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2 Einleitung 
2.1 Das Parkinson-Syndrom 
2.1.1 Historischer Hintergrund 
Das Parkinson-Syndrom, auch als Morbus Parkinson (MP) bezeichnet, wurde 
erstmals durch den britischen Arzt James Parkinson als „the Shaking Palsy“ im 
Jahre 1817 wissenschaftlich beschrieben.  
Seine Beschreibung des nach ihm benannten Syndroms in „An Essay on the 
Shaking Palsy“ beinhaltete akkurate Beobachtungen einiger motorischer und 
nicht-motorischer Symptome. Beispielsweise nannte er unilateral beginnenden 
Ruhetremor, ein kleinschrittiges Gangbild, Anlauf- sowie Abbremshemmung und 
Propulsionstendenz als Charakteristika des Krankheitsbildes, ebenso wie Schlaf- 
und Verdauungsstörungen (Obeso et al., 2017, Parkinson, 1969). 
 
2.1.2 Symptomatik  
Die vier motorischen, klinischen Leitsymptome von MP sind Bradykinese, 
Ruhetremor, Rigor und posturale Instabilität (Ferreira and Massano, 2017). Es 
resultiert ein typisches Gang- und Standbild, welches etwa durch einen 
kleinschrittigen schlurfenden Gang, reduziertes Mitschwingen der Arme, eine 
Anlauf- und Abbremshemmung sowie eine Retro-, Latero- und 
Propulsionstendenz mit erhöhter Sturzgefahr charakterisiert ist 
(Sveinbjornsdottir, 2016). 
Bei fortgeschrittenem Morbus Parkinson kommt es zudem häufig zu Hypomimie, 
Mikrographie, Dysphagie und Dysarthrie (Jankovic, 2008). 
Bereits Jahre vor den ersten motorischen Symptomen kann es zum Auftreten 
nicht-motorischer Symptome kommen wie beispielsweise Rapid Eye Movement 
(REM)-Schlaf-Verhaltensstörungen, Obstipation, Hyposmie, Depression und 
kognitiver Abbau sowie exzessive Tagesschläfrigkeit (Armstrong and Okun, 
2020). Mit Fortschreiten der Erkrankung sind es häufig die nicht-motorischen 
Symptome, die das klinische Bild dominieren und den größeren Einfluss auf die 
Lebensqualität der Betroffenen haben (Schapira et al., 2017). 
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2.1.3 Klassifikation 
Der Begriff „Parkinsonismus“ beschreibt keine klar abzugrenzende, einheitliche 
Erkrankung, sondern umfasst eine Vielzahl verschiedener Krankheitsentitäten, 
die sich unter diesem Oberbegriff zusammenfassen lassen. 
Parkinson-Syndrome lassen sich anhand ihrer klinischen Präsentation und der 
Ätiologie einteilen. So muss unterschieden werden zwischen dem idiopathischen 
Parkinson-Syndrom (gleichbedeutend mit Morbus Parkinson), genetisch 
bedingten Formen des Morbus Parkinson, sekundären Parkinson-Syndromen 
und atypischen Parkinson-Syndromen. 
Die vorliegende Arbeit behandelt den Morbus Parkinson. 
 

1. Morbus Parkinson 
Die klinische Diagnose eines Morbus Parkinson erfolgt nach Ausschluss 
eines sekundären oder atypischen Parkinson-Syndroms und ist mit einem 
Anteil von etwa 75 % das häufigste Parkinson-Syndrom (Alvarez et al., 
2007). 
Schätzungsweise 5-10 % der Patienten erkranken an einer monogen 
bedingten Form von MP, wobei sowohl autosomal-dominante als auch 
autosomal-rezessive Varianten als Ursache ausgemacht werden konnten 
(Lill, 2016). 

 
2. Sekundäre Parkinson-Syndrome 

Sekundäre Parkinson-Syndrome hingegen sind medikamenteninduziert, 
etwa durch typische Antipsychotika, oder treten im Rahmen einer anderen 
Grunderkrankung auf. 

 
3. Atypische Parkinson-Syndrome 

Atypische Parkinson-Syndrome wie die Lewy-Körperchen-Demenz (DLB), 
die kortikobasale Degeneration (CBD), die progressive supranukleäre 
Parese (PSP) oder die Multisystematrophie (MSA) sind durch zusätzliche 
neurologische Befunde wie beispielsweise Blickparesen im Falle der PSP 
(Höglinger et al., 2017)  oder einen anderen klinischen Verlauf 
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gekennzeichnet. Das Ansprechen auf Levodopa ist meist schlecht und 
häufig geht die Erkrankung mit einer frühen dementiellen Entwicklung 
einher (Levin et al., 2016). 

