom Pellet und Entfernen der Leidener-Losung
Resuspendieren des Pellet in 3 ml Lysepuffer

Zugabe von 200 ul Proteinase K (10 mg/ml) und 100 ul SDS (20 % ig)

Inkubation iiber Nacht bei 55 °C

Zugabe von 1 ml 6M NaCl-Losung pro ml Verdauungsansatz und kréftig schiitteln
Zentrifugieren (6000 rpm, 20 °C, 25 min)

Verwerfen des Protein-Pellet, der Uberstand wird weiterverwendet

Schritte 15) und 16) mehrmals wiederholen bis keine Proteine mehr vorhanden sind
Ausflocken der DNS durch Zugabe von 2 Vol. 96 % EtOH

Waschen der DNS-Flocke mit 1ml 70 % EtOH

Zentrifugieren (12000 rpm, 4 °C, 15 min), Uberstand verwerfen

Pellet (DNS) im Thermoblock bei 37 °C trocknen

Zugabe von 500 bis 1000 pl 1x TE-Puffer und DNS iiber Nacht im Kiihlschrank 16sen

Nach dieser Methode konnten ca. 100 bis 1000 pug genomischer DNS guter Qualitéit ex-

trahiert werden.

2.2.2 Konzentrationsbestimmung von DNS

Fiir einige Experimente, z. B. die dHPLC-Analyse, war es wichtig, die DNS-Konzentration

der nukleinsdurehaltigen Losung zu kennen.
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Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNS

Die photometrische Bestimmung wurde an einem Spektralphotometer bei einer Wel-
lenldnge von 260 nm durchgefiihrt. Nukleinsduren absorbieren Licht bei einer Wellenlénge
von 250 bis 270 nm mit einem Absorptionsmaximum bei 260 nm aufgrund der Spektralei-
genschaften ihrer Basen. Diese Absorption ist proportional zur Nukleinsdurekonzentration

und kann geméf der Gleichung nach Lambert-Beer berechnet werden:

E 60" Extinktion bei 260 nm

2
C NAS Konzentration der Nukleinsdure

E ., =Cu,xdxexf d:Schichtdicke der Kiivette (= 1 cm)

21
e: Extinktionskoeffizient (= 50) Formel 1:

f: Verdiinnungsfaktor Lambert-Beer‘sches Gesetz

Die photometrische Konzentrationsbestimmung misst die gesamte Nukleinsduremenge,
unterscheidet also nicht zwischen DNS und RNA in einer Losung. Vor der Konzentrati-

onsmessung der DNS wurde am Photometer ein Nullwert mit Wasser bestimmt.

2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Entsprechend der jeweiligen Fragestellung wurden zwei unterschiedliche Verfahren der
PCR angewendet: die konventionelle PCR zur Mutationsdetektion mittels SSCP, di-
rekter PCR-Produkt-Sequenzierung und dHPLC und die Echtzeit-PCR zur Gendosis-

Untersuchung.

Konventionelle PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (kurz: PCR fiir engl. Polymerase Chain Reaction) ist eine
enzymatische Methode, um DNS in vitro zu amplifizieren. Die PCR wurde 1983 von Kary
B. Mullis entdeckt und seitdem weiterentwickelt [108]. Mit Hilfe der PCR kann ein kurz-
er, genau definierter Teil eines DNS-Abschnittes vervielfiltigt werden. Eine PCR bendotigt
mehrere grundlegende Elemente. (1) Die Original-DNS; die den zu amplifizierenden Be-

reich enthélt (2) Zwei Primer, um Anfang und Ende der zu vervielfiltigenden Sequenz
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festzulegen, (3) die Thermostabile Polymerase, um den flankierten Bereich zu dupli-
zieren, (4) Nukleotide, die Bausteine fiir den von der DNS-Polymerase synthetisierten
DNS-Strang und (5) die Puffer, die eine fiir die DNS-Polymerase geeignete chemische
Umgebung sicherstellen. Der Prozess der PCR besteht aus 20 bis 40 Zyklen, die in jeweils
drei Schritte unterteilt werden: Zunéchst wird die doppelstrangige DNS erhitzt, um sie in
die komplementéiren Einzelstrange zu trennen (Denaturierung). Nach der Trennung der
Striange wird die Temperatur gesenkt, so dass die Primer sich an die einzelnen DNS-
Stringe anlagern konnen (Annealing). Im dritten Schritt synthetisiert die Polymerase
entsprechend der Matrize eine komplementére Kopie jedes Stranges. Dieser Schritt heifit

Elongation.

Quantitative PCR

A) Die Echtzeit-PCR

Die Echtzeit-PCR (engl. real-time PCR) macht es moglich, genaue Aussagen iiber die ein-
gesetzte DNS-Menge zu treffen. Die Echtzeit-PCR-Geréte (Firmen Roche, PerkinElmer,
Stratagene u. a.) konnen die Anzahl gebildeter DNS-Molekiile online nach jedem Zy-
klus erfassen. Die Grundlage fiir die heute angewandte real-time quantitative PCR wurde
1992 durch Higuchi et al. geschaffen [46]. Es wird ein fluoreszierender Reporterfarbstoff
verwendet, um die Reaktion verfolgen zu konnen. Die Fluoreszenz steigt proportional
mit der Produktmenge an. Die Quantifizierung der PCR basiert bei allen Systemen auf
der Berechnung des Fluoreszenz-Schwellenwertes, dem so genannten Threshold Cycle oder
CT-Wert. Der CT-Wert ist jener PCR-Zyklus, bei dem die Reporterfluoreszenz die Hin-
tergrundfluoreszenz signifikant {ibersteigt und die Amplifikation der DNS exponentiell ist.
Der Zeitpunkt des Auftretens dieser so genannten log-linearen Phase ist abhéngig von der
initial eingesetzten Menge an DNS. Deshalb werden parallel in jedem PCR-Lauf bekannte
Template-Mengen amplifiziert. Aus diesen lésst sich eine Standardkurve erstellen, anhand
derer von einem bestimmten CT-Wert auf eine Template-Konzentration geschlossen wer-

den kann.
B) Der LightCycler — ein Echtzeit-PCR-Gerit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde der LightCycler (RocheDiagnostics) als Echt-
zeit-PCR-Gerdt benutzt. Zur Detektion der PCR-Produkte wurden Hybridisierungsson-
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den eingesetzt, die Signale konnten iiber zwei Fluoreszenzkanile (Kanile F2 und F3)

gemessen werden.
C) Das Prinzip der Hybridisierungssonden

Hybridisierungssonden bestehen aus einem Paar sequenzspezifischer Oligonukleotide, die
benachbart hybridisieren kénnen. Sie tragen an den zugewandten Ende zwei Fluorophore,
die iiber Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer (FRET) interagieren kénnen. Oligo 1 ist
am 3’-Ende mit Fluorescein (FL), und Oligo 2 am 5’-Ende mit einem LC-spezifischen
Farbstoff markiert. Es gibt zwei dieser LC-spezifischen Farbstoffe, von denen einer Licht
der Wellenlédnge 640 nm (LC640 wird in Kanal F2 gemessen) und der andere Licht der
Wellenlédnge 710 nm (LC705 wird in Kanal F3 gemessen) emittiert. Dabei iibertrégt der
kurzwelligere Farbstoff Fluorescein, der mittels blauen Lichts angeregt wird, seine Ener-
gie strahlungslos an den langwelligeren Farbstoff LC. Dieser gibt ein rotes Licht ab, das
detektiert wird. Das Signal kommt also nur zustande, wenn beide Sonden in rdumlicher
Nihe binden. Bei einem Uberschuss an Sonden ist die Signalfluoreszenz proportional zur

Menge der vorliegenden Zielsequenz.
D) Duplex-PCR

Um (heterozygote) Deletionen und Duplikationen groferer DNS-Abschnitte nachzuweisen,
wurde das Prinzip der Duplex-PCR angewandt. Die Verwendung zweier unterschiedlich
markierter Paare von Hybridisierungssonden erméglichte die Koamplifikation der Ziel-
DNS und eines Referenzgens in einem Reaktionsansatz fiir beide unter exakt gleichen
Bedingungen. Der Quotient aus der Menge an Ziel-DNS und Referenzgen-DNS zeigt an,

ob eine Duplikation, eine Deletion oder keine Verdnderung der Ziel-DNS vorliegt.

Protokolle zur PCR bei verschiedenen Fragestellungen

Fiir die konventionelle PCR (siehe A und B) wurde ein herkémmlicher Thermocycler

verwendet, die Echtzeit-PCR (siehe C) erfolgte am LightCycler (RocheDiagnostics).
A) PCR-Ansatz und -Reaktion fiir konventionelle Mutationsdetektion

Zur Mutationsdetektion mittels SSCP und PCR-Produkt-Sequenzierung wurde ein PCR-

Ansatz mit einer Standard-Tag-Polymerase (Q-Biogene oder Eppendorf) eingesetzt. Das
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Temperaturoptimum dieses Enzyms liegt bei 70 - 80 °C. Es besitzt eine 5 "-3 "-Exonuklease-
Aktivitat, das heifit, Nukleotide, die in Syntheserichtung vor der Polymerase liegen, wer-
den abgebaut. Eine Lesekorrektur, also eine 3°-5’-Exonuklease-Aktivitét, fehlt. Die Taq-
Polymerase fiigt dem PCR-Produkt unabhingig von der Matrize am 3°-Ende ein Des-

oxyadenosin an.

PCR-Ansatz:
Substanz Konzentration | Volumen Menge im Ansatz
steriles dH5O 7,3 ul
Puffer 10x 2,0 pl 1x
dNTP-Mix 1 mM 4,0 pl 4 nmol
Primer+ 10 pM 0,8 ul 8 pmol
Primer- 10 pM 0,8 ul 8 pmol
Template 5-10 ng/pl 5,0 pl 25-50 ng
Taq 5U/ul 0,1 pl 05U
>720,0 pl

Das Volumen des Probeansatzes konnte je nach Fragestellung variieren (10 - 20 ul). In
der obigen Tabelle ist als Beispiel ein PCR-Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 20 ul
dargestellt. Bei jeder PCR lief ein Kontrollansatz ohne Template mit (Negativkontrolle),
d. h. das Volumen des Templates wurde durch H,O ersetzt. War eine geeignete Positivkon-
trolle (bekannte Mutation) vorhanden, so wurde diese ebenso mitgefiihrt. Beim Ansatz
der PCR war es wichtig, die Taqg-Polymerase zuletzt zu pipettieren, um vorzeitige un-
erwiinschte Reaktionen zu verhindern. Der Block mit der Fassung fiir die Reaktionsgeféafie
und der beheizbare Deckel eines Thermocyclers wurden auf 95 °C vorgeheizt, bevor die

Proben hineingestellt wurden.

PCR-Reaktion:

Schritt Temperatur | Zeit Anzahl der Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 3 min

Denaturierung 95 °C 30 s

Annealing 55 - 72 °C 30 s } 35-39
Extension 72 °C 30s-45s

Terminale Extension 72 °C 10 min
Endtemperatur/Kiihlung | 4 °C unendlich

Das PCR-Programm steuert iiber die Zeit und die Temperatur die Thermozyklen. Die
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Annealing-Temperatur variierte sehr stark. Sie wurde an die Schmelztemperatur des Pri-
mers, die durch die Primer-Sequenz bestimmt wird, angepasst. Die Extensionzeit richtete
sich nach der Grofle des Fragments und der Synthesegeschwindigkeit der Polymerase, die

auf 1 kb/min geschétzt wurde.
B) PCR-Ansatz und -Reaktion fiir die dHPLC-Analyse

Es gibt einige Detergenzien, die nicht im PCR-Ansatz fiir die dHPLC enthalten sein sollen,
da sie das Siaulenmaterial schidigen. Aus diesem Grund wurden die Bio-Therm™-DNS-
Polymerase und der 10xPuffer Bio-Therm™benutzt, die keine schidlichen Zusatzstoffe

enthalten. Der PCR-Ansatz erfolgte nach dem Schema:

Substanz Konzentration | Volumen | Menge im Ansatz
steriles dHyO 14,8 pl
Puffer 10x 2,5 ul 1x
dANTP-Mix 10 mM 0,5 pul 5 nmol
Primer+ 10 pM 1,0 pl 10 pmol
Primer- 10 uM 1,0 ul 10 pmol
Template 5- 10 ng/ul 5,0 pl 25-50 ng
Taq 5U/ul 0,2 pl 1U
25,0 pl

Die Zyklusbedingungen waren wie folgt:

94 °C fiir 4 min (initiale Denaturierung) // 39 Zyklen: 94 °C fiir 30 s; 55 - 61 °C fiir 30 s;
72 °C fiir 30 s // 72 °C fiir 4 min (endgiiltiger Elongationsschritt)

C) Quantitative Echtzeit-PCR mit Hybridisierungssonden

Zur Detektion von (heterozygoten) Deletionen oder Duplikationen im Parkin- und DJ1-
Gen wurde eine quantitative Echtzeit-PCR angewandt. Beim Parkin-Gen wurden die
Exons 1-12 und beim DJI1-Gen die Exons 2-7 untersucht. Jeweils ein Exon des unter-
suchten Gens wurde mit einem Teil des Referenz-Gens koamplifiziert. Als Referenz-Gen
diente das B-Globin-Gen. Das spezifische Exon-Produkt hybridisierte mit den Sonden,
die mit LC 640 markiert waren, und wurde auf Kanal 2 des LightCyclers detektiert. Das
Referenz-Gen-Produkt wurde entsprechend auf Kanal 3 detektiert (markiert mit LC 705).
Bei jedem Lauf wurde eine Verdiinnungsreihe mit einer Standard-DNS (Roche Diagno-

stics) bekannter Konzentration (0,6125 ng/ul, 2,5 ng/ul, 10 ng/ul) mitgefithrt. Anhand
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der Standardkurve konnte eine absolute Quantifizierung erreicht werden. Aus den vom
LightCycler errechneten Anfangs-DNS-Mengen lief§ sich ein Quotient aus der Menge des
spezifischen Exons und der Menge an 8-Globin errechnen. Dieser Wert entspricht der Gen-
dosis, da er angibt, in wie vielen Kopien das Exon vorliegt. Im Normalfall sind alle Gene
in zweifacher Kopie (zwei Allele) vorhanden. Ein Wert zwischen 0,8 und 1,2 wurde als nor-
mal betrachtet. Eine heterozygot auftretende Deletion des Exons wurde bei einem Wert
zwischen 0,4 und 0,6 erwartet und eine heterozygote Duplikation bei Werten zwischen
1,3 und 1,7. Alle Werte wurden doppelt bestimmt und die Standardabweichung ermittelt.
Es wurden nur die Doppelwerte akzeptiert, deren Standardabweichung kleiner oder gleich
10 % der ermittelten Konzentration war. Alle gefundenen Gendosisverdnderungen wurden

mindestens zweimal bestétigt.

Der folgende Reaktionsansatz wurde genutzt (das Exon 1 des Parkin-Gens wurde in

4 % Glycerin amplifiziert).

Substanz Konzentration | Volumen Endkonz. im Ansatz
dHy0O ad 10 pl
MgC12 25 mM 0,8 bis 1,8 pl | 2 bis 4,5 mM @
Primer Ex (F+R) 5-20 uM 1,0 pl 0,5 - 2,0 uM
Sonde FL Ex 4 uM 0,5 ul 0,2 uM
Sonde LC Ex 4 M 0,5 pl 0,2 uM
Primer Glob (F+R) | 5-20 uM 1,0 ul 0,5-2,0 uM
Sonde FL Gl 4 yM 0,5 ul 0,2 uM
Sonde LC GI 4 uM 0,5 pl 0,2 uM
Hybrid-Mix (Kit ®) | 10x 1,0 pl 1x
DNS 5 ng 2,0 pl 10 ng

25,0 pl

% 1 mM ist im Hybrid-Mix enthalten;
b: DNS Master Fast Start Hybridization Probes (RocheDiagnostics)

Am LightCycler wurde folgendes Programm zur Amplifikation angewandt: 95 °C
10 min // 39 Zyken: 95 °C 10 s; 55 °C 10 s; 72 °C 10 s // Kiihlen auf 40 °C 30 s
2.2.4 Agarose-Gelelektrophorese und Gelelution

Die horizontale Gelelektrophorese wurde als Standardmethode zum Nachweis und zur

Auftrennung der PCR-Produkte nach der PCR verwendet. Die Agarose dient als Matrix,
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in der DNS-Molekiile in einem elektrischen Feld wegen der negativ geladenen Phosphat-
gruppen im Zucker-Phosphat-Riickgrat der DNS zur Anode wandern. Die Wanderungs-
geschwindigkeit wird durch verschiedene Faktoren wie die Molekiilgrole, die Konforma-
tion der DNS, die Agarosekonzentration und die angelegte Gleichspannung beeinflusst.
Sie nimmt logarithmisch mit steigender Basenzahl ab. Zur Gréfenabschétzung des PCR-

Produkts wurde ein DNS-Langenstandard (100 bp-Leiter) aufgetragen.

DNS-Auftrennung mittels Agarose-Gelelektrophorese

Abhéngig von dem zu erwarteten Molekulargewichtsbereich lagen die Konzentrationen
des Agarose-Gels zwischen 0,7 und 2,0 %.

Vorbereiten des Gels:

e Je nach gewiinschter Agarosekonzentration Agarose in 1x TBE in der Mikrowelle aufko-

chen
e Zugabe von 1/50 Vol. Ethidiumbromid (Stammlésung: 10 mg/ml)

e Gellosung nach dem Abkiihlen auf 50 - 60 °C in eine vorbereitete Gelkammer mit ein bis

zwei Kdmmen gieflen
e Nach dem Erstarren des Gels Kémme vorsichtig herausziehen
e Geltriger in eine Pufferkammer einsetzten und mit 1x TBE als Laufpuffer iiberschichten
e DNS-Proben mit 1/3 Vol. Formamid-Farbstoff versetzen

e Proben und geeigneten Léngenstandard in die Ladetaschen pipettieren

Elektrophorese: Elektrophorese bei 80 bis 120 V fiir 1 bis 2 h. Die Dauer ist abhéingig von der

verwendeten Kammer.

Fotografieren des Gels: Das Ethidiumbromid interkaliert mit der DNS. Da es unter UV-Licht
(365 nm) fluoresziert, wird das in die DNS eingelagerte EtBr als rot-orange-farbige Bande sicht-
bar. Mit einer Digitalkamera und angeschlossenem Bildverarbeitungssystem (BioDocAnalyze,

Biometra) konnte das Gel fotografiert werden.

Isolierung von PCR-Produkten aus Agarosegelen — die Gelelution

Die Elution aus Agarose ist eine Methode zur Reinigung der PCR-Produkte von Nukleo-

tiden, Primer und unspezifischen PCR-~Amplifikaten. Dieses Verfahren wurde verwendet,
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um PCR-Produkte fiir die Sequenzanalyse vorzubereiten, da die Sequenzier-Reaktionen
extrem sensitiv auf minderwertige Qualitdt der DNS-Proben reagieren. Das vorgefertigte
System Perfectprep Cleanup (Eppendorf) wurde zur Aufreinigung benutzt. Diese Me-
thode nutzt die Eigenschaft der DNS, in Gegenwart von hohen Salzkonzentrationen re-
versibel an Glaspartikel (Silica-Partikel) zu binden und nach Absenken des Salzgehalts
wieder in Losung zu gehen [124]. Zunéchst wurde die DNS-Bande knapp mit einem Skal-
pell aus dem Agarose-Gel ausgeschnitten. Die Agarose wurde in einem Hochsalzpuffer
unter Warmezufuhr gelost. Die Adsorption der DNS an Silica-Partikel wurde dadurch
ermoglicht. Es folgten einige Waschschritte und schliefilich die Elution der gereinigten
DNS mit 10 mM Tris-Losung. Die Gelelution wurde nach den Angaben des Herstellers
durchgefiihrt.

2.2.5 Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE)

Die Elektrophorese in Polyacrylamidgelen dient der analytischen Trennung von DNS. Fiir
Nukleinsduren hat die Polyacrylamidgel-Elektrophorese im Vergleich zur Elektrophorese

in Agarosegelen eine hohere Belastungskapazitiat sowie eine héhere Trennkapazitit.

Single-Strand Conformation Polymorphism (SSCP)-Analyse

Die SSCP-Analyse wurde in dieser Arbeit zur Untersuchung der Exons 1 bis 10 und des
Exons 12 des Parkin-Gens angewandt. Es ist ein etabliertes elektrophoretisches Trennver-
fahren, das der Detektion von DNS-Mutationen auf Nukleotid-Ebene dient [95]. Es wird
ein maximal 500 bp langes DNS-Fragment mittels PCR amplifiziert. Das Fragment wird
anschliefend denaturiert und auf einem hochauflésenden Polyacrylamidgel unter nicht-
denaturierenden Bedingungen aufgetrennt. Die Methode basiert auf der Tatsache, dass
Einzelstrang-DNS im nicht-denaturierten Zustand eine Faltstruktur besitzt, die durch in-
tramolekulare Wasserstoftbriicken-Bindungen bestimmt wird. Diese sequenzentsprechende
Sekundarstruktur beeinflusst die Beweglichkeit der DNS wéhrend der Elektrophorese auf
einem nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel. Ein DNS-Molekiil, das eine Mutation auf-
weist, selbst eine Einzelbasensubstitution, hat eine andere Sekundérstruktur im Vergleich

zum Wildtyp. Es bewegt sich deshalb mit einer anderen Geschwindigkeit durch das Gel.
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Verglichen mit den iibrigen Proben wird dies durch ein abweichendes Bandenmuster sicht-

bar. AuBer der Sequenz bewirken weitere Faktoren (Temperatur, Luftdruck, pH und

Fragmentlédnge) eine Verdnderung des Laufverhaltens der Einzelstrang-DNS. Da nicht

alle Bedingungen konstant gehalten werden konnten, mussten immer mehrere Proben in

einem Lauf analysiert werden. Im Vergleich waren einzelne abweichende Muster gut zu

identifizieren.

Durchfiihrung:

A) Analyse im nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel

Zugabe von 500 pl 10 % APS zu 50 ml SSCP-Acrylamid-Gellosung

Gieflen eines Gels (25 cm x 40 cm und 4 mm dick), luftblasenfrei

Einspannen der Gele nach der Polymerisation in Kammern, vertikal
Pufferkammern mit 1x TBE als Laufpuffer auffiillen und Ladekamm einsetzen

PCR-Produkte mit 40 % Formamid-Farbstoff versetzen und fiir 5 min bei 95 °C denatu-

rieren, danach sofort auf Eis stellen
Je 7 ul PCR-Produkt bzw. Liangenstandard pro Ladetasche auftragen

Elektrophorese bei konstanter Leistung (4 - 20 W) iiber 5 - 16 h

B) Silberfarbung

Zum Sichtbar-Machen der PCR-Molekiile im Gel erfolgte die Silberfarbung (v. Deimling

et al.

1993). Dieses Verfahren ist duflerst sensitiv und beruht auf der Komplexierung von

Ag*-Tonen.

Trennen der beiden Elektrophoreseplatten

Inkubation der Gele fiir 5 min in 10 % Ethanol

Entfernen des Ethanols und Inkubation fiir 3 min in 1 % Salpetersiure
Zweimal mit Aqua dest. spiilen

Inkubation fiir 20 bis 60 min in 12 mM AgNOj-Losung

Dreimal mit Aqua dest. spiilen

Entwickeln der Gele mit 280 mM Nay,COg4 in 0,2 % Formaldehyd-Losung
Stoppen der Firbung durch Zugabe von 10 % Essigsiure

Waschen des Gels mit Aqua dest. und Blotten des Gels auf Whatman-Papier

Trocknen des Gels auf heizbarem Geltrockner fiir 1-2 h bei 75 °C
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Denaturierende Polyacrylamid-Gelektrophorese

Mit der denaturierenden Polyacrylamidgel-Elektrophorese wurde das Exon 11 des Parkin-
Gens untersucht. Bei dieser Methode wird einzelstrédngige Nukleinsdure nach ihrer Ket-
tenldnge aufgetrennt. Dies wird durch den Zusatz von Harnstoff in das Polyacrylamidgel
ermoglicht. Harnstoff, der sowohl Wasserstoftbriickendonor als auch -akzeptor ist, unter-

driickt die Ausbildung von intra- und intermolekularen Wasserstoftbriicken.

2.2.6 Sequenzierung

Die Sequenzierung wurde zur Analyse der Exons 1-12 des Parkin-Gens und der Exons 2-7
des DJ1-Gens angewandt. Die DNS-Sequenzierung ist eine Methode zur Bestimmung der
DNS-Sequenz, also der Nukleotidabfolge, von genomischer DNS. In der vorliegenden Ar-
beit wurde die Methode nach Sanger [109] durchgefiihrt. Das enzymatische Verfahren be-
ruht auf den Einbau von Didesoxynukleotiden in die wachsende Polynukleotid-Kette. Die
Didesoxynukleotide besitzen am C3-Atom keine freie OH-Gruppe fiir die Polymerisierung,
so dass ein Kettenabbruch erzwungen wird. Die Sequenzier-Reaktion wurde mit einem vor-
gefertigten System (Thermo Sequenase fluorescent labelled Primer cycle sequencing kit)
der Firma Amersham Biosciences durchgefiithrt. Der zu sequenzierende DNS-Abschnitt
wurde an seinem 3’-Ende mit einem komplementédren DNS-Oligonukleotid hybridisiert.
Mit Hilfe der DNS-Polymerase kann an diese als Primer dienende Sequenz ein zur Matrize
komplementédrer Strang synthetisiert werden. In einem Ansatz wurden zwei unterschied-
liche Primer eingesetzt: einer fiir den Vorwérts- und einer fiir den Riickwartsstrang. Ein
sequenzspezifischer Kettenabbruch wurde dadurch erreicht, dass der Sequenzierungsansatz
in vier gleiche Teile geteilt und in jeden Ansatz eine geringe Menge eines entsprechenden
23 -Didesoxynukleotids gegeben wurde. Der Reaktionsansatz enthielt nun ein Gemisch
aus Desoxynukleotiden (dANTPs) und Didesoxynukleotiden (ddNTPs). Aufgrund des je-
weils spezifischen 273 7-Didesoxynukleotids erfolgt der Kettenabbruch basenspezifisch, an
jeder Position mit der entsprechenden Base gleich wahrscheinlich. Bei der anschlieBenden
elektrophoretischen Auftrennung in einem nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel nach
der Fragment-Grofie ergab sich deshalb ein Gemisch verschieden langer Bruchstiicke, aus
dem die Basensequenz abgelesen werden konnte. Die Detektion der DNS-Fragmente wur-

de durch die Markierung der Primer mit zwei unterschiedlichen Fluoreszenz-Farbstoffen
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ermoglicht (der Vorwérts- Primer mit 700 nm, der Riickwérts- Primer mit 800 nm). Das
verwendete Sequenziergerdt (LI-COR Long Read IR2-DNS-Sequenzierer) ist ein Platten-

sequenziergerit, das mit Hilfe von zwei Infrarot-Lasern bei 700 und 800 nm simultan das

Gel absucht (Duolaser).
A) Sequenzierreaktion

Fiir die Sequenzierreaktion diente das mittels Gelelution aufgereinigte PCR-Produkt als

Vorlage.

Ansatz: Mastermix

Substanz Volumen

DNS 2-10 pl
M13F-Primer, IRD700-markiert, 2 uM | 1,5 ul
M13R- Primer, IRD800-markiert, 2 uM | 1,5 ul
dH,0 ad 17,0 ul

Verteilen von je 3,9 ul Mastermix auf 4 Tubes

Zugabe von je 2 ul A-; T-, G-, C-Reagenz (aus Kit)

Amplifikation mit Kettenabbruch unter folgenden Bedingungen: 94 °C 2 min //
39 Zyklen: 94 °C 30 s; 58 °C 30's; 72°C 30s // 72 °C 10 min // 4 °C als Endtemperatur

Zugabe von je 4 pul Ladepuffer (aus Kit)

B) Denaturierende Polyacrylamidgel-Elektrophorese:

o Gieflen eines Gels (25 cm x 41 cm x 0,2 mm)

e Nach Polymerisation in Sequenziergerdt LI-COR einspannen, 1x TBE als Laufpuffer in
Pufferkammern fiillen

e Rechner fiir den Gellauf vorbereiten (Fokussierung des Lasers und Hell-Dunkel-Abgleich)

e Vorlauf (mind. 20 min)

e Denaturieren der Proben bei 95 °C fiir 3 min, danach sofort in Kiihlblock stellen

e Laden von je 1,5 ul Produkt in der Reihenfolge A-T-G-C

e FElektrophorese fiir ca. 6 h bei 50 °C und 31,5 W

e Auswertung durch direktes Lesen am Bildschirm
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2.2.7 Denaturierende Hochleistungs-Fliissigkeits-
Chromatographie (dHPLC)-Analyse

In der vorliegenden Arbeit wurden die kodierenden Exons 2 bis 7 des D.J1-Gens mittels der
dHPLC-Analyse getestet. Das Verfahren der dHPLC bietet die Moglichkeit, Mutationen
im hetero- und homozygoten Zustand auf Nukleotidebene zu detektieren. Bei optimalen
Analysebedingungen kénnen homozygote Mutationen nur zum Teil durch eine Verschie-
bung der Retentionszeit des Peaks vom Wildtyp unterschieden werden. Um homozygote
Mutationen sicher zu detektierten, wurden deshalb jeweils zwei Proben im Verhéltnis 1:1
gemischt und durch Denaturierung und Renaturierung die Ausbildung von Homo- und

Heteroduplexstrukturen bewirkt.

Bestimmung der Analysetemperatur

Die optimale Analysetemperatur wurde theoretisch mit Hilfe der WAVEMAKER™-Soft-
ware (Transgenomic) ermittelt. Dieses Programm analysiert das Schmelzverhalten einer
eingegebenen DNS-Sequenz und bestimmt iiber den Tm-Wert die Analysetemperatur.
Fiihrte dieses zu keinem befriedigenden Ergebnis, wurde eine Wildtyp-DNS bei anstei-
gender Temperatur in 0,5-°C-Schritten analysiert. Dabei wurde bei einer Temperatur von
3 °C unterhalb der ermittelten Analysetemperatur begonnen und bis zu einer Temperatur
von 3 °C oberhalb fortgefahren. Bei DNS-Sequenzen, die langsam iiber einen Bereich von

10 °C aufschmelzen, wurden zwei Temperaturen fiir die Analyse festgelegt.

Mutationsanalyse mittels dHPLC

A) Probenvorbereitung
e Durchfithrung einer konventionellen PCR und Nachweis der PCR-Produkte auf Agarosegel
e Mischen von je zwei PCR-Produkten im Verhéltnis 1:1

Denaturieren fiir 2 min bei 94 °C

Graduelles Reannealing durch Temperaturerniedrigung von 94 °C auf 10 °C in 25 min

B) dHPLC-Analyse

e Vorbereiten der dHPLC (Spiilen der Sdule und der Pumpen, Kalibrieren und Messung des
Standards)
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e Einsetzen der Reaktionsgefafie
e Messen der Proben bei der entsprechenden Analysetemperatur

e Auswertung der dHPLC-Profile am Bildschirm

Bei einem auffélligen Profil wurden die beiden Proben eines Gemisches einzeln untersucht.

Positive dHPLC-Ergebnisse wurden mittels Direkt-Sequenzierung verifiziert.

2.2.8 Restriktionsfragment-Lingenpolymorphismus-

Analyse (RFLP)

Die RFLP-Methode ist ein géngiges Verfahren zur Detektion von Punktmutationen. Dabei
wird die DNS mit Restriktionsendonukleasen vom Typ II behandelt. Diese bakteriellen
Enzyme erkennen spezifische Sequenzen auf der DNS und fithren dort Doppelstrangbriiche
durch. Sie zerlegen ein grofleres DNS-Molekiil in kleinere Stiicke (Restriktionsfragmente)
von reproduzierbarer Lange. Bei den Erkennungssequenzen handelt es sich meist um 4 bis
6 bp lange Palindrome (invers repetitive Basensequenzen). Bei dieser Methode muss die
Mutation im Bereich der Schnittstelle des ausgewéhlten Restriktionsenzyms liegen. Im
Mutationsfall wird die spezielle Sequenz vom Restriktionsenzym nicht mehr erkannt und
nicht zerschnitten, anders als im nicht-mutierten Fall. Dabei entstehen verschieden lange
DNS-Stiicke (Fragmentlangenpolymorphismus), die mittels Gelelektrophorese aufgetrennt
und anschlieflend detektiert werden konnen. Im Rahmen dieser Studie wurde dieses Ver-
fahren eingesetzt, um 88 Kontrollen auf den heterozygoten Basenaustausch ¢.293G>A des

DJ1-Gens zu untersuchen.

Durchfiihrung:
e Umsetzung einer Standard-PCR

o Restriktionsansatz:

Substanz Volumen
DNS 13,0 ul
Enzym (Mspl) | 0,5 pl
Puffer 1,5 pl

e Inkubation fiir 3 h bei 37 °C

e Auftragen auf Agarosegel



Kapitel 3

Ergebnisse

Im Rahmen dieser Studie wurden zwei Gene, die mit EOPD assoziiert sind, molekular-
genetisch analysiert. Fiir das DJI Gen wurde eine Methode etabliert, kleine Sequenzva-
riationen mittels dHPLC zu detektieren. Die dHPLC-Analyse, Sequenzierung und eine
Gendosis-Untersuchung wurden insgesamt an einem Kollektiv von 316 Patientenproben
durchgefiihrt mit dem Ziel, die Haufigkeit und Arten von DJI-Mutationen zu bestimmen.
Zusétzlich wurde die Pravalenz von Parkin-Mutationen bei 65 Patienten aus dem Kol-
lektiv untersucht, um einen direkten Vergleich zur Héaufigkeit von Mutationen in beiden

Genen zu erméglichen.

3.1 Patienten

Diese Studie erfasste 316 Patienten (138 weiblich, 173 ménnlich, 5 unbekannt) mit einem
durchschnittlichen Erkrankungsbeginn im Alter von 39,0 + 7,6 Jahren (Bereich 14 bis 64
Jahre). Bis auf wenige Ausnahmen wurden nur Patienten mit einem EOPD (Erkrankungs-
beginn < 50 Jahre) in die Untersuchung aufgenommen. Entsprechend unterschiedlichen
Auswahlkriterien wurden die Patienten in 5 Gruppen aufgeteilt. Gruppe 1 umfasste 65
italienische Patienten. Keine Patienten waren miteinander verwandt, Familienangehorige
wurden nicht untersucht. Atypische Parkinson-Symptome traten bei drei Patienten auf.
Die einzelnen Patienten waren keinem gemeinsamen Umwelteinfluss ausgesetzt. Gruppe
2 setzte sich aus 104 deutschen Patienten zusammen. Patienten der Gruppe 3 (n=19)

stammten aus einer geographisch isolierten Region in Siidtirol (Norditalien). Die Patien-

32
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ten der Gruppe 4 (n=71) waren serbischer Abstammung. Gruppe 5 umfasste 60 Patienten,
die zur genetischen Untersuchung an das Institut fiir Humangenetik in Liibeck iiberwiesen
wurden. Sie waren hauptséchlich européaischer Herkunft, u. a. deutsch, stidtirolisch, irisch
und russisch. Das Erkrankungsalter, die Familienanamnese und die Einschlusskriterien

sind teilweise unbekannt.

Die Tabelle 3.1 fasst die klinischen Daten der untersuchten Patientengruppen zusam-

men.

Tabelle 3.1: Klinische Daten der untersuchten Patientengruppen

Gruppe | Anzahl der | Positive Familien- | Alter bei Krankheitsbeginn, | Geschlecht

Patienten | geschichte, n (%) | J, mean+SD (range) m/w

1 65 2 (3,2) <51, 43,2+5,4 (25-50) 34/31

3 unbekannt 1 unbekannt
2 101 34 (33,7) <50, 36,7+6,9 (16 - 48) 40/61

5 unbekannt

3 19 5 (29,4) <50, 39,4+8,4 (18 - 49) 6/12

2 unbekannt 2 unbekannt 1 unbekannt
4 71 16 (22,9) <46, 39,1+4,1 (26 - 45) 30/40

1 unbekannt 1 unbekannt
5 60 17 (56,7) <65, 38,1+12,1 (14-64) 28/29

30 unbekannt 16 unbekannt 3 unbekannt

3.2 Etablierung der dHPLC-Analyse zur Detektion

von Sequenzvariationen im DJ1-Gen

Die dHPLC-Analyse wurde als neue Methode zur Untersuchung von Mutationen und

Polymorphismen auf Nukleotidebene etabliert.