 
2.1.3.1 Einteilung von Morbus Parkinson in Stadien 
Zur besseren Vergleichbarkeit von Studienkohorten kann die Stadieneinteilung 
nach Hoehn und Yahr aus dem Jahr 1967 verwendet werden (Hoehn and Yahr, 
1967).  
Diese unterscheidet in:  

• Stadium 1: unilaterale Symptomatik, keine oder wenig funktionelle 
Beeinträchtigung 

• Stadium 1,5: unilaterale Symptomatik mit axialer Beteiligung 
• Stadium 2: Bilaterale Beteiligung ohne Beeinträchtigung des 

Gleichgewichts 
• Stadium 2,5: Bilaterale Symptomatik, Ausgleich beim Pull-Test 
• Stadium 3: milde bis moderate Behinderung 
• Stadium 4: Vollbild der Erkrankung mit starker Beeinträchtigung, 

Gehfähigkeit erhalten aber eingeschränkt 
• Stadium 5: Bettlägerigkeit oder Rollstuhlbindung 

 
2.1.4 Diagnosekriterien 
Die Diagnose MP ist zu Lebzeiten des Patienten eine klinische Diagnose, erst 
post mortem kann eine histopathologische Sicherung erfolgen (Samii et al., 
2004). In späten Stadien und zur Differenzierung von atypischen Parkinson-
Syndromen kann eine Magnetresonanztomographie-Bildgebung Aufschluss 
geben (de Oliveira and Pereira, 2017), ebenso wie die cerebrale Einzel-
Photonen-Emissions-Computertomographie mit Tracern für den 
Dopamintransporter (DaT-SPECT) oder die 18F-Dopa-Positronen-Emissions-
Tomogaphie (Sakakibara et al., 2020). 
In rund 75-95 % der Fälle kann die klinische Diagnose post mortem 
histopathologisch bestätigt werden (Hughes et al., 2001), die klinische 
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Diagnosesicherheit hängt dabei von der Expertise des Untersuchers, der 
Krankheitsdauer und dem Alter des Patienten ab.  
Die „MDS Clinical Diagnostic Criteria for Parkinson´s Disease“ von 2015 
unterscheiden in klinisch etablierten MP mit einer niedrigen Sensitivität und einer 
hohen Spezifität von 90 % und in klinisch wahrscheinlichen MP mit einer 
Sensitivität und Spezifität von jeweils 80 %. 
Die drei dort aufgeführten motorischen Leitsymptome sind Bradykinese, Rigor 
und ein Ruhetremor mit einer Frequenz von 4-6 Hertz, wobei Bradykinese in 
Kombination mit mindestens einem der beiden anderen Symptome die 
Grundvoraussetzung für die Diagnose ist (Postuma et al., 2015).  
Die häufig in der Literatur mit genannte posturale Instabilität findet hier keine 
Nennung, da sie nicht spezifisch ist (Samii et al., 2004)  und ihr Auftreten in frühen 
Stadien eine sogenannte Red Flag, ein Warnhinweis, für das Vorliegen der 
Alternativdiagnose einer PSP darstellt (Köllensperger et al., 2008). 
Zusätzlich zu der vorhandenen Grundvoraussetzung darf kein absolutes 
Ausschlusskriterium wie beispielsweise eine cerebelläre okulomotorische 
Pathologie, eine unauffällige Bildgebung des präsynaptischen dopaminergen 
Systems (in der DaT-SPECT bzw. 18F-Dopa-Positronen-Emissions-Tomogaphie) 
oder eine Beschränkung des Parkinsonismus auf eine untere Extremität für mehr 
als drei Jahre vorliegen. Ein sehr rasches Voranschreiten der Erkrankung spricht 
ebenfalls gegen das Vorliegen eines MPs und zählt zu den Red Flags. 
Zur genaueren Diagnostik finden noch supportive Kriterien wie etwa das gute 
Ansprechen auf Levodopa oder das Vorliegen einer Anosmie Anwendung 
(Postuma et al., 2015). 
 