3.2.1 Optimierung der Analyse-Temperaturen

Das Prinzip der dHPLC-Methode wurde bereits im Detail erldutert. Die Sensitivitédt des

Verfahrens ist stark temperaturabhéngig. Um eine hohe Sensitivitidt zu gewéhrleisten,
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wurden alle sechs kodierenden Exons des D.J1-Gens einzeln hinsichtlich ihres Schmelzver-
haltens untersucht. Zu diesem Zweck wurde die WAVEMAKER™-Software (Transgeno-
mic) eingesetzt. Die Software nutzt spezielle Algorithmen zur Berechnung des Schmelz-
verhaltens doppelstrangiger DNS, basierend auf der DNS-Fragment-Lénge, der Nukleotid-
Sequenz und -Beschaffenheit und den Chromatographie-Bedingungen. Es muss die kom-
plette Sequenz des jeweiligen PCR-Produktes beriicksichtigt werden. Das Programm stellt
das Schmelzverhalten sowie den Anteil partiell denaturierter, nicht helikaler Segmente
des PCR-Produkts bei unterschiedlichen Analyse-Temperaturen graphisch dar. Mit Hilfe
dieser Diagramme ist es moglich, die optimale Temperatur zu ermitteln. Anschliefend
berechnet die Software die geeigneten Analyse-Bedingungen. Die Abbildung 3.1 zeigt
die Bildschirmanzeige der WAVEMAKER™.-Software mit der Darstellung der Schmelz-
kurven und des prozentualen helikalen Anteils. Soweit moglich wurden die Analyse-
Bedingungen mittels Positiv-Kontrollen oder bekannter Polymorphismen verifiziert. Dabei
zeigte sich, dass die ermittelten Analyse-Temperaturen fiir die Exons 4, 5 und 7 nicht zu
den gewiinschten Ergebnissen fiithrten. Aus diesem Grund wurde die Wildtyp-DNS bei
variierenden Temperaturen untersucht (Abbildung 3.2). Fiir die Untersuchung der Exons
5 und 7 wurden 2 Analysetemperaturen ausgewéhlt, da beide Exons iiber einen grofien

Temperaturbereich aufschmelzen.
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Abbildung 3.1: dHPLC-Analyse: Die Abbildung zeigt die Programmanzeige der WAVE-
MAKER-Software. Die optimale Analyse-Temperatur wurde mit dem PC-Programm WAVE-
MAKER theoretisch ermittelt. Dieses Programm analysiert das Schmelzverhalten einer einge-
gebenen Sequenz und bestimmt iiber den Tm-Wert die Temperatur. (A) zeigt die Schmelzkur-
ve fiir Exon 4. Der helikale Anteil (in %) gibt den prozentualen Anteil an Doppelstrang-DNS
entlang des Fragments an. Aus dem Diagramm ist ersichtlich, dass der Tm-Wert (die helika-
le Fraktion in % ist dann gleich 50) fiir Exon 4 56,0 °C betrigt. (B) Schmelzkurvenprofile von
Exon 4, berechnet fiir unterschiedliche Temperaturen. Optimale Analyse-Bedingungen liegen bei
einer Sdulentemperatur von 55 °C (schwarze Schmelzkurve) vor, bei der ein Grofiteil des DNS-
Fragments im teilweise denaturierten Zustand vorliegt. Bei hoheren Analyse-Temperaturen sind

mehr Anteile des Fragments bereits komplett denaturiert.
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Abbildung 3.2: dHPLC-Analyse: Optimierung der Analysetemperatur von Exon 4 des DJI-
Gens. Die Wildtyp-DNS wurde bei ansteigender Analysetemperatur detektiert. Bei hoheren
Temperaturen erfolgte die Elution der Probe zu einem fritheren Zeitpunkt und der Peak ver-
breiterte sich. Die beste Darstellung der Homoduplex-DNS wurde bei einer Analyse-Temperatur

von 55 °C erreicht.
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3.2.2 Optimierung der Zeitverschiebung

Anhand der Analyse-Temperatur wurde von der Software der Acetonitrilgradient berech-
net. Wegen unterschiedlicher Bedingungen erfolgte bei einigen Exons die Elution der DNS
nach Injektion sehr frith oder spét. Dadurch wurde die Detektion von Heteroduplices er-
schwert. Mit Einsatz der Zeitverschiebung konnte der Zeitpunkt der Elution verschoben

werden. Er wurde so gewéhlt, dass die Retentionszeit zwischen 1.5 und 2 min lag.

30
25 ‘ \ | Timeshift (Minuten):
& i
£ ‘ 0,5
815 |\ -0,4
=
% 10 | -0,1
2 h'\ i 0,0
< s kY Ilk ’
\‘-—._‘_‘_‘_‘—‘_'_ .
+0,5
0
0 1 2 3
Minuten

Abbildung 3.3: dHPLC-Analyse: Optimierung der Zeitverschiebung. Das Diagramm zeigt die
Retentionszeiten von Exon 4 des DJ1-Gens in Abhéngigkeit von der eingestellten Zeitverschie-
bung. Anhand dieser Ergebnisse wurde fiir die Analyse des Exons 4 eine Zeitverschiebung von

-0,1 min gewahlt, die eine Elution der Probe nach ungefdhr 1 min 45 s bedingt.
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3.2.3 dHPLC-Analysebedingungen des DJ1-Gens

In der folgenden Tabelle sind die Analysebedingungen der sechs kodierenden Exons des

DJ1-Gens dargestellt.

Tabelle 3.2: Analysebedingungen des D.J1-Gens

Primer Sequenzen, Annealing-Temperatur und Fragment-Lénge

Exon || Vorwérts-Primer Riickwérts- Primer Annealing- Pragment-
Temperatur (°C) | Lénge (bp)

2 GGGGTATCTCA TGGCTAAAAAT 59.0 199
GGGTTGCAATG CGATGTGGGACT

3 GGTGAGACCCC AACAAAGAAGC 58.0 247
ATCTCTCTTT CATATGAAGGAA

4 GCTATCTCCT TTGAGGTATAATT 55.0 201
GTACTTCCCACA GAGTAGAATTTTT

5 AGGTCAGAGA ACCAATGAC 59.0 223
GCTTGTGGTTT GCTGCAACAC

6 TGGGCTTTTCTAT | GGGATTGCAGT 61.0 240
ATCTGCACTTAG AAGCCAAGA

7 GCCCATTAGG TTCCTAACGGC 60.0 245
ATGTCACCTT CTGTTTCTC

Bedingungen fiir die dHPLC-Analyse

Exon | Ofentemperatur, °C Zeitverschiebung (min) | Gradient %B

2 59.0 0.5 51-61

3 56.5 0 55-65

4 55.0 -0.1 54-64

5 58.0 0.3 53-63
61.5 0 51-60°

6 57.0 0 55-65

7 58.5 -0.5 58-68
61.5 0 55-65

?AT-Modus wurde genutzt



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 38

3.3 Mutationsanalyse des DJ1- und des Parkin-Gens

Im Rahmen dieser Studie wurden 316 Patienten mit EOPD mittels dHPLC, Sequenzierung
und Gendosis-Untersuchung auf Mutationen im DJ1-Gen untersucht. Ebenfalls wurde
die Gruppe 1 bestehend aus 65 Patienten auf Mutationen im Parkin-Gen analysiert.
Die iibrigen Gruppen wurden im Rahmen anderer Studien der Arbeitsgruppe von Prof.
Dr. med. Christine Klein auf Mutationen im Parkin-Gen untersucht [21, 42, 127]. Einen

Uberblick der Ergebnisse aller Untersuchungen wird im Kapitel 3.3.3 gegeben.

3.3.1 Detektion von DJ1-Mutationen

Die dHPLC-Analyse und Gendosis-Untersuchung wurde an insgesamt 316 EOPD-Pati-
enten durchgefiihrt. Lag bei einem Patienten eine Variation nur im heterozygoten Zustand
vor, so erfolgte die vollstdndige Sequenzierung der Exons 2 bis 7 des DJI1-Gens. Dies
geschah, um weitere Punktmutationen auszuschliefen, da die dHPLC-Methode ebenfalls

keine 100 % Sensitivitat gewahrleistet und moglicherweise Mutationen iibersehen wurden.

Ergebnisse der DJ1-Mutationsanalyse

Im Rahmen dieser Untersuchung konnten unter den 316 Patienten drei Tréager von DJI-

Mutationen im heterozygoten Zustand detektiert werden.

Fall 1: Bei dieser Mutation handelt es sich um eine Deletion im heterozygoten Zustand

am Anfang des Introns 5 (L1347: IVS5+2-12del).

Fall 2: Es konnte ein heterozygoter Mutationstrager mit einer Deletion von drei Exons

(B66: Ex5-7del) detektiert werden.

Fall 3: Eine Deletion von Exon 5 im heterozygoten Zustand (P56: Ex5del) wurde identi-

fiziert.

Bei keinem dieser Patienten konnte eine korrespondierende Mutation durch Sequen-
zieren der kompletten kodierenden Region sowie der Exon-Intron-Grenze des D.J1-Gens
festgestellt werden. Mutationen im Parkin-Gen wurden im Rahmen einer anderen Arbeit

aus unserer Arbeitsgruppe [42] ebenfalls nicht detektiert.
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Neben den Mutationen wurden vier bekannte Polymorphismen im nicht-kodierenden
Bereich des DJI-Gens identifiziert: zwei Polymorphismen im Intron 4 (IVS4-98G>A;
IVS4+30T>@G), je einer im Intron 5 (IVS54+-30G>A) und im Intron 6 (IVS6+38T>C).
Zusétzlich wurde eine neue G>A-Substitution im Exon 5 (293G>A) bei 10 européischen
Patienten im heterozygoten Zustand (1,3 % der Chromosomen) und bei zwei nicht betrof-
fenen Kontrollpersonen (eine im heterozygoten und eine im homozygoten Zustand) aus
Deutschland und Stidtirol identifiziert (1,5 % der Chromosomen). Ergebnisse zur Unter-
suchung der Substitution 293G>A sind in Kapitel 3.5 dargestellt. Die Lokalisation der

Mutationen und Polymorphismen innerhalb des DJ1-Gens zeigt die Abbildung 3.7.
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Abbildung 3.4: Mutationsanalyse mittels dHPLC von Fall 1. A) Das dHPLC-Profil des Probengemi-
sches L-274 und L1347 (blau) zeigte im Vergleich zu einer normalen Kontrolle ein abweichendes Muster.
B) Die anschlieflende Einzelmessung bestétigte bei der Probe L1347 die Bildung von Heteroduplices. C)
Ergebnis der Sequenzierung der Probe L.1347. Im Vergleich zu einer normalen Kontrolle ist das verdnderte
Bandenmuster deutlich erkennbar. L1347 zeigt eine heterozygote Deletion von 11 Nukleotiden im Bereich
des Introns 5 des DJI-Gens (IVS5+2-12del). Es handelt sich um eine Spleiimutation, da der hochkonser-
vierte Spleifl-Donor (ein GT-Dinukleotid am 5°-Ende des Introns) betroffen ist. Das deletierte Thymidin,

das zweite Nukleotid des Introns 5, wird aufgrund der Deletion durch ein Guanin ersetzt.
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Abbildung 3.5: Ergebnisse der Gendosis-Untersuchung von Fall 3: Die grauen Balken entsprechen den

Ergebnissen der Gendosis-Untersuchung von Fall 3. Bei Exon 5 zeigte sich ein Verhéltnis von DJI /(-

Globin von 0,59 (schwarzer Balken). Dieses Verhiltnis spricht fiir eine heterozygote Deletion von Exon 5

des DJ1-Gens. Die weiflen Balken stellen die entsprechenden Verhéltnisse einer positiven Kontrolle mit

einer bekannten heterozygoten Deletion der Exons 1-5 (c.1.322del) dar.

IVS6+36T>C ey

L 351 Kontrolle

Abbildung 3.6: Die Sequenzierung der Probe L 351 zeigte den Polymorphismus IVS 6+38T>C

im Intron 6. Der Polymorphismus fiihrt zu keiner Verdnderung auf Proteinebene, da er innerhalb

des Introns lokalisiert ist.
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IVS4-98 G/A

. (het: 3 Patienten)
Polymorphismen:

IVS4+30 T>G IVS5+31 G/A IVS6+38 T>C
(het: 38 Patienten) L l (hom: 2 Patienten) l(he‘[: L351)

Exon: 1A/B 2 3 4 5 6 7

H——++— "3

IVS5+2-12del

) (het: Fall 1)
Mutationen:

Ex5-7del

Ex5del (het: Fall 3)

(het: Fall 2)

Abbildung 3.7: Darstellung des DJ1-Gens mit der Lokalisation der gefundenen Mutationen
und Polymorphismen. Die Polymorphismen sind oberhalb, die Mutation unterhalb der Sequenz
angegeben. Die Proben-Nummern der Patienten mit der entsprechenden Mutation bzw. die An-
zahl betroffener Patienten sowie der Zustand der Mutation/des Polymorphismus sind in Klam-

mern angegeben.

Auswirkung der Mutationen auf Proteinebene

Fall 1: Die identifizierte Mutation lag innerhalb des Introns 5 des DJ1-Gens. Introns ko-
dieren nicht fiir einen Proteinabschnitt, da sie aus der Pr&-mRNA herausgespleifit werden,
bevor diese zur Translation aus dem Zellkern herausgeschleust wird. Die 11-bp-Deletion
des Introns 5 des DJ1-Gens (IVS5+2-12del) beeintrichtigt die hoch-konservierte Spleifi-
region am Anfang des Introns, die normalerweise aus einem GT-Dinukleotid am 5’-Ende
des Introns besteht. Durch die Deletion ist das Thymidin, das zweite Nukleotid des Dinu-
kleotids, durch ein Guanin substituiert. Die Basenfolge in diesem Bereich, die sogenannte
Exon-Intron-Grenze, dient dem Spleiflapparat (Spleifiosom) als Erkennungssequenz. Ist
wie in diesem Fall eine essentielle Base ausgetauscht, so wird das Exon beim Spleifivor-
gang nicht beriicksichtigt, wodurch es zur Synthese eines verédnderten Proteins kommt. Es
wird vermutet, dass die Mutation (IVS5+2-12del) durch die Veranderung der Spleifiregion

einen vorzeitigen Kettenabbruch des Proteins bewirkt.

Fall 2 und 3: Durch die Deletion der Exons 5-7 bzw. des Exons 5 kommt es wahrscheinlich

ebenfalls zu einem vorzeitigen Kettenabbruch des Proteins.

Bei allen drei Patienten war keine weitere Untersuchung, z. B. ¢cDNS-Sequenzierung



KAPITEL 3. ERGEBNISSE 43

und Southern-Blot-Analyse, moglich, da keine RNA zur Verfiigung stand.

Klinische Symptome

Es folgen kurze klinische Fallberichte.

Fall 1: Die Patientin L1347 russischer Abstammung litt seit neun Jahren an einem langsam
progredienten, tremor-dominanten PS. Die ersten Symptome traten in einem Alter von
17 Jahren mit einem intermittierenden Tremor beider Hénde auf. Bis zum 21. Lebensjahr
entwickelte die Patientin einen Ruhetremor in beiden Armen und eine Hypophonie. Ein
Jahr spéter zeigten sich Probleme beim Gehen, das rechte Bein wurde nachgeschleppt.
Mit 24 Jahren fanden sich im neurologischen Befund ein rechts- und armbetonter, fein-
schldgiger Ruhetremor, ein Zungentremor, eine Bradykinese mit Hypomimie, ein langsa-
mer und steifer Gang jedoch kein Rigor. Der iibrige neurologische Befund war bis auf
eine leichte dystone Fehlstellung der Finger der rechten Hand unauffillig. Die Parkinson-
Symptomatik sprach auf eine Therapie mit Dopaminagonisten an; die Laborergebnisse,
neurophysiologische Tests und ein kraniales MRT waren unauffillig. Der 123-Jod-DAT-
Scan zeigte eine deutliche Reduktion der Speicherung im Nucleus caudatus und Putamen,
entsprechend der Diagnose der Parkinson-Krankheit. Ein IBZM-SPECT war ebenso mit

der Diagnose vereinbar.

Fall 2: Der Patient B66 aus Siidtirol litt seit dem 42. Lebensjahr an einem linksseitigen
Tremor. Der Krankheitsverlauf war langsam und die Symptome sprachen gut auf eine
Therapie mit L-Dopa und Pergolid an. Im Alter von 56 Jahren entwickelte er Fluktua-
tionen (wearing-off-Phinomen und on-off-Phdnomen) und die Behandlung mit L-Dopa
verursachte Dyskinesien. Dennoch profitierte er von der L-Dopa-Therapie und konnte ein
aktives Leben fithren. Eine neurologische Untersuchung im Alter von 61 Jahren zeigte ein
asymmetrisches, tremorbetontes PS mit nur schwach ausgepragter Rigiditdat und Brady-
kinese. Der Patient hatte keine zusétzlichen klinischen Symptome wie z. B. psychiatrische
Probleme, Dystonien oder Besserung nach Schlaf. Labortests, ein Kopf~-CT und MRT

waren unauffallig.

Fall 3: Im Alter von 45 Jahren verlor dieser serbische Patient seine Geschicklichkeit in der
rechten Hand. Das Fortschreiten der Krankheit war schnell und 2,5 Jahre nach Krankheits-

beginn waren die Symptome symmetrisch ausgepriagt. Bereits nach drei Jahren liel die
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Wirkung der L-Dopa-Therapie stark nach. Es wurden keine L-Dopa-induzierten Dyskine-
sien beobachtet. Im Alter von 52 Jahren zeigte der Patient eine Hypomimie, verwaschene
Sprache, beidseitige Akinese und Rigor, den typischen Parkinson-Gang und durch die
posturale Instabilitéit eine Fallneigung. Mit 53 Jahren starb der Patient an einer myokar-

dialen Infektion.

3.3.2 Detektion von Parkin-Mutationen

Zur Detektion von Sequenzvariationen auf Nukleotidebene wurden konventionelle Me-
thoden (SSCP, Sequenzieren) angewandt. Zusétzlich wurde auf Deletionen oder Duplika-
tionen in einem oder mehreren Exons mittels einer Gendosis-Untersuchung gepriift. Bei
Patienten mit nur einer Mutation im heterozygoten Zustand wurden alle 12 Exons des
Parkin-Gens vollstdndig sequenziert, um weitere Punktmutationen auszuschlieen, die in

der SSCP-Analyse moglicherweise iibersehen wurden.

Ergebnisse der Parkin-Mutationsanalyse

Die molekulargenetische Untersuchung zeigte zwei Triger von Mutationen im Parkin-
Gen (3 %). Bei einem Patienten wurden zwei unterschiedliche Mutationen im compound-
heterozygoten Zustand (734 A>T und 924C>T) detektiert. Ein zweiter Patient konnte
mit einer Mutation im heterozygoten Zustand identifiziert werden (924C>T). Die zwei
unterschiedlichen Sequenzvariationen fielen anhand eines abweichenden Bandenmusters in
der SSCP-Analyse auf. Beide Mutationen stellen eine Missense-Mutation dar. Gendosis-
Verédnderungen, die auf Deletionen oder Duplikationen ganzer Exons hinweisen, konn-
ten nicht detektiert werden. Bekannte Polymorphismen im Exon 2 (IVS2+25T>C), 4
(601G>A und IVS3-20G>A), 8 (IVS7-35A>G), 10 (1239G>C) und 11 (1281G>A) wur-
den mittels SSCP-Analyse nachgewiesen.

Unter den 65 Patienten wurden also zwei unterschiedliche Mutationen gefunden. Davon
trat eine bei zwei Patienten auf. Die Lokalisation der beiden Mutationen innerhalb des

Parkin-Gens wird in Abbildung 3.10 verdeutlicht.
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Abbildung 3.8: Ergebnisse der Mutationsanalyse mittels konventioneller Methoden. A) Die
SSCP-Analyse des Exons 7 zeigte ein abweichendes Bandenmuster der Probe B 835. B) Die
anschlieBende Sequenzierung bestétigte den heterozygoten Basenaustausch 924C>T. Durch den
Basenaustausch in einem Allel sind in der Sequenz an der entsprechenden Stelle die Base C vom

normalen Allel sowie die Base T vom mutierten Allel zu sehen (roter Pfeil). In der normalen

Kontrolle ist im Vergleich nur eine Base vorhanden.
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Verhiltnis der Konz. Parkin/B-globin

Abbildung 3.9: Ergebnisse der Gendosis-Untersuchung mit dem LightCycler. Fiir jedes Parkin-
Exon stellt ein Balken den Mittelwert der Quotienten Parkin zu 8-Globin aller 65 Patienten dar.

Der Fehlerstrich veranschaulicht den Bereich in dem sich die Werte bewegen.

ATG TAG

5°-UTR 3°-UTR

734A>T
(het: B835) 924C>T

(het: B835, B 882) Ubiquitin-dhnliche Doméne

[ RING-Domiine

in-between-RING-Doméne

Abbildung 3.10: Lokalisation der gefundenen Parkin-Mutationen. Regionen, die fiir bestimmte
Doménen im Protein kodieren, sind farbig gekennzeichnet. Die Probennummern der Patienten
mit der entsprechenden Mutation sowie der Zustand der Mutation sind in Klammern angegeben.
Die Nummer der Nukloetide richtet sich nach der Benennung der ¢cDNS (nach Kitada et al.,
1998).
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Abbildung 3.11: Detektion von Polymorphismen im Exon 10 des Parkin-Gens.
(A) Die SSCP-Analyse zeigte eindeutige Abweichungen im Laufverhalten sowohl der Einzel-
stringe als auch der Doppelstringe als Hinweis auf das Vorliegen eines Polymophismus. (B) In

der Sequenzanalyse konnten die Polymorphismen (1239 G>C) bestétigt werden.
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Auswirkung der Mutationen auf Proteinebene

Beide identifizierte Mutationen sind Missense-Mutationen. Das bedeutet, dass der Ba-
senaustausch in der DNS-Sequenz zum Einbau einer falschen Aminoséure in das Parkin-
Protein fithrt. Die Mutation 734A>T im Exon 6 des Parkin-Gens stellt eine Transversion
dar, da die Purinbase (A) durch eine Pyrimidinbase (T) substituiert ist. Diese Transversi-
on fiihrte zu einem Austausch der Aminosdure Arginin (mit negativ polarer Seitenkette)
mit der Aminosdure Tryptophan (mit apolare Seitenkette). Die Transition 924C>T im
Exon 7 des Parkin-Gens (Substitution eines Pyrimidins durch ein anderes Pyrimidin) be-
wirkte einen Einbau der Aminosdure Asparagin (ungeladene polare Seitenkette) anstelle

von Lysin (mit apolarer Seitenkette).

3.3.3 Ubersicht der Ergebnisse der Mutationsanalyse

Die folgende Tabelle gibt eine Ubersicht der Mutationsanalyse des DJ1- und des Parkin-
Gens bei den 316 Patienten mit EOPD.

Tabelle 3.3: Ubersicht der Ergebnisse der Mutationsanalyse

DJ1-Gen Parkin-Gen
konventionelle | Gendosis- konventionelle | Gendosis-
Untersuchung | Untersuchung | Untersuchung | Untersuchung

Gruppe 1 | 0/65 (0 %) 0/65 (0 %) 2/65 (3,0 %) | 0/65 (0 %)
Gruppe 2 | 0/101 (0 %) | 0/101 (0 %) | 5/101 (5,0 %) | 7/101 (7,0 %)
Gruppe 3 | 0/19 (0 %) 1/19 (5 %) 3/19 (15,8 %) | 1/19 (5,3 %)
Gruppe 4 | 0/71 (0 %) 1/71 (1,4 %) | 1/71 (1,4 %) 1/71 (1,4 %)
Gruppe 5 | 1/60 (1,7 %) | 0/60 (0 %) 5/60 (8,3 %) 0/60 (0 %))
Insgesamt | 1/316 (0,3 %) | 2/316 (0,6 %) | 16/316 (5,1 %) | 9/316 (2,8 %)

Eigene Ergebnisse sind fett gedruckt.
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3.4 Restriktionsanalyse

Im Rahmen dieser Arbeit wurde im DJI1-Gen bei 10 Patienten die Sequenzvariation
¢.293G>A (Arg98GIn) im heterozygoten Zustand identifiziert (1,3 % der Chromosomen).
Um die Bedeutung der ¢.293G>A Variation abzuschétzen, wurden 94 ethnisch abgestimm-

te Kontrollen mittels RFLP-Analyse mit Mspl untersucht.

3.4.1 Beschreibung des Kontrollkollektivs

Die DNS-Proben der 94 Kontrollindividuen wurden anhand ihrer Herkunft in zwei Grup-
pen unterteilt. Gruppe 1 bestand aus einer Stichprobe von 39 Blutspendern aus Siidtirol
(Norditalien). Diese Proben wurden von Dr. Peter Pramstaller (Regionalkrankenhaus Bo-
zen und EURAC Bozen, Italien) gesammelt. Die Blutspender wurden klinisch, aber nicht

speziell neurologisch untersucht und wiesen keine offensichtlichen Stérungen auf.

Die zweite Gruppe setzte sich aus 55 norddeutschen, neurologisch unauffilligen Indi-
viduen zusammen. Sie wurden in der Klinik fiir Neurologie der hiesigen Universitét durch

Prof. Peter Vieregge und Dr. Helfried Jacobs rekrutiert.

3.4.2 FErgebnisse der Restriktionsanalyse

Die DNS der 94 Kontrollpersonen wurde mit dem Restriktionsenzym Mspl verdaut. Die
Schnittstelle dieses Enzyms liegt innerhalb der Region der untersuchten Sequenzvariation.
Die Wildtyp-DNS wird durch das Enzym in zwei Fragmente geschnitten. Im Falle einer
Variation erkennt das Enzym die Position der Schnittstelle nicht und schneidet daher
nicht. Liegt die Variation im heterozygoten Zustand vor, so wird das Wildtyp-Allel in
zwei kleine Fragmente geschnitten, wihrend das verdnderte Allel ungeschnitten bleibt, so

dass insgesamt drei unterschiedliche Fragmente entstehen.
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Tabelle 3.4: Darstellung der Restriktionsfragmente

DNS-Sequenz

Fragmente

Wildtyp

194 und 100 bp

heterozygot ¢.293G>A | 194, 100 und 294 bp

homozygot ¢.293G>A | 294 bp

Unter den 94 Kontrollindividuen wurden 2 Trédger der Sequenzvariation ¢.293G>A

identifiziert. Bei einer Kontrollperson trat die Sequenzvariation im heterozygoten Zustand

und bei der zweiten im homozygoten Zustand auf. Das entspricht einer Haufigkeit von 1,58

% der Chromosomen (3/188 Chromosomen).

Die Verdnderungen waren folgendermaflen auf die zwei Kontrollgruppen verteilt: In

der Gruppe 1 mit 39 Personen befand sich eine Person mit der Variation im homozygoten

Zustand (2,6 % der Chromosomen). Unter den 55 Kontrollpersonen der Gruppe 2 wurde

ein Individuum mit der Variation im heterozygoten Zustand nachgewiesen (0,9 % der

Chromosomen).

100-bp-Leiter

| het.c.293G>A

"“

L357 L643 L619 L620 L621 L622 L623 L626 L627 L628

Abbildung 3.12: Agarose-
Gelelektrophorese  nach  der
Verdauung mit dem Restrik-
tionsenzym  Mspl. Bei der
Probe L357 sind drei Restrik-
tionsfragmente  aufgrund der
Variation ¢.293G>A im hetero-
zygoten Zustand zu erkennen.
Die iibrigen Proben zeigen die
beiden typischen Fragmente der
Wildtyp-DNS.
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Diskussion

Die vorliegende Studie gibt einen tieferen Einblick in die Bedeutung von DJ1- und Parkin-
Mutationen beim PS. Zum Nachweis von Mutationen im D.J1-Gen wurde ein neues Verfah-
ren, die dHPLC-Analyse, etabliert. Es wurden 316 Patienten unterschiedlicher Herkunft
mit einem klinisch-typischen EOPD molekulargenetisch auf Punktmutationen, kleine De-
letionen/Duplikationen sowie Exon-Rearrangements im DJ1-Gen untersucht. Zusétzlich
wurden 65 Patienten aus diesem Kollektiv (entspricht der Gruppe 1) mittels konventionel-
ler Methoden und der Echtzeit-PCR auf Mutationen im Parkin-Gen getestet. Die Analyse
auf Parkin-Mutationen in Gruppe 1 ermoglichte eine direkte Beurteilung der Haufigkeit

von DJ1-Mutationen im Vergleich zu Parkin-Mutationen.

4.1 Bewertung der Methoden

Um eine moglichst umfassende Mutationsanalyse durchzufithren, wurden verschiedene
Verfahren angewandt. Zur Untersuchung auf Mutationen im Parkin-Gen wurden die
SSCP-Analyse, die Sequenzierung und die quantitative PCR eingesetzt. Die SSCP-Analyse
eignet sich gut fiir eine Untersuchung grofler Kollektive, da es ein einfaches, kostengiinstiges
und relativ zuverléssiges Verfahren ist. Bei Auffilligkeiten im Bandenmuster bei der SSCP-
Analyse wurde die Probe anschlieBend sequenziert. Bei Vorliegen einer Mutation im he-
terozygoten Zustand wurden alle 12 Exons des Parkin-Gens sequenziert, um keine weitere
Mutation zu iibersehen. Die Sequenzierung ist im Vergleich zur SSCP-Analyse wesentlich

aufwéndiger, zeichnet sich allerdings durch eine hohe Sensitivitit aus. Die quantitative

o1
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PCR wurde in der eigenen Arbeitsgruppe fiir das Parkin-Gen etabliert [40]. Es handelt
sich um eine sehr zuverlassige und schnelle Methode, um grofie genomische Deletionen oder
Duplikationen im heterozygoten Zustand aufzudecken. Herkémmliche Verfahren (Sequen-
zierung, SSCP) konnen solche Mutationen nicht detektieren. Die quantitative Analyse
wurde in der eigenen Arbeitsgruppe auf das DJI1-Gen ausgeweitet und konnte fiir diese

Studie iibernommen werden.

Fiir die Untersuchung auf Punktmutationen und kleine Deletionen bzw. Duplikationen
im DJI1-Gen wurde die dHPLC-Analyse als neue Methode etabliert. Sie wurde anstelle
der SSCP-Analyse zur einfachen und schnellen Untersuchung einer grofien Anzahl von
Genabschnitten auf Mutationen angewandt. Mit der im Ergebnisteil dargestellten Eta-
blierung und Optimierung der Analysebedingungen konnten sehr gute Ergebnisse erzielt

werden.

4.2 Mutationen im DJ1-Gen

Von den 316 Patienten mit EOPD wurde in der vorliegenden Arbeit ein Trédger einer
heterozygoten Mutation mit einer kleinen Deletion von 11 bp am Anfang von Intron
5 detektiert (L1347:1VS5+2-12del). Die Gendosis-Untersuchung konnte zwei weitere he-
terozygote Mutationstrager mit einer Deletion von drei Exons (B66: Ex5-7del) und einer

Deletion von Exon 5 (P56: Ex5del) identifizieren.

4.2.1 Bekannte und neue DJ1-Mutationen

Die Assoziation des DJI1-Gens mit dem autosomal-rezessiven EOPD konnte vor kurzem
demonstriert werden [6]. Seitdem wurden durch verschieden Arbeitsgruppen einige Mu-
tationen im DJI1-Gen nachgewiesen. Die Anzahl der bisher publizierten Mutationen ist
im Vergleich zu Parkin-Mutationen gering. Die Tabellen 4.1 und 4.2 geben eine Ubersicht
iiber die bisher identifizierten Mutationen und Polymorphismen. Die Mutationen sind alle
einheitlich benannt. Die Nummerierung beginnt bei dem Nukleotid 85 (Translations-Start)

der GenBank-Sequenz NM_007262.3.
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Tabelle 4.1: Bekannte und neue kleine Mutationen und Polymorphismen im D.J1-Gen

Mutationen
Nr. || Lokal. Mutation Protein Referenz (Anzahl der Tréger) Anmerkung
1 Ex2 c.56delC/ Protein- Hague et al., 2003 (1) [35]
c.57G>A abbruch

2 Ex2 Met261le Abou-Sleiman et al., 2003 (1) [2] | Aschkenasisch
3 c.192G>C p.Glu64Asp | Hering et al., 2004 (1) [44]
4 Ex5 ¢.310G>A Alal04Thr | Hague et al., 2003 (1) [35] evtl. Poly-

Clark et al., 2004 (1) [15] morphismus
5 Inb IVS5+4-2-12del | Protein- vorliegende Arbeit russisch

abbruch
6 Ex7 Aspl49Ala | Abou-Sleiman et al., 2003 (1) [2] | evtl. Poly-
morphismus
7 Ex7 497T>C Leul66Pro | Bonifati et al., 2003 (3) [7] italienisch
8 In7 IVS7-1G>C unbekannt | Hague et al., 2003 (1) [35]
Polymorphismen

1 Exla/b | g.18C>T 5UTR Hague et al., 2003 [35]

Clark et al., 2004 [15]
2 Exla/b | g.168_185del 5’'UTR Hague et al., 2003 [35]

Clark et al., 2004 [15]
3 Exla/b | g.213G>T 5UTR Hague et al., 2003 [35]

Clark et al., 2004 [15]
4 Inl IVS1-17C>T | IVS Clark et al., 2004 [15]
5 Ex4 €.234C>T Hague et al., 2003 (1) [35]
6 Ex4 Gly78Gly Abou-Sleiman et al., 2003 (1) [2]
7 In4 IVS4-98G>A | IVS vorliegende Arbeit (3)
8 In4 IVS4-31C>T | IVS Hague et al., 2003 (1) [35]
9 In4 IVS4430T>G | IVS Hague et al., 2003 [35]

vorliegende Arbeit (38)
10 || Ex5 c.293G>A Arg98GIn Hague et al., 2003 (4) [35]

Lockhart et al., 2004 (1) [74]

Clark et al., 2004 [15]

vorliegende Arbeit (10)
11 || Ex5 Arg98Arg Abou-Sleiman et al., 2003 (1) [2]
12 || Inb IVS54+31G>A | IVS Hague et al., 2003 (1) [35]

Hedrich et al., 2003 (2) [42]
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Fortsetzung der Tabelle 4.1

Nr. || Lokal. Mutation Protein Referenz (Haufigkeit) Anmerkung
13 || In6 IVS6+38T>A | IVS vorliegende Arbeit (1)

14 || Ex7 Aspl49Ala | Abou-Sleiman et al., 2003 (1) [2]

15 || Ex7 Alal67Ala | Abou-Sleiman et al., 2003 (1) [2]

16 | Ex4 ¢.510G>T Alal71Ser Clark et al., 2004 (1) [15]

Tabelle 4.2: Bekannte Gendosisverdnderungen im DJI-Gen

Nr. | Lokalisation | Mutationstyp | Referenz (Anzahl der Tréiger) | Anmerkung

1 Exla/b-5 Deletion Bonifati et al., 2002 (1) [6] niederldndisch
2 Ex5-7 Deletion Hedrich et al., 2003 (1) [42] stidtirolisch

3 Ex5 Deletion vorliegende Studie (1) serbisch

Insgesamt wurden in der bisher publizierten Literatur elf verschiedene Mutationen im
DJ1-Gen beschrieben. Davon sind acht Punktmutationen oder kleine Deletionen (73 %)
und drei Gendosisveranderungen (27 %). Die Detektion von drei unterschiedlichen Exon-
Deletionen bekréftigt die Wichtigkeit der Gendosis-Untersuchung. Von den veroffentlichten
Arbeiten, die auf DJI1-Mutationen bei EOPD-Patienten getestet haben, beinhalten nur
vier die systematische Suche nach Punktmutationen und Gendosisverinderungen in ei-
nem grofen Patientenkollektiv [21, 42, 64, 74]. Zwei der Untersuchungen fanden in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. med. Christine Klein unter eigener Mitarbeit statt.

4.2.2 Verteilung und Hé&ufigkeit von DJ1-Mutationen

Die Auswertung der Metaanalyse zeigt, dass Mutationen im D.J1-Gen in allen Exons (ko-
dierende und nicht-kodierende) vorkommen. Zwei der Punktmutationen fithren zu einem
frithzeitigen Abbruch des Proteins. Durch die drei identifizierten Gendosisverdnderungen
wird ein Protein produziert, bei dem die Doménen, die durch die deletierten Exons kodiert
werden, fehlen. In beiden Féllen kann vermutet werden, dass die Mutation ein funktions-

unfiahiges Protein verursacht.

Aufgrund der insgesamt geringen Anzahl an Mutationen, ist es nicht moglich, eine
Aussage iiber die Verteilung und H&ufigkeit von Mutationen in bestimmten Exons zu

machen.
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4.2.3 Verteilung und Héaufigkeit von DJ1-Mutationen -

Eigene Ergebnisse

Die EOPD-Patienten wurden in 5 Gruppen unterschieden hinsichtlich der Einschluss-
kriterien und der ethnischen Herkunft auf Mutationen im DJI-Gen untersucht. In der
hier vorliegenden Studie konnten mittels konventioneller Methoden und der Gendosis-
Untersuchung drei Tréger einer Mutation im DJI-Gen identifiziert werden. Insgesamt
ergibt sich eine Mutationshdufigkeit von <1 % (3/316) bei EOPD-Patienten. Betrach-
tet man die einzelnen Gruppen, so wurde die héchste Mutationshéaufigkeit in Gruppe
3 (EOPD-Patienten aus einer geographisch isolierten Region Stidtirols) gefunden (1/19
=5 %). In dieser Gruppe wurden ebenfalls die meisten Parkin-Mutationen identifiziert
(3/19 = 16 %). In der Gruppe 5 gab es einen Mutationstrager (1/60 = 1,7 %). Etwas
niedriger war der Anteil an Mutationstrigern in Gruppe 4 (1/71 = 1,4 %), die sich aus
Patienten serbischer Herkunft zusammensetzte. In den Gruppen 1 und 2 konnten keine
DJ1-Mutationen detektiert werden. Die Fallzahlen sind zu gering fiir eine statistische
Analyse und es bedarf weiterer Untersuchungen mit einer grofferen Anzahl an Patienten
fiir genauere Aussagen zur Héufigkeit von DJ1-Mutationen bei EOPD-Patienten unter-

schiedlicher Herkunft.