2.1.5 Epidemiologie 
MP stellt die weltweit häufigste Bewegungsstörung und nach der Alzheimer-
Demenz die zweithäufigste neurodegenerative Erkrankung dar (Lill, 2016) und 
hat einen stark negativen Einfluss auf die gesundheitsbezogene Lebensqualität 
(Health Related Quality of Life) der Betroffenen (Saarni et al., 2006). 
Weltweit beträgt die Inzidenz 8-18/100.000 Personenjahre (Lill, 2016), die 
Prävalenz steigt mit zunehmendem Alter von etwa 1-2 % bei der Bevölkerung 



 13 

über 60 Jahren auf ca. 3,5 % der Population zwischen 85 und 89 Jahren (Rizek 
et al., 2016). 
Schätzungen zufolge könnte sich die Prävalenz in den zehn 
bevölkerungsreichsten Ländern der Welt bis 2030 im Vergleich zu 2005 mehr als 
verdoppeln, von ca. 4 Millionen auf rund 9 Millionen Betroffene (Lill, 2016). Dies 
könnte auf die Erhöhung der Lebenserwartung, aber auch die steigende 
Exposition gegenüber umweltbedingten Risikofaktoren zurückzuführen sein 
(Tysnes and Storstein, 2017). 
Schon heute bringt die medizinische Versorgung von Parkinsonkranken hohe 
Kosten mit sich, die verbesserte Therapie und eine mögliche Prävention haben 
also nicht nur gesellschaftliche, sondern auch ökonomische Relevanz: allein in 
den USA betrugen im Jahr 2017 die direkten und indirekten Kosten durch MP 
rund 25 Milliarden US Dollar jährlich (Fredericks et al., 2017). 
 
2.1.6 Ätiologie 
MP macht mit etwa 75 % den größten Anteil der Parkinson-Syndrome aus.  
Es wird angenommen, dass ätiologisch ein komplexes Zusammenspiel aus 
Genetik, Epigenetik und Umweltfaktoren zu Grunde liegt, eine eindeutige 
genetische Ursache ist nicht zu determinieren.  
Inzwischen konnten einige Risikofaktoren identifiziert werden welche die 
Erkrankungswahrscheinlichkeit erhöhen, beispielsweise Pestizide oder 
vorangegangene Kopfverletzungen (Noyce et al., 2012). 
Auch legten einige Studien nahe, dass Depressionen die 
Erkrankungswahrscheinlichkeit erhöhen könnten (Wang et al., 2018), 
andererseits sind sie ein Symptom von MP, welches bereits im prodromalen 
Stadium auftreten kann (Berg et al., 2015). 
Hingegen scheinen Koffein und körperliche Betätigung eher protektive Faktoren 
darzustellen (Delamarre and Meissner, 2017) (Bellou et al., 2016). 
 
Schon lange gibt es die Feststellung, dass MP in einigen Familien auffällig 
gehäuft auftritt (Allan, 1937). Eine solche Häufung impliziert eine genetische 
Komponente bei der Manifestation der Erkrankung, und in den vergangenen 
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Jahrzehnten konnten einige dieser genetischen Einflussfaktoren identifiziert 
werden. 
 
Die Spanne der Auswirkungen genetischer Veränderungen reicht hierbei von 
Polymorphismen, die definitionsgemäß mindestens mit einer Allelfrequenz von 
1 % oder häufiger in der Bevölkerung zu finden sind und nur einen geringen 
Effekt auf das Erkrankungsrisiko haben, bis hin zu sehr seltenen Varianten mit 
starken Auswirkungen (Lill, 2016). 
In Bezug auf den Vererbungsmodus wurden sowohl dominante als auch 
rezessive Erbgänge beschrieben, auch die Penetranz ist sehr variabel.  
Zum momentanen Zeitpunkt konnten über 90 unabhängige genomweit 
signifikante Risikovarianten, verteilt auf 78 Genorte (Loci), identifiziert werden. 
Diese erklären etwa 16-36 % des erblichen Erkrankungsrisikos in Abhängigkeit 
von der Prävalenz (Nalls et al., 2019). 
Ca. 5-10 % aller Fälle von MP lassen sich nach aktuellem Kenntnisstand auf 
seltene Mutationen mit starkem Effekt (monogene Ursachen) zurückführen (Lill, 
2016). Im Folgenden finden sich einige Beispiele, die exemplarisch die Diversität 
genetischer Faktoren in der Ätiologie von MP darstellen sollen. 
 