Seit dem Abschluss dieser Arbeit gab es nur wenige weitere Berichte iiber die Un-
tersuchung von EOPD-Fillen. Die Tabelle 4.3 gibt einen Uberblick iiber die bisherigen
Studien zur Haufigkeit von DJ1-Mutationen. Die Veroffentlichungen ergaben ebenfalls
eine Haufigkeit von unter 1 % bei Patienten mit EOPD.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstiitzen die Annahme, dass D.J1-Mutationen selten
sind. Diese Vermutung wird durch alle bekannten verdffentlichten Studien bestérkt und
stimmt mit neueren durchgefiihrten Genom-Scans iiberein [90, 96], die eine Kopplung zum
Parkin-Gen aber nicht zum DJI-Gen feststellten. Da die zuerst beschriebenen Mutatio-
nen in einer genetisch isolierten Gemeinschaft und in blutsverwandten Familien gefunden

wurden, kann es sein, dass DJI-Mutationen in der allgemeinen Bevdélkerung selten sind.
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Tabelle 4.3: Haufigkeit von Mutationen im DJ1-Gen

Mutations- Ethnische

Referenz haufigkeit Herkunft Bemerkung

Eerola et al., 2003 [25] 0/106 (0,0 %) finnisch sporadischer EOPD

Ibanez et al., 2003 [52] 0/20 (0,0 %) verschieden familidr und sporadisch

Abou-Sleiman et al., 2003 [2] | 2/185 (1,1 %) verschieden sporadischer EOPD

Hague et al., 2003 [35] 1/107 (<1 %) verschieden EOPD

Djarmati et al., 2004 [21] 1/75 (1,3 %) serbisch familiir und sporadisch

Lockhart et al., 2004 [74] 0/41 (0,0 %) verschieden familiir und sporadisch

Hering et al. 2004 [44] 1/104 (<1 %) verschieden EOPD

Tan et al. 2004 [118] (0,0 %) verschieden familisirer und sporadischer
EOPD

Clark et al. 2004 [15] 1/89 (1,1 %) verschieden EOPD

Karamohamed et al. 2005 [57] | 0/292 (0,0 %) verschieden familidr

Eigene Studie 3/387 (<1 %) | verschieden | familifir und sporadisch

4.2.4 Auswirkung der identifizierten Mutationen auf

das DJ1-Protein

Es wird angenommen, dass die Mutation im Intron 5 (IVS54-2-12del) durch die Be-
eintrachtigung der Spleifiregion einen vorzeitigen Abbruch des Proteins (engl. truncation)
nach Exon 4 bewirkt. Die zwei identifizierten Deletionen (Ex5-7del und Ex5del) bewirken
wahrscheinlich ebenfalls einen vorzeitigen Abbruch des Proteins nach Exon 4. Folglich
fehlt dem Protein durch alle drei Mutationen die C-terminale Helix. Untersuchungen
der Kristallstruktur lassen vermuten, dass das DJI-Protein obligat als Dimer vorliegt.
Die Dimerisierung wird durch Deletionen relativ kleiner Sequenzabschnitte am N- oder
C-terminalen Ende stark abgeschwécht oder aufgehoben. Die Konsequenz dieser Struk-
turverdnderung ist wahrscheinlich ein Funktionsverlust des DJ1-Proteins. Es bleibt zu
klaren, wie der toxische Effekt auf dopaminerge Neurone durch einen Funktionsverlust

des DJI1-Proteins vermittelt wird.

4.2.5 Die Arg98GIn (R98Q) -Variation im DJ1-Gen

Um die Bedeutung der ¢.293G>A (Arg98Gln) Variation im DJI-Gen zu beurteilen, wur-
den 316 EOPD-Patienten hauptsichlich européischer Herkunft sowie 94 ethnisch abge-
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stimmte gesunde Kontrollpersonen auf das Vorkommen dieser Variation untersucht. Bei
den Patienten wurde zur Mutationsdetektion die dHPLC-Analyse des Exons 5 durch-
gefithrt. Die Kontrollgruppe wurde mittels der RFLP-Analyse mit Mspl untersucht. Die
¢.293G>A-Substitution wurde bei 10 Patienten im heterozygoten Zustand detektiert 1,3
% der Chromosomen) sowie bei zwei Kontrollpersonen (eine im heterozygoten und eine
im homozygoten Zustand; 1,6 % der Chromosomen). Es konnte damit kein signifikanter
Unterschied zwischen der Hiufigkeit dieser Substitution bei Patienten und der Kontroll-
gruppe festgestellt werden. Zusétzlich besteht die ¢.293G>A-Variation in mehr als 1 %
der Chromosomen der Kontrollgruppe. Beide Tatsachen unterstiitzen die Annahme, dass

die Substitution ¢.293G>A einen Polymorphismus darstellt.

In der Studie von Hague et al., 2003 [35] wurde die Variation ¢.293G>A bei drei nicht
verwandten Patienten im einfach heterozygoten Zustand nachgewiesen. Als Antwort auf
meine Ergebnisse beziiglich dieser Variation untersuchten Hague et al. die Héufigkeit in
unterschiedlichen Regionen der Welt. In der européischen Population fanden sie eine mit
der vorliegenden Arbeit vergleichbare Haufigkeit (2,68 % der Chromosomen). Die Ansicht,
dass es sich bei der 293G >A-Substitution um einen gutartigen Polymorphismus handelt,

wird dadurch weiter gestéarkt.

4.2.6 Zusatzliche klinische Zeichen bei DJ1-Mutationen

Neben den Kardinalsymptomen (Ruhetremor, Bradykinese, Rigor und/oder Verlust der
Haltungskontrolle) des PS wurden bei Patienten mit D.JI-Mutationen zusétzliche kli-
nische Zeichen beobachtet. Dazu zéhlen ein langsamer Krankheitsverlauf und eine gute
und anhaltende Wirkung einer L-Dopa-Therapie. Blepharospasmen (Krampfe der Au-
genlider) und Fuf-Dystonien sowie frithzeitige psychiatrische Probleme wurden ebenfalls
beschrieben. Die klinischen Symptome &hneln denen bei EOPD-Patienten mit Parkin-
oder PINK1-Mutationen. Alle drei Gene stehen im Zusammenhang mit einem autosomal-

rezessiven EOPD.

Im Rahmen dieser Arbeit konnten drei Patienten mit einer Mutation im DJ1-Gen
im heterozygoten Zustand detektiert werden. Es wird angenommen, dass alle drei Mu-
tationen einen vorzeitigen Abbruch des Proteins nach Exon 4 bewirken. Dennoch ist der

Phéanotyp der drei Patienten sehr unterschiedlich. Die Patientin (Fall 1) mit einer Mutati-
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on im Bereich von Intron 4 des D.J1-Gens zeigte ein langsam progredientes PS mit einigen
dystonen aber keinen anderen ungewohnlichen Eigenschaften. Sie erkrankte im Alter von

17 Jahren.

Bei dem Patienten mit der Deletion von Exon 5-7 (Fall 2) begann die Erkrankung
im Alter von 42 Jahren. Das Fortschreiten des PS war langsam. Er sprach gut auf die
L-Dopa-Therapie an, entwickelte allerdings motorische Fluktuationen. Es wurden keine

zusétzlichen klinischen Symptome festgestellt.

Der dritte Patient mit der Deletion von Exon 5 (Fall 3) erkrankte im Alter von 45
Jahren. Die Wirkung der L-Dopa-Therapie nahm bei diesem Patienten bereits nach drei

Jahren stark ab. Er zeigte ein PS ohne zusétzliche klinische Eigenschaften.

Es ist wahrscheinlich, dass komplexe Interaktionen den Phénotyp von DJI1-Muta-
tionstriagern beeinflussen. Nicht alle heterozygoten Mutationstrager werden so betroffen
sein wie in den vorliegenden Féllen mit einer Truncation-Mutation. Solche phénotypischen
Variationen wurden bereits bei den besser untersuchten Parkin-Mutationen beobachtet.
Der Erkrankungsbeginn von compound-heterozygoten Parkin-Mutations-Tragern variiert
z. B. von 7 bis zu 64 Jahre [63, 77]|. Eine dhnliche Spannbreite konnte bei heterozygoten
Mutationstragern beobachtet werden [90]. Die intra- und interfamiliire phénotypische
Variation unterstreicht die Vorstellung, dass zusétzliche Faktoren zu den identifizierten
(Parkin- oder DJ1-) Mutationen zu der Penetranz und der Expressivitéit des PS beisteu-

CI'1l.

Es ist daher nicht moglich, aufgrund von einem mutierten Gen, der Mutationslokali-

sation oder dem Mutationstyp den Phénotyp zu charakterisieren.

4.3 Mutationen im Parkin-Gen

In dieser Studie wurden 65 EOPD-Patienten komplett auf Mutationen im Parkin-Gen un-
tersucht. Es konnten zwei unterschiedliche Mutationen bei zwei Mutationstrigern (3 %)
detektiert werden. Ein Patient trug zwei Mutationen im compound-heterozygoten Zustand
(1,5 %). Bei einem zweiten Patienten wurde eine Mutation im heterozygoten Zustand
(1,5 %) nachgewiesen. Eine komplette Sequenzierung des Parkin-Gens bei diesem Pati-

enten zeigte keine weitere Mutation, die den klinisch typischen EOPD-Phéanotyp erkléiren
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kénnte. Die Untersuchung auf DJ1-Mutationen war ebenfalls unauffillig.

4.3.1 Bekannte Mutationen im Parkin-Gen

Mutationen im Parkin-Gen sind sehr variabel und schlieflen viele verschiedene Punktmu-
tationen, kleine Deletionen und Duplikationen und Exon-Rearrangements ein, die alle 12

kodierenden Exons betreffen (zusammengefasst in [43]).

Die beiden in der vorliegenden Arbeit detektierten Mutationen wurden bereits in der
Literatur beschrieben. Die 924C>T-Mutation ist die in Europa am héufigsten beobachte-
te kodierende Variante bei Patienten mit Parkin-Mutationen im compound-heterozygoten
Zustand. Diese Tatsache ist wahrscheinlich auf einen gemeinsamen Griinder zuriickzu-
fithren [99]. Die Tabelle 4.4 zeigt das Vorkommen der zwei Mutationen in bereits pu-
blizierten Originalarbeiten. Eine Ubersicht von allen bisher publizierten Mutationen lie-
fern die Tabellen B.1 und B.2 im Anhang dieser Arbeit. Soweit bekannt sind die eth-
nische Herkunft der Patienten und die H&aufigkeit der Mutation in der jeweiligen Un-
tersuchung angegeben. Diese Daten wurden anhand einer Literaturrecherche in Online-
Datenbanken (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) zusammengetragen. Die Mutatio-
nen sind entsprechend der Erstbeschreibung durch Kitada und Mitarbeiter (1998) mit
dem Transkriptionsstartpunkt als +1 einheitlich benannt. Als Referenz-Sequenz diente
die GenBank-Sequenz AB009973.1. Diese Bezeichnung steht nicht im Einklang mit den
Richtlinien der Mutations-Nomenklatur. Aufgrund ihres Vorherrschens in der aktuellen

Parkin-Literatur wurde sie hier angewandt.

Die Analyse der Literatur zeigt, dass mittlerweile insgesamt 111 unterschiedliche Mu-
tationen im Parkin-Gen identifiziert wurden. Davon sind 68 (61 %) Punktmutationen und
kleine Deletionen oder Duplikationen, 43 (39 %) der Mutationen entfallen auf Gendosis-

verdnderungen, also Deletionen oder Duplikationen ganzer Exons.

Parkin-Mutationen scheinen eine grofie Vielfalt aufzuweisen. Sie sind iiber das ganze
Parkin-Gen verteilt und betreffen alle 12 Exons. Das unterstreicht die Wichtigkeit, bei
einem systematischen Test auf Parkin-Mutationen alle 12 Exons zu iiberpriifen. Ebenfalls
ist es notwendig, eine Gendosis-Untersuchung einzubeziehen, da Gendosis-Verdnderungen
einen groflen Anteil der identifizierten Mutationen ausmachen. Aufgrund der Komplexitét

des Parkin-Gens, gibt es nur eine begrenzte Anzahl von systematischen Untersuchungen,
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Tabelle 4.4: Bekannte Punktmutation 734A>T und 924C>T im Parkin-Gen

Lokali- | Mutation | Protein Referenz (Anzahl der Tréger) Ethnische

sation Herkunft

Ex6 734A>T | Lys211Asn | Liicking et al., 2000 (2) [77] niederlandisch
Kann et al., 2002 (1) [56] deutsch
Nichols et al., 2002 (1) [90] unbekannt
Foroud et al., 2003 (1) [29] unbekannt

Ex7 924C>T | Arg275Trp | Abbas et al., 1999 (1) [1] italienisch
Liicking et al., 2000 (5) [77] irisch
Farrer et al., 2001 (1) [28] franzosisch
Pramstaller et al., 2002 (1) [104] | britisch
Hedrich et al., 2002 (3) [41] européisch
Kann et al., 2002 (1) [56] deutsch
Nichols et al., 2002 (3) [90] unbekannt
Oliveira et al., 2003 (3)[93] unbekannt
Periquet et al., 2003 (5) [100] unbekannt
Foroud et al., 2003 (4) [29] unbekannt
Rawal et al., 2003 (1) [107] niederléandisch
Lincoln et al., 2003 (9) [73] unbekannt

die grofle Patientenkollektive sowohl auf Punktmutationen und andere kleine Mutationen

als auch auf Gendosis-Verinderungen getestet haben [21, 29, 40, 41, 56, 77, 90, 126, 128].

4.3.2 Verteilung und H&aufigkeit von Parkin-Mutationen

Es konnten in allen 12 Exons des Parkin-Gens Mutationen nachgewiesen werden. Die

Mutationen waren nicht gleichméflig iiber die Exons verteilt.

Insgesamt wurden 189 Punktmutationen, kleine Deletionen oder Duplikationen iden-
tifiziert, die auf 68 unterschiedliche Mutationen zuriickzufiihren sind. Gendosis-Verénde-
rungen waren mit einem Vorkommen bei 249 Patienten héufiger, allerdings entfielen sie

auf nur 43 unterschiedliche Mutationen.
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Punktmutationen kamen gehéuft im Exon 2 (44 mal) und Exon 7 (57 mal) vor. Die
Mutation 924C>T im Exon 7 kam alleine 37 mal vor. Sehr selten waren Punktmutationen
im Exon 8 (2 Mutationen) und 10 (keine Mutation). Gendosis-Verénderungen wurden
besonders haufig im Exon 3 und 4 detektiert, im Exon 1 und 9 bis 12 waren sie dagegen

selten.

Die Anh&ufung der Mutationen in bestimmten Regionen des Gens weist darauf hin,
dass diese Regionen fiir das Parkin-Gen funktionell von Bedeutung sind. Die meisten
Punktmutationen (96 Mutationen) befanden sich in der RING-IBR-RING-Doméne (ca.
Ex7-12), die fir die E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitéit des Parkin-Proteins verantwortlich
ist. Mutationen in diesem Bereich kénnten die Enzym-Funktion verdndern oder beein-

trachtigen.

Am N-terminalen Ende wurden besonders Mutationen detektiert, die zu einem friih-
zeitigen Abbruch des Proteins fithren. Es wird ein Protein ohne die RING-IBR-RING-

Doméne produziert. Durch diesen Verlust wird das Protein wahrscheinlich funktionslos.

4.3.3 Haufigkeit von Mutationen im Parkin-Gen -

Eigene Ergebnisse

In dem Patientenkollektiv aus 65 EOPD-Patienten wurde eine Mutationsrate von 3 % im
Parkin-Gen festgestellt. Vorherige Studien zeigten, dass ein grofler Anteil von familidren
und isolierten EOPD-Patienten verschiedener ethnischer Gruppen Parkin-Mutationen
aufweisen [1, 38, 40, 43, 56, 77]. Insgesamt wird die Haufigkeit von Parkin-Mutationen
bei EOPD-Patienten auf 10-25 % geschétzt. Die Haufigkeit von Parkin-Mutationen in der
vorliegenden Studie ist im Vergleich niedrig. Die moglichen Ursachen fiir diese Differenz

werden im Folgenden diskutiert.

Die bisherigen Studien zum Parkin-assoziierten PS legen nahe, dass die Haufigkeit von

Parkin-Mutationen bei EOPD-Patienten von mehreren Faktoren beeinflusst werden:

(1) Das Alter bei Erkrankungsbeginn: Die Mutationshaufigkeit korreliert stark mit
einem niedrigen Alter bei Erkrankungsbeginn. Bei den Patienten mit einem Erkrankungs-
beginn von unter 20 Jahren wurden bei 77 % der Fille Parkin-Mutationen nachgewiesen,

aber bei nur 3 % der Patienten mit einem Erkrankungsbeginn von iiber 30 Jahren.
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In der vorliegenden Studie haben die Patienten bei Erkrankungsbeginn ein relativ
hohes Alter (nur zwei der Patienten erkrankten in einem Alter von unter 30 Jahren und

28 der Patienten waren bei Erkrankungsbeginn alter als 45 Jahre).

(2) Klinische Symptome und Familienanamnese: Vorherige Studien zeigten bei Pati-
enten mit einem Krankheitsbeginn von unter 45 Jahren eine signifikant niedrigere Muta-
tionshéufigkeit bei sporadischen Fillen (18 %) im Vergleich zu familidren Féllen (49 %)
[77]. Bei einer weiteren Untersuchung von sporadischen, nicht familidren EOPD-Patienten
mit einem Erkrankungsbeginn von unter 45 Jahren wurde eine Mutationsrate von 14 %

gefunden [100].

Die Patienten der vorliegenden Arbeit wurden in einem Regionalkrankenhaus rekru-
tiert. Die Auswahl basierte auf einem Erkrankungsalter unter 51 Jahre ungeachtet ei-
ner positiven Familienanamnese und atypischer oder spezifischer Symptome. In vielen
verdffentlichten Studien wurden die Patienten in spezialisierten Zentren fiir Bewegungs-
storungen rekrutiert. Patienten mit einer positiven Familienanamnese tendieren eher dazu,
spezielle Zentren aufzusuchen [79]. Diese Tendenz kann zu einem iiberproportionalen An-
teil von Parkin-Féllen verglichen mit der allgemeinen Population von EOPD-Patienten

fiihren.

Weder das hohe Alter bei Erkrankungsbeginn noch der relativ geringe Anteil fami-
lisrer Falle kann die niedrige Mutationshaufigkeit vollstdndig erkldren. Im Vergleich mit
den von Liicking und Periquet beschriebenen sporadischen Féllen [77, 100] wurde eine
hohere Mutationshaufigkeit erwartet, da Patienten mit positiver Familienanamnese nicht

ausgeschlossen wurden.