2.1.6.1 Etablierte pathogene Varianten 
2.1.6.1.1 SNCA 
Mutationen codierender Bereiche des Gens SNCA, welches für das Protein 
alpha-Synuclein codiert, wurden als erste genetische Veränderung im Jahre 
1997 im Zusammenhang mit der Entstehung von MP beschrieben und folgen 
einem autosomal-dominanten Vererbungsmodus (von Bohlen und Halbach, 
2004).  
Sowohl bestimmte Punktmutationen als auch Duplikationen und Triplikationen 
des Wildtyps der entsprechenden Region gehen mit einem deutlich erhöhten 
Erkrankungsrisiko einher. 
Der genaue Mechanismus, wie alpha-Synuclein die Entstehung von Parkinson 
beeinflusst, ist aktuell nicht bekannt. Eine veränderte Proteinstruktur von SNCA, 
etwa durch die Varianten p.A53T oder p.A30P, hemmt den Abbau des Proteins 
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alpha-Synuclein und führt somit zu seiner Akkumulation, ebenso wie eine 
Überexpression durch Duplikationen und Triplikationen (Cuervo et al., 2004). Die 
Aggregation des Monomers alpha-Synuclein führt zur Ausbildung von 
Oligomeren, denen Neurotoxizität zugeschrieben wird (Cremades et al., 2012). 
Die Oligomere können auf vielfältige Weise zytotoxisch wirken: die 
mitochondriale Atmungskette kann durch Beeinträchtigung von Komplex I gestört 
sein, das endoplasmatische Retikulum (ER) kann zellulären Stress erfahren, 
Proteasomen und Lysosomen können in ihrer Funktion gehemmt werden und die 
Akkumulation von alpha-Synuclein scheint die physiologische Funktion der 
Synapsen zu beeinträchtigen. Des Weiteren können die Oligomere über die 
Induktion der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies die Apoptose 
induzieren (Du et al., 2020). 
Im Laufe der Zeit formen sich die Oligomere zu Fibrillen und schließlich zu Lewy-
Körperchen (LK). 
Speziell an SNCA-Varianten ist, dass sich ein Gendosiseffekt beobachten lässt, 
anders als beispielsweise bei LRRK2 (Kasten and Klein, 2013). 
Hierdurch sind Triplikationen für einen durchschnittlich 10 Jahre früheren 
Erkrankungsbeginn und einen schwereren Verlauf verantwortlich als 
Duplikationen. 
Auch Duplikationen gehen allerdings mit einem im Vergleich zum IPS früheren 
Erkrankungsalter und einem allgemein rascheren Verlauf einher und sind häufig 
von früher dementieller Entwicklung begleitet (Schneider and Alcalay, 2017).  
Die bekannten Punktmutationen unterscheiden sich ebenfalls in ihren klinischen 
Auswirkungen, so geht p.A53T beispielsweise mit einem im Mittel 10 Jahre 
früheren Erkrankungsalter einher als p.H50Q (Kasten and Klein, 2013).  
Die Penetranz bei Trägern von Punkt-Varianten und Triplikationen ist fast 
vollständig, wohingegen die Penetranz bei Trägern der Duplikationen bei 30-
50 % liegt (Schneider and Alcalay, 2017, Papadimitriou et al., 2016).  
Häufige nicht-kodierende Varianten (sogenannte Common Variants) von SNCA 
erhöhen zudem das Erkrankungsrisiko für sporadischen Morbus Parkinson 
(Schulte and Gasser, 2011, Miyake et al., 2012). Beispielsweise sind Common 
Variants im Bereich von Intron 4 bis zum 3´Ende von SNCA mit einer Minor Allele 
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Frequency (MAF) von 38 % mit einem relativen Risiko von 1,4 und einem 
attributablen Risiko von ca. 29 % im Vergleich zum Wildtyp assoziiert (Mueller et 
al., 2005). 
 