(3) Ethnische Abstammung: Die ethnische Abstammung der Patienten scheint einen
bedeutenden Einfluss auf die Mutationshéufigkeit zu haben. Bei der Durchsicht der Par-
kin-Literatur zeigen sich stark variierende Mutationshédufigkeiten zwischen Patienten-
gruppen unterschiedlicher Populationen. Ahnliche Beobachtungen wurden auch bei an-
deren Genen gemacht. So variiert die H&ufigkeit der hereditdren Hamochromatose-Gen
(HFE)-Mutation C282Y zwischen bestimmten Populationen. Fiir diese Mutation finden
sich hohe Héufigkeitsraten bei mitteleuropéischen Patienten, wiahrend in mediterranen
Gebieten die Haufigkeit sehr niedrig ist und im asiatischen Raum diese Mutation nicht

vorkommt. [9, 71]. Die Tabelle 4.5 stellt die bisher in Originalarbeiten publizierten Mu-
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tationshaufigkeiten im Parkin-Gen unter Angabe der ethnischen Herkunft und dem Ein-

schlusskriterium sporadischer und/oder familidrer EOPD dar.

(4) Qualitét der Analyse: Weitere Ursachen der niedrigen Mutationsrate kénnen tech-
nische Griinde sein. Im Vergleich zu vielen anderen Studien wurde fiir diese Arbeit ei-
ne sehr umfangreiche Mutationsanalyse durchgefiihrt, da sowohl konventionelle Metho-
den als auch Gendosis-Untersuchungen eingesetzt wurden. Die Analyse schloss auch die
Promoter-Region des Parkin-Gens ein, die in keiner der vorherig erwihnten Studien un-
tersucht wurde. Vor kurzem konnte gezeigt werden, dass ein Polymorphismus im Promoter
mit idiopatischem PS assoziiert ist [129]. Dennoch kénnen Punktmutationen iibersehen
worden sein, da die Sensitivitdt der angewandten SSCP-Analyse bei nur etwa 80 % liegt
[39]. AuBlerdem wurde der groBe Bereich der Intron-Sequenz nicht untersucht. Introns
kodieren nicht fiir das Protein, spielen aber méglicherweise eine Rolle bei der Genregula-
tion und beim alternativen Spleifien. Diese Funktion kénnte durch Mutationen im Intron
beeinflusst werden. Trotz der Einschriankungen durch die eingesetzten Methoden ist es un-
wahrscheinlich, dass viele Mutationen iibersehen wurden. Mit derselben Kombination von
konventionellen Methoden und der Echtzeit-PCR konnte in der eigenen Arbeitsgruppe 9

- 45 % Parkin-Mutationen in anderen Kollektiven nachgewiesen werden [40, 41, 56].

Tabelle 4.5: Haufigkeit von Parkin-Mutationen in verdffentlichten Studien

Studien mit ethnisch homogenen Patientengruppen

Referenz Mutations- Ethnische Bemerkung
héufigkeit Herkunft

Hattori et al., 1998 [37] 19/34 (56 %) | japanisch familidr

Hedrich et al., 2001 [40] 7/21 (33 %) stidtirolisch familidr

Munoz et al., 2001 [87] 7/37 (19 %) spanisch sporadisch und
familiar

Kann et al., 2002 [56] 11/111(9 %) | deutsch sporadisch und
familiar
community-derived

Chen et al., 2003 [11] 1/27 (<4 %) | US amerikanisch | sporadisch

Djarmati et al., 2004 [21] | 1/75 (1,3 %) | serbisch sporadisch und
familiar
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Fortsetzung der Tabelle 4.5

Referenz Mutations- Ethnische Bemerkung
héufigkeit Herkunft
Wu et al., 2005 [130] 4/41 (9,8%) taiwanesisch sporadisch
Eigene Studie 2/65 (3 %) | italienisch sporadisch und
familidr
Schlitter et al., 2006 [110] | 3/95 (1,6 %) | deutsch late-onset PD
Schlitter et al., 2006 [110] | 1/96 (0,5 %) | norwegisch late-onset PD

Studien mit

Patienten unterschiedlicher Herkunft

Abbas et al, 1999 [1] 12/38 (32 %) | v.a. européisch | familiér

Liicking et al. 2000 [77] 36/73 (49 %) | verschieden familidr

Liicking et al., 2000 [77] 18/100 (18 %) | verschieden sporadisch

Hedrich et al., 2002 [41] 13/50 (24 %) | europdisch, sporadisch und
amerikanisch, familidr
afrikanisch

Rawal et al., 2003 [107] 10/30 (33 %) | verschieden familidr

Khan et al., 2003 [59] 24/115 (21 %) | verschieden sporadisch und

familiar
Periquet et al., 2003 [100] | 20/246 (14 %) | verschieden sporadisch
Oliveira et al., 2003 [93] | (18 %) unbekannt familidr

4.3.4 Auswirkung der identifizierten Mutationen auf das

Parkin-Protein

Eine der identifizierten Punktmutationen (924C>T; Asp275Lys) ist innerhalb der RING1-

Doméne des Parkin-Proteins lokalisiert. Das Doménen-Motiv aus zwei RING-Fingern,

getrennt durch eine IBR-Doméne, ist fiir die Ubiquinierungsaktivitéit des Parkin-Proteins

verantwortlich [13, 112, 132]. Die Vermutung liegt nahe, dass Mutationen im Parkin-

Gen die Funktion des Parkin-Proteins beeinflussen und zwar abschwéchen. Allerdings

wurde gezeigt, dass die Mutation Asp275Lys die Enzymaktivitdt von Parkin bewahrt

[13]. Bei dieser speziellen Mutation scheint ein einfacher Funktionsverlust des Proteins

als Ursache fiir die Erkrankung daher ausgeschlossen. Weitere Untersuchungen hatten
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bei der Mutation Asp275Lys eine ungewthnliche Lokalisation des Parkin-Proteins in der
Zelle mit groflen zytoplasmatischen und nukledren Einschlusskérperchen innerhalb von
Aggreosomen festgestellt [16]. Diese verdnderte Lokalisation und Aggregation kénnte eine

Erklarung fiir den toxischen Effekt der RING1-Mutation darstellen.

Die Bedeutung der zweiten Punktmutation (734A>T; Lys211Asn) bleibt zu kldren. Sie
betrifft keine der funktionell wichtigen Doménen. Allerdings wurde die Assoziation dieser

Mutation mit EOPD in anderen Studien unabhingig voneinander dargestellt [56, 77, 90].

4.3.5 Parkin-Gen-Promoter

Vor kurzem wurde {iber einen Einzelnukleotid-Polymorphismus innerhalb des Parkin-
Promoters berichtet (-258T/G), der funktionell die Gen-Transkription beeinflusst. Eine
populationsbasierte Studie von 296 Personen mit der Parkinson-Krankheit und 184 Kon-
trollpersonen zeigte eine Assoziation des -258 G—Allels mit der idiopathischen Parkinson-

Krankheit (odds ratio 1.52, p kleiner als 0.05) [129].

In der vorliegenden Studie konnten keine Polymorphismen innerhalb des Parkin-Pro-
moters mittels SSCP-Analyse und Sequenzierung detektiert werden. Die Sequenzierung
wurde allerdings nur bei Auffalligkeiten in der SSCP-Analyse angewandt. Dieses Ergebnis
ldsst darauf schliefen, dass Mutationen im Parkin-Promoter selten sind. Es ist allerdings
moglich, dass Verdnderungen iibersehen wurden. Die hier angewandte SSCP-Analyse zeigt
im Vergleich zur Sequenzierung, die in der oben erwiahnten Untersuchung eingesetzt wurde,

eine etwas geringere Sensitivitét.

4.4 Die Rolle von heterozygoten Mutationen im

DJ1- und Parkin-Gen

Die identifizierten DJI- und Parkin-Mutationen wurden alle im heterozygoten Zustand
detektiert. Sowohl das DJI-Gen als auch das Parkin-Gen werden autosomal-rezessiv
vererbt. Zum Ausschluss weiterer Mutationen wurde eine Sequenzanalyse aller Exons
des DJ1- bzw. des Parkin-Gens durchgefiihrt. Trotz der Kombination von Gendosis-

Untersuchung und Sequenzierung ist es moglich, dass eine zweite Mutation in einem Teil
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des jeweiligen Gens, der nicht untersucht wurde, d. h. in nicht-kodierenden Regionen oder
im Intron, {ibersehen wurde. Dennoch liegt in diesem Fall die Vermutung nahe, dass eine
heterozygote Mutation zwar nicht zwingendermafien krankheitsauslosend ist, aber einen
Risikofaktor fiir die Entwicklung eines PS darstellt. Eine funktionelle Relevanz ist beson-
ders wahrscheinlich, wenn schwerwiegende Mutationen detektiert werden. Diese Annahme
wird durch zahlreiche Berichte in der Literatur iiber betroffene Personen, bei denen eben-

falls nur eine heterozygote Mutation detektiert wurde, unterstiitzt [42, 56, 64, 75].

Positronen-Emmissions-Studien (PET) bei asymptomatischen heterozygoten Parkin-
Mutationstragern zeigten eine milde aber signifikante Reduktion der 18-Fluorodopa-Auf-
nahme im Vergleich zu Kontrollgruppen [47, 48, 58|. Dieser Befund ldsst auf einen pré-
klinischen Krankheitsprozess entsprechend einem PS schliefen. Heterozygote Mutationen
konnten zu einer verringerten Protein-Aktivitdt (Haploinsuffizienz) fithren. Einige Studien
konnten zeigen, dass heterozygote Mutationen zu einem &lteren und homozygote oder
compound-heterozygote Mutationen zu einem jungen Erkrankungsalter fithren [41, 56].
Aus diesen Befunden lasst sich folgern, dass heterozygote Mutationen die Suszeptibilitét,
an einem PS zu erkranken, erhhen und somit ein spéteres Erkrankungsalter zur Folge

haben.

Abschlieflend besteht die Moglichkeit, dass heterozygote Mutationen in Kombinati-
on mit (heterozygoten) Verdnderungen auf anderen rezessiven PS-Genen (PINKI u. a.)
krankheitsauslosend sind. Bei den vorliegenden Patienten konnte in der DJI- bzw. Par-
kin-Diagnostik keine weitere Mutation nachgewiesen werden. Bislang ist sehr wenig iiber
die Interaktion der unterschiedlichen rezessiven PS-Gene und ihrer Proteine bekannt. In-
teressanterweise konnte vor kurzem ein Genom-Scan bei EOPD-Patienten mit einfachen
heterozygoten Mutationen im Parkin-Gen Hinweise auf die Kopplung zu Chromosom 10
demonstrieren. Zu derselben Region wurden auch in anderen Studien mit PS-Patienten
Hinweise fiir eine Kopplung gefunden. Diese moglichen Interaktionen zwischen dem Par-
kin-Gen und einem Locus auf Chromosom 10 koénnen vielleicht die hohen Zahlen an he-

terozygoten Mutationstréagern erkléren.
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4.5 Fazit

Die Fragenthemen der vorliegenden Arbeit lauteten:

1. Detektion von DJ1-Mutationen.

2. Haufigkeit von DJI-Mutationen.

3. DJ1-Mutations-Typen.

4. Vergleich von DJI- und Parkin-Mutationen.
5. DJ1-Mutationen und Phénotyp.

6. Parkin-Promoter.
Die Fragestellungen der vorliegenden Arbeit werden wie folgt beantwortet:

1. Die dHPLC-Analyse konnte erfolgreich als Methode zur Detektion von Punktmuta-
tionen und kleinen Deletionen oder Duplikationen im DJI-Gen etabliert werden. Sie
erwies sich als ein effizientes Verfahren, um eine grofie Anzahl von Proben schnell

und sicher zu untersuchen.

2. Durch die vorliegende Arbeit konnten drei Tréager einer DJ1-Mutation unter den
316 EOPD-Patienten aufgedeckt werden. Insgesamt liegt die Haufigkeit von DJI-

Mutationen in dem untersuchten Kollektiv bei etwa 1 %.

3. Es wurden zwei Typen von Mutationen detektiert: (1) eine Deletion mehrerer Ba-
senpaare an der Intron-Exon-Grenze, die durch die Beeinflussung der Spleifiregion
einen vorzeitigen Proteinabbruch bewirkt, (2) Deletionen eines oder mehrerer Exons,
die zu einer Verdnderung des Transskripts fithren und zu einem vorzeitigen Abbruch
der Translation. Eine Mutation konnte mittels konventioneller Untersuchungen auf-
gedeckt werden (IVS5+-2-12del), wihrend die zwei weiteren Mutationen (Ex5-7del

und Ex5del) durch eine Gendosis-Untersuchung identifiziert wurden.

4. Die Ergebnisse dieser Arbeit bestétigen die Vermutung, dass DJI-Mutationen im
Vergleich zu Parkin-Mutationen wesentlich seltener vorkommen. Bei 25 Patien-
ten (25/316=7,9 %) lagen Parkin-Mutationen vor, wihrend bei nur drei Patienten
(3/316=0,9 %) D.J1-Mutationen detektiert wurden.
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5. Die drei Patienten trugen eine dhnliche Mutation im DJI-Gen, sie zeigten aller-
dings einen sehr unterschiedlichen Krankheitsverlauf. Der Krankheitsbeginn vari-
ierte von 17 bis 45 Jahre. Alle drei Patienten zeigten die typischen Symptome der
Parkinson-Krankheit, teilweise einen langsamen Krankheitsverlauf und gutes An-
sprechen auf eine L-Dopa-Therapie. Es ist anzunehmen, dass komplexe Interaktio-

nen den Phénotyp von DJI-Mutationstragern beeinflussen.

6. Es wurden keine Mutationen im Parkin-Promoter innerhalb der Gruppe 1 detektiert.

Mutationen in diesem Bereich des Parkin-Gens scheinen selten zu sein.

4.6 Ausblick

Seit der Entdeckung des DJI1-Gens wurden einige Mutationen nachgewiesen. Es wurden
Erkentnisse dariiber gewonnen, welche Funktionen das DJ1-Protein im Zellstoffwechsel hat
und wie diese Funktionen durch Mutationen beeinflusst werden. Diese Erkenntnisse tragen
viel zum Verstédndnis der Mechanismen bei, die zu einer Parkinson-Krankheit fithren. Die
Frage nach der Rolle von heterozygoten Mutationen, die bereits bei dem Parkin-Gen

diskutiert wurde, tritt nun auch bei dem DJ1-Gen auf.

Die genaue Funktion von DJI und anderen Parkinson-Genen wie PINK1 und Parkin
bei der Pathogenese des PS ist nur teilweise bekannt und die zentrale Frage, ob alle

Parkinson-Gene auf einen gemeinsamen Stoffwechselweg Einfluss nehmen, bleibt zu kléren.



Zusammenfassung

Die Parkinson-Krankheit z&hlt zu den haufigsten neurologischen Erkrankungen. Geneti-
sche Ursachen spielen insbesondere bei einem frithen Erkrankungsbeginn (EOPD) eine
Rolle. Mutationen im Parkin-Gen (PARKZ2) sind die am héufigsten identifizierte Ursache
eines rezessiv-vererbten PS mit frithem Beginn. Parkin-Mutationen erkldren allerdings
nur einen Teil der EOPD-Félle. Vor kurzem wurde das DJ1-Gen als ein weiteres Gen, das

mit einem rezessiv-vererbten PS assoziiert ist, beschrieben.

Das Ziel dieser Studie war es, mit Hilfe molekulargenetischer Untersuchungen ein bes-
seres Verstdndnis zur Rolle von DJI- und Parkin-Mutationen zu erhalten. Im Vordergrund

der Studie stand die Detektion von DJ1-Mutationen.

Zu dem Nachweis von Punktmutationen und kleinen Deletionen im DJI-Gen wurde
die dHPLC-Analyse eingefiihrt. Sie erwies sich als eine einfache und schnelle Methode fiir

eine systematische Untersuchung grofier Kollektive.

Es wurde ein grofles Patientenkollektiv, das sich aus 316 EOPD-Patienten zusammen-
setzte, untersucht. Hinsichtlich unterschiedlicher Einschlusskriterien wurden die Patienten
in 5 Gruppen aufgeteilt. Das gesamte Kollektiv wurde mittels dHPLC-Analyse, Sequen-
zierung und Gendosis-Untersuchung auf DJ1-Mutationen untersucht. Aus dem Kollektiv
wurden 65 Patienten (Gruppe 1) auch mittels konventioneller Methoden (SSCP und Se-

quenzierung) und der Gendosis-Untersuchung nach Mutationen im Parkin-Gen {iberpriift.

Die dHPLC-Analyse von insgesamt 316 EOPD-Patienten konnte nur einen Tréger
einer DJ1-Mutation im heterozygoten Zustand aufdecken (IVS5+2-12del). Die Gendosis-
Untersuchung identifizierte zwei weitere Mutationstriger (Ex5-7del und Exbdel). Insge-
samt trugen also unter 1 % der Patienten D.JI-Mutationen. Es wurden zwei Typen von
Mutationen detektiert: (1) eine Deletion mehrerer Basenpaare an der Intron-Exon-Grenze

und (2) Deletionen eines oder mehrerer Exons. Die drei identifizierten Mutationen fithren

69
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wahrscheinlich zu einem vorzeitigen Abbruch des Proteins nach Exon 4. Interessanterwei-
se lagen alle detektierten Mutationen nur im heterozygoten Zustand vor. Bei keinem der

Patienten konnte eine Mutationen im Parkin-Gen detektiert werden.

Es wurde ein neuer Polymorphismus (Arg98GIn) bei 1,5 % der Chromosomen in der

Patientengruppe und in Kontrollgruppen im DJ1-Gen detektiert.

Die vorliegende Studie bestétigt, dass Mutationen im DJI-Gen seltener als Parkin-
Mutationen sind. Die H&ufigkeit von Parkin-Mutationen in dem untersuchten Kollektiv
betrug etwa 8 % im Vergleich zu einer Hiufigkeit von etwa 1 % der Mutationen im D.JI-
Gen. Dennoch sollten DJ1-Mutationen als mogliche Ursache eines PS in Betracht gezogen

werden.

Die drei Patienten, bei denen eine &hnliche DJ1-Mutation nachgewiesen wurde, zeigten
die Kardinalsymptome des PS. Der Krankheitsverlauf, der Erkrankungsbeginn und die
Wirkung der L-Dopa-Therapie variierte allerdings stark unter den Patienten. Es liegt
nahe, dass andere Faktoren als die identifizierten Mutationen zu der Penetranz und der

Expressivitat des PS beisteuern.

Innerhalb der Gruppe 1 wurden zwei Tréger von Parkin-Mutationen identifiziert (2/65
= 3 %). Bei einem Patienten konnte eine Mutation im heterozygoten Zustand detektiert

werden. Mutationen im Parkin-Promoter konnten nicht nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Studie traten alle detektierten Mutationen im heterozygoten Zu-
stand auf. Diese Beobachtung steht im Einklang mit anderen Studien, die Hinweise ge-
funden haben, dass eine heterozygote D.J1- oder Parkin-Mutation zu einem PS fithren

kann.