2.1.6.1.2 PRKN 
Seit 1998 sind Varianten, insbesondere Deletionen, Copy Number Variations und 
Punkt-Mutationen die zum Funktionsverlust führen, im Gen PRKN (ehemals: 
PARK2) auf Chromosom 6q25.5-27 als Ursache für früh beginnende autosomal- 
rezessive Parkinson-Erkrankungen bekannt (Mizuno et al., 2001).  
Bei dem Genprodukt handelt es sich um Parkin, eine Ubiquitin-Protein-Ligase 
(E3), die zusammen mit dem Protein PINK1 eine wichtige Rolle bei der selektiven 
Autophagie dysfunktionaler Mitochondrien spielt, indem es diese - stimuliert 
durch PINK1 - ubiquitiniert und damit für den Abbau markiert (Pickrell and Youle, 
2015). 
Parkin ist ebenfalls in die Ubiquitinierung verschiedener Proteine und in die 
Regulation von Genexpression involviert, weshalb es bei Fehlfunktion der Ligase 
zur Akkumulation von für den Abbau vorgesehenen Substraten kommen kann 
(Bonifati, 2012). 
Die beschriebene Frequenz von möglicherweise kausalen Varianten in PRKN 
variiert: 8,6 % in einer britischen Kohorte mit einem Erkrankungsalter von unter 
46 Jahren (Kilarski et al., 2012), 5,3 % in einer serbischen Kohorte mit 
Erkrankungsalter von unter 50 Jahre und/oder positiver Familienanamnese 
(Jankovic et al., 2018). 
Klinische Merkmale sind ein medianes Erkrankungsalter von etwa 31 Jahren 
(Kasten et al., 2018) und ein im Vergleich zum sporadischen MP langsamerer 
Verlauf mit gutem Ansprechen auf Levodopa ohne atypische Symptome. Häufig 
ist keine Lewy-Körperchen Pathologie in der Autopsie festzustellen (Yu et al., 
2021).  
Meist sind zu Beginn der Symptomatik Dystonie und Rigor präsent (Bonifati, 
2012).  
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2.1.6.1.3 LRRK2 
Varianten, die das für die Leucine-Rich-Repeat-Kinase 2 (LRRK2) codierende 
Gen in Chromosom 12p11.2-q13.1 (Locus PARK8) betreffen, sind seit 2004 
ebenfalls als Ursache für autosomal-dominant vererbte und für scheinbar 
sporadische Formen des spät beginnenden MP bekannt (Zimprich et al., 2004). 
Zahlreiche funktionelle Domänen sind auf dem LRRK2-Gen lokalisiert, unter 
anderem Kinase-Domänen. Es wird angenommen, dass eine gesteigerte 
Kinaseaktivität mit der Bildung von LK und nigrostrialer Degeneration einher geht 
und somit die Entstehung von MP fördert (Kim and Alcalay, 2017). 
Substrate der Leucine-Rich-Repeat-Kinase 2 sind beispielsweise Rab GTPasen, 
welche die Funktion von Endosomen und verschiedene Signalkaskaden 
beeinflussen (Kim and Alcalay, 2017). 
Eine LRRK2-Variante, p.G2019S, ist die weltweit häufigste Ursache des 
genetisch verursachten MPs und etwa bei 30% der scheinbar sporadischen MP 
-Fälle bei Ashkenazi-jüdischen sowie arabischen Patienten in Nordafrika zu 
finden. In Asien und Europa ist die Frequenz mit 0,1-4% wesentlich geringer 
(Trinh et al., 2018). 
Die Angaben zur Penetranz variieren deutlich, auch in Abhängigkeit von der 
Ethnie. So entwickelten in einer tunesischen Kohorte 60 % der p.G2019S-Träger 
bis zum Alter von 60 Jahren MP, in einer norwegischen Population waren es 
lediglich 20 % (Hentati et al., 2014). 
 
In Bezug auf die Neuropathologie mit LK und Lewy-Neuriten sowie Zelluntergang 
in vulnerablen Arealen und in Bezug auf das Therapieansprechen sind die Fälle 
von LRRK2-assoziiertem MP dem idiopathischen Parkinson sehr ähnlich (Tolosa 
et al., 2020). Was den klinischen Verlauf betrifft, so scheinen die motorischen 
und nicht-motorischen Symptome gar etwas geringer ausgeprägt zu sein als 
beim IPS (Healy et al., 2008). 
Ein weitere Unterschied zum IPS ist, dass das männliche Geschlecht bei LRRK2-
Mutationsträgern keinen Risikofaktor darstellt (Gan-Or et al., 2015). 
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Für Träger von LRRK2-Varianten sind sogenannte krankheitsmodifizierende 
Therapien des MPs vielversprechend: präklinische Studien haben gezeigt, dass 
die Reduktion der LRRK2-Aktivität mittels Small-Molecule-Inhibitoren 
neuroprotektiv wirken könnten (Tolosa et al., 2020). 
 
2.1.6.2 In dieser Arbeit untersuchte Varianten 
2.1.6.2.1 UQCRC1 
Im April 2019 beschrieben Lin et al. einen möglichen Zusammenhang von 
Varianten des Gens UQCRC1, welches für das Ubiquinol-Cytochrome-C-
Reductase-Core-1 Protein codiert, mit der Entstehung von MP.  
Dieses Protein ist Bestandteil des Komplex III der mitochondrialen Atmungskette, 
seine genaue Funktion ist zum aktuellen Zeitpunkt unklar (Shan et al., 2019).  
Eine Beeinträchtigung der mitochondrialen Atmungskette wird als eine mögliche 
Ursache für die Entstehung von MP schon lange diskutiert (Langston et al., 1983) 
und wurde hier auch für Varianten von UQCRC1 postuliert (Lin et al., 2020a). 
Die Arbeitsgruppe von Lin et al. führte eine Sequenzierung des gesamten Exoms 
bei drei betroffenen Mitgliedern einer taiwanesischen Familie mit spät 
beginnendem, autosomal-dominanten Parkinson-Syndrom und Polyneuropathie 
durch, wobei die heterozygote Substitution c.941A>C (p.Y314S) in dem Gen 
UQCRC1 auffiel (Lin et al., 2020b).  
Diese Variante cosegregierte in der Indexfamilie mit der Erkrankung, so lag die 
Variante bei den insgesamt fünf Betroffenen vor, nicht jedoch bei den ebenfalls 
untersuchten fünf gesunden Familienmitgliedern. 
In einer größeren Patienten-Kohorte wurden weitere seltene Varianten detektiert, 
keine dieser Varianten kam in der von der Arbeitsgruppe untersuchten 
Kontrollgruppe aus taiwanesischen und koreanischen Probanden vor. Die 
anschließend durchgeführten Experimente am Tier- und Zellmodell erhärteten 
den Verdacht eines funktionellen Zusammenhangs; so waren beispielsweise 
altersabhängige motorische Defekte mit Ansprechen auf Levodopa, periphere 
Neuropathie und der Verlust dopaminerger Neurone bei Knock-in-Mäusen zu 
beobachten. 
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In weiteren Studien konnte jedoch kein statistisch signifikanter Zusammenhang 
zwischen Varianten von UQCRC1 und der Entstehung von MP in einer 
chinesischen und einer europäischen Kohorte hergestellt werden (Lin et al., 
2020c) (Senkevich et al., 2020), so dass die Frage nach der Kausalität weiterhin 
kontrovers zu diskutieren bleibt. 
 
2.1.6.2.2 NUS1 
Im Oktober 2018 beschrieben Guo und Mitarbeiter einen möglichen Einfluss von 
de novo Varianten des Gens NUS1 (Dehydrodolichyl-Diphosphate-Synthase-
Subunit 1) auf die Entstehung von sporadischem MP mit frühem 
Erkrankungsbeginn (Guo et al., 2018).  
Das Genprodukt ist ein transmembraner Rezeptor, eine Untereinheit der Cis-
Prenyltransferase, welcher spezifisch für den neuronalen und kardiovaskulären 
Regulator Reticulon 4B (Nogo-B) ist. 
Nogo-B spielt eine Rolle bei der Glykosilierung von Proteinen und bei der 
Synthese von Dolichol (Park et al., 2014) und ist an der Membran des 
endoplasmatischen Retikulums lokalisiert, wo es zur Erhaltung der 
physiologischen Form beiträgt (Rämö et al., 2016). 
Außerdem interagiert NUS1 mit dem Cholesterol-bindenden Protein Nieman-
Pick Typ C2 (NPC2), welches eine wichtige Rolle beim intrazellulären Transport 
von Low Density Lipoproteins spielt (Harrison et al., 2009). 
Seltene Varianten der Gene NPC1 und NPC2 wurden bereits vereinzelt im 
Zusammenhang mit der Entstehung von MP beschrieben (Kluenemann et al., 
2013). 
 
Die Studie von Guo et al. untersuchte 39 chinesische MP-Patienten mit frühem 
Erkrankungsbeginn, hier definiert mit einem Erkrankungsalter von unter 40 
Jahren, mittels Sequenzierung des gesamten Exoms und verglich die Exomdaten 
mit denen der gesunden Eltern und Geschwister, um de novo Varianten zu 
identifizieren. 
NUS1 wurde dadurch als Kandidatengen bestimmt und Varianten in diesem Gen 
kamen in zwei nachfolgenden, zusätzlichen großen Kohorten mit signifikanter 
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Häufung bei Parkinsonpatienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen vor. Dies 
führte zum Verdacht eines funktionellen Zusammenhangs, welcher sich in 
Tierexperimenten am Drosophila-Modell unter anderem durch die Beobachtung 
einer reduzierten Anzahl dopaminerger Neurone erhärtete (Guo et al., 2018). 
 
In nachfolgenden Studien konnten die signifikanten Ergebnisse jedoch weder in 
einer chinesischen noch einer europäischen Kohorte repliziert werden (Chen et 
al., 2020) (Bustos et al., 2020), so dass die Bedeutung von NUS1 Varianten bei 
der Entstehung von MP nicht eindeutig geklärt werden konnte und weiterer 
Untersuchung bedarf. 
 