Die Rolle von heterozygoten Mutationen muss weiter untersucht werden. Auch die
Frage nach der Funktion und dem Zusammenspiel der unterschiedlichen Parkinson-Gene

bei der Pathogenese des PS bleibt zu klaren.
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Anhang B

Bekannte Mutationen im

Parkin-Gen

B.1 Bekannte Punkt- und andere kleine Mutationen

im Parkin-Gen

Tabelle B.1: Bekannte Punkt- und andere kleine Mutationen im Parkin-Gen

’ Nr. ‘ Lokal. ‘ Mutation ‘ Protein ‘ Referenz (Anzahl der Triger) ‘ Anmerkung

1 Ex1 81G>T Hedrich et al., 2002 (2) evtl. Polym.

2 Ex1 102A>T Rawal et al., 2003(1) franzosisch

3 Inl IVS1+1G>A Ilarioshkin et al., 2003(1) russisch

4 Inl IVS1+1G>T Chien et al., 2005 (1) brasilianisch

5 Ex2 144G>A Vall5Met Munoz et al., 2002(1) spanisch

6 Ex2 198C>T Arg33Stop Maruyama et al., 2000(1) japanisch

7 Ex2 199G>A Arg33GIn Oliveira et al., 2003 (1)

8 Ex2 202delA Gln34/Stop43 Nisipeanu et al., 2001 (1) arabisch-israelisch

9 Ex2 202-203delAG Gln34/Stop37 Abbas et al., 1999 (2) italienisch
Hedrich et al., 2002 (1) puertoricanisch
Illarioshkin et al., 2003(1) russisch
Liicking et al., 2000 (5) franzosisch, britisch
Gouider-Khouja et al., 2003 (3) | tunesisch
Foroud et al., 2003 (1)
Oliveira et al., 2003 (1)
Lincoln et al., 2003 (1)

10 Ex2 211C>T Pro37Leu Kann et al., 2002 (1) deutsch

11 Ex2 226G>C Arg42Pro Terreni et al., 2001 (1) italienisch
Hedrich et al., 2002 (1) italienisch
Bertoli-Avella et al., 2005 (1)
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Fortsetzung der Tabelle B.1

’ Nr. ‘ Lokal. ‘ Mutation ‘ Protein ‘ Referenz (Anzahl der Triger) ‘ Anmerkung
12 Ex2 237G>C Ala46Pro Xu et al., 2002 (1) chinesisch
13 Ex2 255del A Asn52/Stop80 Abbas et al, 1999 (1) franzosisch
Liicking et al., 2000 (6) w.-européisch
Hedrich et al., 2002 (1) puertoricanisch
Hoenicka et al., 2002 (2) spanisch
Munoz et al., 2002 (4) spanisch
Nichols et al., 2002 (1)
Foroud et al., 2003 (1)
Lincoln et al., 2003 (1)
Rawal et al., 2003 (2) portug. (1), brazil. (1)
14 Ex2 268T>A Val56Glu Hoenicka et al., 2002 (1) spanisch
15 Ex3 321-322insGT Trp74/Stop81 Abbas et al, 1999 (1) franzésisch
Liicking et al., 2000 (2) franz. (1), deutsch (1)
Pineda-Trujillo et al., antiochianisch
2001 (2) (kolumbianisch)
Nichols et al., 2002 (1)
16 Ex3 336G>T Glu79Stop Foroud et al., 2003 (1)
17 Ex3 345C>A Ala82Glu West et al., 2002a (1)
18 Ex3 346C>A Ala82Glu Hedrich et al., 2001 (1) stidtirolisch,
Lincoln et al., 2003 (3) evtl. Polym.
19 Ex3 438-477del Leull2/Stopl63 | Chen et al., 2003 (1) US-amerikanisch
Farrer et al., 2001 (2) européisch
Hedrich et al., 2002 (1)
Nichols et al., 2002 (1)
Oliveira et al., 2003 (2)
20 Ex4 584A>T Lys161Asn Abbas et al, 1999 (1) italienisch
21 Ex5 635delG Gln178/Stop187 | Hattori et al., 1998a (2) japanisch
22 | Ex5 675A>C Met192Leu Hedrich et al., 2002 (1) afro-amerikanisch
Foroud et al., 2003 (1)
23 Ex5 Ser193lle Shyu et al., 2005 (1) chinesisch
24 In5 IVS5+2T>A West et al., 2002a (1) englisch
25 Ex6 734A>T Lys211Asn Liicking et al., 2000 (2) niederldndisch
Kann et al., 2002 (1) deutsch
Nichols et al., 2002 (1)
Foroud et al., 2003 (1)
26 Ex6 736G>A Cys212Tyr Pineda-Trujillo et al., antiochianisch
2001 (2) (kolumbianisch)
Hoenicka et al., 2002 (1) spanisch
27 Ex6 Cys212Gly Shyu et al., 2005 (1) chinesisch
28 Ex6 819C>T Thr240Met Foroud et al., 2003 (1)
29 Ex6 820C>T Thr240Met Periquet et al., 2003 (1) italienisch
Thr240Met Madegowda et al., 2005 (1) indisch
Thr240Met Schlitter et al., 2006 (1) deutsch
30 Ex6 820C>G Thr240Arg Hattori et al., 1998b (1) tiirkisch
31 Ex7 859G>A Cys253Trp Oliveira et al., 2003 (1)
32 Ex7 867C>T Arg256Cys Abbas et al, 1999 (1) deutsch
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Fortsetzung der Tabelle B.1

’ Nr. ‘ Lokal. ‘ Mutation ‘ Protein ‘ Referenz (Anzahl der Triger) ‘ Anmerkung

Hedrich et al., 2002 (1) britisch
Periquet et al., 2003 (1) franzosisch
Oliveira et al., 2003 (1)
Lincoln et al., 2003 (1)
Schlitter et al., 2006 (2) deutsch, norwegisch

33 | ExT7 Val258Met Shyu et al., 2005 (1) chinesisch

34 Ex7 871delG Val290/Stop297 | Munoz et al., 2000 (1) marokkanisch

35 Ex7 884A>G Leu261Leu Hedrich et al., 2002 (1) evtl. Polym.
Oliveira et al., 2003 (1)

36 ExT7 905T>A Cys268Stop Liicking et al., 2000 (1)

37 Ex7 924C>T Arg275Trp Abbas et al, 1999 (1) italienisch
Liicking et al., 2000 (5) irisch
Farrer et al., 2001 (1) franzosisch
Pramstaller et al., 2002 (1) britisch
Hedrich et al., 2002 (3) européisch
Kann et al., 2002 (1) deutsch
Nichols et al., 2002 (3)
Oliveira et al., 2003 (3)
Periquet et al., 2003 (5)
Foroud et al., 2003 (4)
Rawal et al., 2003 (1) niederldndisch
Lincoln et al., 2003 (9)

38 Ex7 939G>A Asp280Asn Liicking et al., 2000 (1)
Oliveira et al., 2003 (1)

39 ExT7 951G>C Gly284Arg Wang et al., 2003 (1) chinesisch
Wu et al., 2005 (1) chinesisch
Jin et al., 2005 (1) chinesisch

40 Ex7 966T>G Cys289Gly Liicking et al., 2000 (1)

41 ExT7 972delG Ala291Stop297 Munoz et al., 2002 (1)

42 In7 IVS7-1G>C West et al., 2002a (1)
Rawal et al., 2003 (1)

43 Ex8 Gln311His Shyu et al., 2005 (1) chinesisch

44 Ex8 1032C>T GIn311Stop Hattori et al., 1998b (1) tiirkisch

45 Ex9 1072delT 323Cys/Stop434 | Klein et al., 2000 (1) stidtirolisch
Hedrich et al., 2001 (1) stidtirolisch

46 Ex9 1084G>A Gly328Glu Liicking et al., 2000 (1)

47 Ex9 1101C>T Arg334Cys Liicking et al., 2000 (1)

48 Ex9 1142-1143delGA | GIn357/Stop368 | Liicking et al., 2000 (1)

49 Ex9 1147-8delAA Arg358/Stop368 | Hedrich et al., 2001 (1) stidtirolisch

50 Ex9 1152A>C Thr351Pro Kann et al., 2002 (2) deutsch

51 In9 IVS9+4G>T Oliveira et al., 2003 (1)

52 Ex11 1276-77delGA Tyr391/Stop394 | Alvarez et al., 2001 (1) spanisch

53 Ex11 1287G>T West et al., 2002a (1)

54 Ex11 Arg396Gly Wu et al., 2005 (1) chinesisch

55 Ex11 1293G>A Ala398Thr Periquet et al., 2003 (1)
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Fortsetzung der Tabelle B.1

’ Nr. ‘ Lokal. ‘ Mutation ‘ Protein ‘ Referenz (Anzahl der Triger) ‘ Anmerkung
56 Ex11 Argd02Trp Poorkaj et al., 2004 (1) evtl. Polym.
57 Ex11 1305C>T Arg402Cys Bertoli-Avella et al., 2005 (1)

Schlitter et al., 2006 (1) deutsch
58 Ex11 1345C>A Thr415Asn Abbas et al., 1999 (1) italienisch
Bertoli-Avella et al., 2005 (1)
59 | Ex11 1353C>A Cys418Arg Bertoli-Avella et al., 2005 (1)
60 Inl1 IVS11-3C>G Bertoli-Avella et al., 2005 (1) kubanisch
61 Ex12 1383T>C West et al., 2002a (1) italienisch
62 Ex12 1385insA Asn428/Stop568 | Rawal et al., 2003 (1) franzosisch
63 Ex12 1390G>A Gly430Asp Liicking et al., 2000 (2) européisch
Hedrich et al., 2002 (1) europdéisch
Nichols et al., 2002(1)
Oliveira et al., 2003 (1)
64 Ex12 1393G>T Cys431Phe Maruyama et al., 2000 (1) japanisch
65 Ex12 1411C>T Pro437Leu Hedrich et al., 2002 (1)
Nichols et al., 2002 (1)
Foroud et al., 2003 (1)
Rawal et al., 2003 (1) niederldndisch
Oliveira et al., 2003 (2)
Poorkaj et al., 2004 (1)
66 Ex12 1422T>C Cys441Arg West et al., 2002a (1)
Shyu et al., 2005 (1) chinesisch
67 Ex12 1435G>A Trp445Stop Rawal et al., 2003 (1) franzésisch
68 | Ex12 1459G>A Trp453Stop Abbas et al., 1999 (1) italienisch

B.2 Bekannte Gendosisverinderungen im

Parkin-Gen

Tabelle B.2: Bekannte Gendosisverdnderungen im Parkin-Gen

’ Nr. ‘ Lokal. ‘ Mutation ‘ Referenz (Anzahl der Triger) ‘ Anmerkung ‘
1 Ex1 Deletion Hedrich et al., 2002 (1)
West et al., 2002a (1) italienisch
2 Ex2 Deletion Liicking et al., 2000 (4) italienisch (3), franzésich (1)

Hedrich et al., 2001 (1)
Hedrich et al., 2002 (1)
Kann et al., 2002 (1)
Periquet et al., 2003 (2)
Poorkaj et al., 2004 (1)
Wang et al., 2004 (1)
Bertoli-Avella et al., 2005 (1)
Wu et al., 2005 (1)

albanisch

afro-amerikanisch

chinesisch

chinesisch
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Fortsetzung der Tabelle B.2

Nr. | Lokal.

‘ Mutation

Referenz (Anzahl der Tréger)

‘ Anmerkung

3

Ex2

Triplikation

Liicking et al., 2000 (1)
Kann et al., 2002 (1)

Ex2-3

Deletion

Abbas et al., 1999 (2)
Liicking et al., 2000 (1)
Foroud et al., 2003 (2)
Bertoli-Avella et al., 2005 (1)
Wu et al., 2005 (1)

chinesisch

Ex2-3

Duplikation

Periquet et al., 2003 (1)

Ex2-4

Deletion

Maruyama et al., 2000 (2)
Liicking et al., 2000 (1)
Nichols et al., 2002(1)
Periquet et al., 2003 (1)

japanisch

Ex2-4

Triplikation

Mata et al., 2005 (2)

Ex2-4

Duplikation

Periquet et al., 2003 (1)
Poorkaj et al., 2004 (1)
Foroud et al., 2003 (1)

Ex2-5

Deletion

Kann et al., 2002 (1)

10

Ex3

Deletion

Hattori et al., 1998a (2)
Liicking et al., 1998 (1)
Nisipeanu et al., 1999 (1)
Liicking et al., 2000 (10)
Hedrich et al., 2001 (1)
Lu et al., 2001 (1)
Hedrich et al., 2002 (1)
Hoenicka et al., 2002 (1)
Nichols et al., 2002 (1)
Illarioshkin et al., 2003(1)
Lincoln et al., 2003 (1)
Poorkaj et al., 2004 (1)
Wang et al., 2004 (2)
Bertoli-Avella et al., 2005 (4)

japanisch

israelisch
européiisch
européisch
taiwanesisch
européisch

spanisch

russisch

chinesisch

11

Ex3

Duplikation

Liicking et al., 2000 (2)
Kann et al., 2002 (1)
Nichols et al., 2002 (1)
West et al., 2002a (1)
Foroud et al., 2003 (1)
Periquet et al., 2003 (1)

deutsch

italienisch

12

Ex3-4

Deletion

Hattori et al., 1998a (3)
Liicking et al., 2000 (4)
Kuroda et al., 2001 (2)
Ujike et al., 2001 (1)
Hedrich et al., 2002
Kann et al., 2002 (1
Nichols et al., 2002 (2)
Foroud et al., 2003 (4)
Rawal et al., 2003 (2)

(2)
)

japanisch

ital. (2), franz. (1), deutsch (1)
japanisch

puertoricanisch

deutsch

brazil. (1), ital. (1)
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Fortsetzung der Tabelle B.2

Nr. ‘ Lokal. ‘ Mutation Referenz (Anzahl der Tréger) ‘ Anmerkung
Periquet et al., 2003 (3) franz. (2), algerisch (1)
Bertoli-Avella et al., 2005 (3)

13 Ex3-4 Duplikation | Illarioshkin et al., 2003(1) russisch

14 Ex3-5 Deletion West et al., 2002a (1)
Kobayashi et al., 2003 (4)
Rawal et al., 2003 (1) franzosisch
Periquet et al., 2003 (1) US-amerikanisch

15 Ex3-6 Deletion Liicking et al., 2000 (1)
Rawal et al., 2003 (1) portugiesisch

16 | Ex3-7 Deletion Kitada et al., 1998 (1)

17 | Ex3-9 Deletion Liicking et al., 2000 (1)

18 Ex4 Deletion Abbas et al., 1999 (1) italienisch
Hattori et al., 1998a (3) japanisch
Hayashi et al., 2000 (1)
Kitada et al., 2000 (4)
Ujike et al., 1999 (2) japanisch
Ujike et al., 2001 (1) japanisch
Maruyama et al., 2000 (2)
Liicking et al., 2000 (4) europdisch
Jeon et al., 2001 (1) koreanisch
Hedrich et al., 2002 (1) italienisch
Kann et al., 2002 (2) deutsch
Lincoln et al., 2003 (1)
Illarioshkin et al., 2003(1) russisch
Kim et al., 2003 (3) koreanisch
Foroud et al., 2003 (1)
Rawal et al., 2003 (2) brazil. (1), franz. (1)
Wang et al., 2004 (1) chinesisch
Dogu et al., 2004 (1) tiirkisch

19 Ex4 Duplikation | Hedrich et al., 2001 (2) stidtirolisch
West et al., 2002a (1)

20 Ex4-5 Deletion Kann et al., 2002 (1) deutsch

21 Ex4-6 Deletion Nichols et al., 2002 (1)
Foroud et al., 2003 (1)
Clarimon et al., 2005 (4) israelisch

22 Ex4-7 Deletion West et al., 2002a (1)
Rawal et al., 2003 (1) franzosisch

23 | Ex5 Deletion Hattori et al., 1998a (2)
Liicking et al., 2000 (3) ital.(1), franz. (1), vietn. (1)
Hedrich et al., 2001 (1) albanisch
Hoenicka et al., 2002 (1) spanisch
West et al., 2002a (1)
Illarioshkin et al., 2003(1) russisch
Lincoln et al., 2003 (1)
Bertoli-Avella et al., 2005 (1)

24 Exb5 Duplikation | Hedrich et al., 2002 (1) européisch
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Fortsetzung der Tabelle B.2

Nr.

| Lokal.

‘ Mutation

‘ Referenz (Anzahl der Tréger)

‘ Anmerkung

Nichols et al., 2002 (1)
Foroud et al., 2003 (4)

25

Ex5-6

Deletion

Liicking et al., 2000 (2)
Munoz et al., 2002 (1)
Bertoli-Avella et al., 2005 (1)

26

Ex5-7

Deletion

Leroy et al., 1998 (1)

griechisch

27

Ex6

Deletion

Nichols et al., 2002 (1)
Foroud et al., 2003 (2)
Rawal et al., 2003 (2)
Periquet et al., 2003 (1)
Bertoli-Avella et al., 2005 (2)

franz. (1), brazil. (1)

28

Ex6

Duplikation

Liicking et al., 2000 (1)
Periquet et al., 2003 (1)

29

Ex6-7

Deletion

Maruyama et al., 2000 (1)
Liicking et al., 2000 (1)
Bertoli-Avella et al., 2005 (1)

japanisch

30

Ex6-7

Duplikation

Nichols et al., 2002 (1)

31

Ex7

Deletion

Hedrich et al., 2001 (3)
Foroud et al., 2003 (1)
Illarioshkin et al., 2003(1)

siidtirolisch

russisch

32

Ex7

Duplikation

Liicking et al., 2000 (1)
Pramstaller et al., 2002 (1)
Kann et al., 2002 (1)
Nichols et al., 2002 (1)
Foroud et al., 2003 (1)
Lincoln et al., 2003 (1)

siidtirolisch

deutsch

33

Ex7-9

Deletion

Liicking et al., 2000 (1)

34

Ex8

Deletion

Liicking et al., 2002 (1)

West et al., 2002a (1)
Nichols et al., 2002 (3)
Foroud et al., 2003 (12)
Poorkaj et al., 2004 (1)
Bertoli-Avella et al., 2005 (1)

35

Ex8

Duplikation

Nichols et al., 2002 (1)
Foroud et al., 2003 (6)

36

Ex8-9

Deletion

Liicking et al., 1998 (1)
Liicking et al., 2000 (1)
Nichols et al., 2002 (1)
Foroud et al., 2003 (1)
Madegowda et al., 2005 (1)

indisch

37

Ex8-10

Deletion

Bertoli-Avella et al., 2005(1)

38

Ex9

Duplikation

Kann et al., 2002 (1)
Poorkaj et al., 2004 (1)

39

Ex10

Deletion

Foroud et al., 2003 (4)
Illarioshkin et al., 2003(1)

russisch

40

Ex10

Duplikation

Foroud et al., 2003 (1)
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Fortsetzung der Tabelle B.2

Nr. ‘ Lokal. ‘ Mutation Referenz (Anzahl der Tréger) ‘ Anmerkung

41 Ex10-12 | Deletion Shyu et al., 2005 (1) chinesisch

42 | Ex11 Duplikation | Liicking et al., 2000 (4)

43 Ex12 Deletion Slominskii et al., 2003 (2) bashkortostanisch




Anhang C

Material

In diesem Kapitel werden die verwendeten Materialien aufgefiihrt. Fiir alle Chemikalien

und Geréte sind die Hersteller angegeben.