2.1.7 Pathogenese 
Pathophysiologisch liegt Morbus Parkinson ein Verlust dopaminerger Neurone 
der Substantia nigra pars compacta als morphologisches Korrelat zu Grunde 
(Ferreira and Massano, 2017).  
Besonders betroffen ist der ventrolaterale Bereich der Substantia nigra pars 
compacta mit Projektion in das posterolaterale Putamen (Dickson, 2018). Der 
Verlust dieser dopaminergen Neurone, die als Teil der Basalganglienschleife 
Bewegungsabläufe modifizieren, geht mit einer Reduktion des prokinetischen 
Anteils der Basalganglien und somit mit einer Inhibition von Bewegungen einher. 
Die Ursache dieses Verlusts ist bisher nicht eindeutig geklärt, vermutet wird 
beispielsweise ein Zusammenhang mit der Ubiquitinierung von Proteinen, 
Vesikelfusion oder der Dysfunktionalität von Mitochondrien (Sulzer, 2007).  
 
2.1.7.1 Lewy-Körperchen  
In den meisten Fällen findet sich in den Axonen und Perikarya der verbleibenden 
Neuronen der Substantia nigra pars compacta sowie beispielsweise in dem 
Hypothalamus, dem Locus caeruleus, dem Cortex und dem dorsalen Vaguskern 
sogenannte Lewy-Körperchen die dort akkumulieren (Wakabayashi et al., 2013).  
Dies ist jedoch nicht zwangsläufig so, bei einigen Trägern von Varianten der 
Gene PINK1, PRKN und LRRK2 scheinen die LK zu fehlen (Schneider and 
Alcalay, 2017, Zimprich et al., 2004). 
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LK sind auch bei anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie DLB, 
Alzheimerdemenz und MSA vorzufinden (Rocha et al., 2018). 
LK bestehen hauptsächlich aus dem Protein alpha-Synuclein, dem Genprodukt 
von SCNA, welches physiologischerweise in alpha-helikaler Form vorliegt, in 
einigen Fällen aber in eine beta-Faltblattreiche Konformation transformiert wird. 
In dieser Konformation neigen die Proteine zur Ausbildung toxischer Oligomere 
und Amyloidplaques (Olanow and Brundin, 2013). 
Zudem enthalten LK Produkte anderer mit MP assoziierter Gene, unter anderem 
von PARK7, LRRK2, PRKN und PINK1 (Wakabayashi et al., 2013) und viele 
andere Zellbestandteile wie Lipide. 
Der Mechanismus der Verbreitung (das sog. Spreading) der Lewy-Pathologie ist 
noch nicht abschließend geklärt, eine Vermutung ist beispielsweise, dass 
fehlgefaltetes beziehungsweise aggregiertes alpha-Synuclein die Fehlfaltung 
benachbarter alpha-Synuclein Proteine induziert und durch Exo- und Endozytose 
an empfängliche benachbarte Neurone übertragen wird und es somit zu einer 
prionenartigen Verbreitung kommt (Henderson et al., 2019). Andere Studien 
legen hingegen nahe, dass das Modell einer prionenartigen Verbreitung zu 
simpel ist und die selektive Vulnerabilität der einzelnen Neurone (erhöht etwa 
durch ein langes, verzweigtes Axon und erhöhten Calciumeinstrom) eine wichtige 
Rolle spielt (Surmeier et al., 2017). 
Ein monokausaler Zusammenhang mit dem Verlust dopaminerger Neurone 
scheint nicht zu bestehen, denn das Vorhandensein von LK in einem Neuron ist 
kein sicheres Indiz für seinen Zelltod (Sulzer, 2007). 
 
2.1.7.2 Mitochondriale Dysfunktion 
Eine gestörte Funktion von Mitochondrien ist ebenfalls ein Erklärungsansatz für 
die Pathogenese von MP. 
Mitochondrien spielen eine wichtige Rolle für die physiologische Zellfunktion und 
-erhaltung: die Produktion von Adenosintriphosphat (ATP), die Beta-Oxidation 
von Fettsäuren, die Regulation des Zelltods und -wachstums und sowie der 
Calciumhomöostase gehören zu ihren Funktionen, außerdem sind sie an 
zahlreichen Biosynthesewegen beteiligt (Spinelli and Haigis, 2018). 