C.1 Chemikalien

Acrylamid (30 %); Rotiphorese Gel 30 Roth

Agarose Biozym

APS (Ammoniumpersulfat) Merck

Aqua Spiillésung Delta-Pharma
Betain Sigma
Borsdure (HyBO3) Merck
Desoxyribonukleotide (ANTPs) Amersham Biosciences
EDTA = Titriplex III Merck
Essigsdure 100 % (H;COOH) Merck
Ethanol (EtOH) Merck
Ethidiumbromid 10 mg/ml Merck
Formaldehyd 37 %ig Sigma
Formamid-Farbstoff Fluka
Glycerin Merck
Harnstoff USB
Hybridisation FastStart-Mix Roche
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Kaliumhydrogencarbonat (KHCO;)
LongRanger-Gel-Losung 50 %ig
Magnesiumchlorid (MgCl)

Natriumcarbonat (NayCOg) wasserfrei

Natriumchlorid (NaCl)
Molekulargewichtsstandard (100 bp)
Primer

Oligonukleotide

Oligonukleotide, markiert fiir LI-COR

Proteinase-Inhibitor

Restriktionsenzyme und Puffer/BSA

Salpetersdure (HNO,)
Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS)
Silbernitrat (2,02g AgNO,/1)
Sonden fiir LightCycler
Tag-DNA-Polymerase + Puffer

Tetramethylethylendiamin (TEMED) 50

Tris
Xylencyanol

Merck

Biozym

Merck

Merck

Merck

Invitrogen

Biometra

Biometra; MWG Biotech;
TIB Molbiol

MWG Biotech
RocheDiagnostics
New England Biolabs; Invi-
trogen

Merck

Amersham Biosciences
Caelo

TIB Molbiol
Quantum /Appligene;
Eppendorf;

Gene Craft Germany
Sigma

ICN Biomedicals
Merck

Alle weiteren hier nicht aufgefithrten Laborchemikalien wurden von den Firmen Roth,

Fluka Biochemica und Merck geliefert.

C.2 Stammlésungen und Puffer

Agarose 1 %ig: 1 g Agarose, 100 ml 1xTBE, 2ul Ethidumbromid
Formamid-Farbstoff 47,5 ml Formamid; 2,0 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0);

0,01 g Bromphenolblau; 0,01 g Xylencyanol
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Leidener-Losung:

Lyse-Pulffer:

PAA-Gel, denaturierend

fiir Sequenzierung:

Puffer A, fiir dHPLC:
Puffer B, fiir dHPLC:

SSCP-Acrylamid-Gellosung,

denaturierend:

SSCP-Acrylamid-Gellosung,

nicht-denaturierend:

TE-Puffer:

10xTBE-Puffer:

C.3 Geriate

dHPLC
und Software

Sequenziergerit

155 mM NH,Cl; 10 mM KHCOg; 0,1 mM EDTA
(pH 8,0); (steril filtriert)

10 mM Tris/HCL (pH 8,0); 400 mM NaCl; 0,2 mM
EDTA (pH 8,0); (steril filtriert)

3,3 ml LongRanger Acrylamidlésung (Biozym); 3,0 ml
10x TBE; 12,6 g Harnstoff (entspricht 7 M); ad 30 ml
mit dH,O; Polymerisieren mit 200 pl 10 % APS und
20 ul TEMED

50,0 ml 2M TEAA; 250 1 Acetonitril; ad 1 1 mit dH,O
50,0 ml 2M TEAA; 250 ml Acetonitril; ad 1 1 mit
dH,0

400 g Harnstoff, 200ml Acrylamidgellosung (30 %ig),
200 ml 5x TBE, 800 pl TEMED, ad 11 mit dH,O;
60 ml Polymerisieren mit 500 pul 10 % APS

6 / 8 % Acrylamidgellosung; 8 % Glycerin; in 1x TBE
mit 1/1000 Vol. TEMED; 60 ml Polymerisieren mit
500 ul 10 % APS 1x

10 mM Tris/HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA (pH 8,0);
(autoklaviert)

890 mM Tris; 890 mM Borsdure; 20 mM EDTA

Transgenomic

LI-COR IR2-DNA-Sequenzierer

und Software

Spektrophotometer

MWG Biotech
Eppendorf
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Thermocycler
Mastercycler Eppendorf
TC-100 und PTC-200 Biozym
LightCycler
und Software RocheDiagnostics

Videodokumentationssystem

Bio doc Analyze Biometra

Alle hier nicht aufgefithrten Standardgerdte wurden von den Firmen Eppendorf, Peglab

u. a. verwendet.



Anhang D

Primer und Sonden

Die Primer, die fiir die SSCP- und Sequenz-Analyse verwendet wurden, waren am 5 “-FEnde
um die M13-Primer-Sequenz verldngert. Am Vorwiérts- Primer befand sich die M13F-

Sequenz und am Riickwéarts- Primer die M13R-Sequenz.

D.1 Allgemeine Primer

Annealing-
Primer-Name | Region Sequenz

Temp. (°C)
M13F-700 fiir alle Sequen- | IRD700-CACGACGTTGTAAAACGAC
M13R-800 zierungen IRD800-GGATAACAATTTCACACAGG 58
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D.2 Primer fiir die konventionelle

DJ1-Mutationsanalyse

Primer-Name | Region Sequenz (nach Kitada et al., 1998) Annealing- Girofie des PCR-
Temp. (°C) | Produktes (bp)

DJ1 Ex 2F GGGGTATCTCAGGGTTGCAATG

DJ1 Ex 2R DJ1Exon 2 M GCTAAAAATCGATGTGGGACT 59.0 199

DJ1 Ex 3F GGTGAGACCCCATCTCTCTTT

DJ1 Ex 3R DJ1 Exon 3 [\ )\ CAAAGAAGCCATATGAAGGAA 58.0 247

DJ1 Ex 4F GCTATCTCCTGTACTTCCCACA

DJ1 Ex 4R DJ1 Exon 4 MG A\GGTATAATTGAGTAGAATTTTT | 00 201

DJ1 Ex 5F AGGTCAGAGAGCTTGTGGTTT

DJ1 Ex 5R DJ1 Exon 5 [ 00 AATGACGCTGCAACAC 59.0 223

DJ1 Ex 6F TGGGCTTTTCTATATCTGCACTTAG

DJ1 Ex 6R DJ1 Exon 6 ¥ G ATTGCAGTAAGCCAAGA 61.0 240

DJ1 Ex TF GCCCATTAGGATGTCACCTT

DJ1 Ex TR DJ1 Exon T "1y 0 G TAACGGCCTGTTTCTC 60.0 245

D.3 Primer fiir die Echtzeit-PCR zur

Gendosisbestimmung im DJ1-Gen

Annealing- Primer-End-
Primer-Name | Region Sequenz (nach Kitada et al., 1998)

Temp. (°C) | konzentration
8-Globin F ACACAACTGTGTTCACTAGC®
B-Globin | D-Globin-Gen [ T TCATCCACGTTCACCH 55 0,5 pmol/ul
DJ1 Ex 2F TTTTTTTTTTTTTTAAGGCTTGTAAAC
DJ1 Ex2r | PILEXON 2 o o G TAAAAATCGATGTGGGACT 57 1,0 pmol/ul
DJ1 Ex 3F AGATTAAGGTCACCGTTGCAG
DJ1 Ex 3R | PIEEXON3 o AGGAATAACTCCATGTATGGAT 57 1,0 pmol/pl
DJ1 Ex 4F TTGTTTTCTTTATGTTTTAAACTGTTACA
DJ1 Ex4r | PILEXORd o GCTTTATTGAGGTATAATTGAGTA 53 1,5 pmol/pl
DJ1 Ex 5F AGGTCAGAGAGCTTGTGGTTT
DJi Exs5R | DL EXOR S A CCAATGACGCTGCAACAC 60 0,5 pmol/ul
DJ1 Ex 6F CTGCACTTAGATCTTTTTATTTTTATTC
DJ1 Ex 6r | PILEXONG o ACAAACAAAAACAAGCATATAC 52 1,5 pmol/pl
DJ1 Ex TF CATTACACCTACTCTGAGAATCGTG
pJi Ex7rR | DI EXORT oG TAACGGOCTGTTTCTCTAA 57 0,5 pmol/ul

®Primer publiziert bei Wittwer et al., 1997
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D.4 Sonden fiir die Echtzeit-PCR zur Gendosisbe-

stimmung im DJ1-Gen

Mg?t-End-
Primer-Name | Region Sequenz
konzentration
8-ClobinLC L-AAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAA
BGlobinFL | 2 Globin-Gen o A CAGACACCATGGTGCACCTGACTCCTGAGGAF | 20~ 45 mM
DJ1 Ex 2LC L-GGAAATGGAGACGGTCATCCCTGT
DJ1 Exon 2 3,0
DJ1 Ex 2FL CTGGTCATCCTGGCTAAAGGAGCA-F '
DJ1 Ex 3 LC L-GGTCATTTGTCCTGATGCCAGCC
DJ1 Bx 3 B | DL EXOR S CCCAGTACAGTGTAGCCGTGATG-F 3,0
DJ1 Ex 4 LC L-CCTCCTGGTAGAACCACCACATCA
DJ1 Exon 4 4.5
DJI Ex 4 FL CACGATAAATTCTGTGCGCCCAGATT-F '
DJ1 Ex 5 LC L-ATACTGAAGGAGCAGGAAAACCGGAAG
DJ1 Bx 5 FL | P/ ExOn S e P T CACTAGTCTGOTGCTGTGAAGG-F 3,0
DJ1 Ex 6 LC L-GGTGTGTTGTAACTTTACTTCCAAAACC
DJ1 Bx 6 FL | PJ1EXOn 6 o GO ATTCATCATTTTGTCTTTAGCAAG-F 3,8
DJ1 Ex 7 LC L-CAAGCGCAAACTCGAAGCTGGTC
DJ1 Ex 7 FL | P EXOn T G CATTCAGGGCTTCAACAATT-F 3,0
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D.5 Primer fiir die konventionelle

Parkin-Mutationsanalyse

Primer-Name | Region Sequenz (nach Kitada et al., 1998) Anneaing: | Groe des POR-
Temp. (°C) | Produktes (bp)

Ex1F GCGCGGOTGGCGCCGOTGCGCGCA®

Ex 1R Exon 1 GCGGOGCAGAGAGGCTGTACH & 112

Ex2F ATGTTGCTATCACCATTTAAGGG

Ex 2R Exon 2 AGATTGGCAGCGCAGGCGGCATG | 02 308

Ex3/1F ACATGTCACTTTTGCTTCCCT

Ex 3/1 R Exon 3, 5" Tell ™) 0T GAGCTGCTGAGGTCCAC 55 27

Ex 3/2 F AGAAACGCGGCGGGAGGCTG

Ex 3/2 R Exon 3, 3"-Tell ™) G GCCATGCTCCATGCAGACTGC 55 221

Ex4F ACAAGCTTTTAAAGAGTTTCTTGT

Ex 4R Exon 4 AGGCAATGTGTTAGTACACA 55 261

Ex5F ACATGTCTTAAGGAGTACATTT

Ex 5 R Exon 5 TCTCTAATTTCCTGGCAAACAGTG 55 221

Ex 6 F AGAGATTGTTTACTGTGGAAACA

Ex 6 R Exon 6 GAGTGATGCTATTTTTAGATCCT 55 268

Ex7F TGCCTTTCCACACTGACAGGTACT

Ex 7R Exon 7 TCTGTTCTTCATTAGCATTAGAGA 55 239

Ex 8 F TGATAGTCATAACTGTGTGTAAG

Ex 8 R Exon 8 ACTGTCTCATTAGCGTCTATCTT 55 206

Ex 9 F GGGTGAAATTTGCAGTCAGT

Ex9R Exon 9 AATATAATCCCAGCCCATGTGCA 55 278

Ex 10 F ATTGCCAAATGCAACCTMTGTC

Ex 10 R Exonl0 TTGGAGGAATGAGTAGGGCATT 55 165

Ex11F ACAGGGAACATAAACTCTGATCC

Ex 11 R Exon 11 CAACACACCAGGCACCTTCAGA 55 303

Ex 12 F GTTTGGGAATGCGTGTTTT

Ex 12 R Exon 12 AGAATTAGAAAATGAAGGTAGACA | O 255

@Zusatz von 12 % Betain zur PCR
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D.6 Primer fiir die Echtzeit-PCR zur Gendosisbe-

stimmung im Parkin-Gen

Primer-Name | Region Sequenz Annealing- Primer-End-
Temp. (°C) | konzentration

8-Globin F ACACAACTGTGTTCACTAGC®

B-Globin R | Dalobin-Gen [ PP CATCCACGTTCACCH 55 0,5 pmol/ul

Park Ex 1 F GCGCGGCTGGCGCCGOTGCGCGOALE

Park Ex LR | L orkin Bxon 1 0 0 0 GCGCAGAGAGGCTGTACH 55 1,0 pmol/ul

Park Ex 2 F TTCAACTCCAGCCATGGTTTC

Park Ex 2 R | ©orkin Bxon 2 00 o) GTCATTCCTCAGCTCCTTC 55 0,5 pmol/pl

Park Ex 3 F GCAACTGGAGGCGACGAC

Park Bx 3 R | 1 orkin Bxon 3 I o o 0 p T CCTGOTGTCAGTGTG 55 0,5 pmol/ul

Park Ex 4 F GGTAGATCAATCTACAACAGCTTTTATG

Park Ex 4 R | ©orkin Exond I o o AGGTGAGCGTTGCC 55 0,5 pmol/ul

Park Ex 5 F CCATCTTGCTGGGATGATGTT?

Park Ex 5 R | 1 orkin BXon S 000 o CTAGTCCCAGGGOAY 55 0,5 pmol/pl

Park Ex 6 F GGAATTTTTCTTTAAATGTGGAGCA

Park Bx 6 R | 1 orkin Exon 6 [0 o G ATGCTATTTTTAGATCCT? 55 0,5 pmol/ul

Park Ex 7 F GAGCCCCGTCCTGGTTTT

Park Bx 7 R | 1 orkin Bxon T 0 A GGCAGGGAGTAGCCAA 55 0,5 pmol/ul

Park Ex 8 F TGATAGTCATAACTGTGTGTAAG?

Park Ex 8 R | 1 orkin Exon 8 I o T CTCATTAGCGTCTATCTT? 55 1,0 pmol/ul

Park Ex 9 F AGCAGTATGGTGCAGAGGAGTG

Park Ex 9 R | 1 @rkin Bxon 9 7000 o preGeAGGTGACT 55 0,5 pmol/ul

Park Ex 10 F GCOTTCTGCCGGGAATGTA

Park Ex 10 R | L @rkin Bxon 10 0 o GGAATGAGTAGGGCATT® 55 0,5 pmol/ul

Park Ex 11 F CGCCTACAGAGTCGATGAAAGAG

Park Bx 11 R | @i Bxon 1L i p 0O ACTGGTACATGGCAG 55 0,5 pmol/ul

Park Ex 12 F CGAGTGGTGCTGGAACTGTG

Park Ex 12 R | L @rkin Bxon 12 10 ) o r G A AGGTAGACACTGGGTATG 55 0,5 pmol/ul

®Primer publiziert bei Wittwer et al., 1997
b Primer publiziert bei Kitada et al., 1998,
¢Zusatz von 1 % Glycerin zur PCR
4Zusatz von 3 % Formamid zur PCR
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D.7 Sonden fiir die Echtzeit-PCR zur Gendosisbe-

stimmung im Parkin-Gen

Mg2*-End-

Primer-Name | Region Sequenz Jonzentration
B-GlobinLC L-AAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAA
B-GlobinFL, | D-Globin-Gen o CAGACACCATGGTGCACCTGACTCCTGAGGAF | 20~ 45 mM
Park Ex 1LC L-CCCGCAGCCGCCACCTACC
Park Ex 1L, | ok Exon L 700G CATGGGCCTGTTCCTG-F 4,5 mM
Park Ex 2LC L-ATGCTGGTGTCAGAATCGACCTCCAC
Park Ex 2FL | L arkin Bxon 2 o A CCACCTCOTTGAGCTGGAAF 3,0 mM
Park Ex 3LC L-TCAGCAGCTCAGTCCTCCCAGGAG
Park Ex 3FL | 1 o7kn BXon 3 0 0 GAGCTTGACTCGGGTGGACF 3,0 mM
Park Ex 4LC L-CTCAGGGTACAGTGCAGCACCTGC
Park Ex 4FL | 1 arkin Bxon 4 o G T A AAGAGTGCAGCCGGGAF 3,0 mM
Park Ex 5LC L-AATGCCAATCCCCACACTGC
Park Ex 5FL | 1 07kn BXon S AT TOCAAACCGGATGAGTGGT-F 3,0 mM
Park Ex 6LC L-CGCAACAAATAGTCGGAACATCACTTG
Park Ex 6FL | 1 arkin Bxon 6 o o A ACACCAGTAGCTTTGCACCTGA-F 4,5 mM
Park Ex 7LC L-TACTGTGTGACAAGACTCAATGATCGGCA
Park Bx 7FL | L arkin Bxon T 0 o G TGATTTGCTTAGACTG TTTCCAC-F 3,0 mM
Park Ex 8LC L-CTTTAATCAAGGAGTTGGGACAGCCA
Park Ex sFL | 1 a7kin Bxon 8 1 o 0 0 CAGAATCOTGAAGTGATGGAGC-F 3,0 mM
Park Ex 9LC L-CTGCTGCCGGAGCCTGACCAGA
Park Bx 9FL | L arkn Bxon 90 000G 000TGGOTGTGGAGO R 3,0 mM
Park Ex 10LC L-GCACTCCCCTTCATGGTACGCTTC
Park Ex 10FL, | Lok Bxon 10 o 00 T GAGGCTTCAAATACGGCACF 2,0 mM
Park Ex 11LC L-AAGAAAACCACCAAGCCCTGTCCCC
Park Ex 11FL, | Lok Bxon L 0 0 G A AGCAGOCTCCAAAGAAACCAT-F 3,0 mM
Park Ex 12LC L-TGGTCCCCCATGCAGACGCGGT

Parkin Exon 12 3,0 mM

Park Ex 12FL

CCGCCCTGGCTACACGTCGAACC-F
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