 22 

Die zufällige Beobachtung, dass der Konsum der Substanz 1-Methyl-4-Phenyl-
1,2,3,4-Tetrahydropyridin, einem Inhibitor von Komplex I, III und IV der 
mitochondrialen Atmungskette, zu medikamenteninduziertem Parkinsonismus 
führt, legte den Grundstein für diese Theorie (Langston et al., 1983). 
Es konnte beobachtet werden, dass beispielsweise die Funktion des Komplex I 
der Atmungskette bei Parkinsonpatienten unter anderem in der Substantia nigra, 
den Thrombozyten und der Skelettmuskulatur häufig beeinträchtigt ist 
(Chaturvedi and Beal, 2008). 
Dass die selektive Beeinträchtigung von Komplex I parkinsonähnliche Symptome 
und neuronalen Zellverlust hervorrufen kann, konnte auch im Tierexperiment 
gezeigt werden (Burns et al., 1985).  
Eine Beeinträchtigung der Atmungskette führt zu einer vermehrten Bildung 
reaktiver Sauerstoffspezies und reaktiver Stickstoffspezies, Energieverlust und 
schließlich zur Apoptose (Cerri and Valente, 2020). 
Varianten der mitochondrialen Desoxyribonukleinsäure (DNS) konnten in 
zahlreichen Patienten beobachtet werden (Luoma et al., 2007, Bender et al., 
2006). Ebenso beeinträchtigen Varianten der zellulären DNS, beispielsweise der 
parkinsonassoziierten Gene PINK1, PRKN und PARK7, die mitochondriale 
Atmungskette (Grünewald et al., 2019). 
 
Auch die Überexpression von alpha-Synuclein scheint die Funktion der 
Mitochondrien zu beeinträchtigen (Hsu et al., 2000, Lin et al., 2019), und eine 
beeinträchtigte mitochondriale Atmungskette scheint wiederum die Akkumulation 
von alpha-Synuclein zu fördern (Nisticò et al., 2011). 
 
Der Zelltod speziell von dopaminergen Neuronen ließe sich dadurch erklären, 
dass eine pathogene Kaskade zu beobachten ist, bei der dysfunktionale 
Mitochondrien über dysfunktionale Lysosomen zur Fehlfunktion der Neuronen 
führen und sich diese Kaskade bei hohen intrazellulären Dopaminspiegeln 
verstärkt (Burbulla et al., 2017). 
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2.1.8 Therapie 
Für die Behandlung von MP stehen heutzutage eine Vielzahl an 
symptomatischen, nicht jedoch kausalen Therapien zur Verfügung, die je nach 
Alter, Krankheitsverlauf und vordergründiger Symptomatik ausgewählt werden 
sollten. Verwendete Substanzklassen der medikamentösen Behandlung sind 
etwa Levodopa als Monotherapie oder in Kombination mit 
Decarboxylasehemmern, Dopaminagonisten, Monoaminooxidase-B-Hemmern, 
Catechol-O-Methyl-Transferase-Inhibitoren, N-Methyl-D-Aspartat-Antagonisten 
und Anticholinergika (Armstrong and Okun, 2020). 
Bei geeigneten Patienten kann auch eine tiefe Hirnstimulation des Nucleus 
subthalamicus oder des Globus pallidus internus vorgenommen werden, die 
sowohl motorische als auch nicht motorische Beschwerden und die 
Lebensqualität relevant verbessern kann (Fasano et al., 2012, Deuschl et al., 
2006). 
Ergänzend kommen aktivierende Therapien in Form von Physiotherapie, 
Logopädie, sportlichem Training oder Ergotherapie sowie kognitivem Training 
zum Einsatz, die den Patienten auch die Erfahrung von Selbstwirksamkeit 
ermöglichen und so das Coping verbessern können (Witt et al., 2017). 
 
2.2 Zielsetzung und Fragestellung 
Morbus Parkinson ist eine weit verbreitete neurodegenerative Erkrankung, die für 
die Betroffenen und ihre Angehörigen eine große Belastung darstellt und mit 
einem hohen Verlust an qualitätsbezogenen Lebensjahren einhergeht. 
Mit dem demographischen Wandel und der zunehmenden Alterung der 
Bevölkerung nimmt die Prävalenz dieser Krankheit weiter zu, und auch die 
finanzielle Belastung des Gesundheitssystems steigt. 
Für eine optimale Behandlung dieser Patienten mangelt es aktuell jedoch noch 
an Wissen über die komplexen Ursachen und Mechanismen der Erkrankung. 
Durch ein besseres Verständnis der Rolle genetischer Faktoren bei der 
Entstehung des Parkinson-Syndroms können neue Erkenntnisse über die noch 
unzureichend erforschten, pathophysiologischen Hintergründe der Krankheit 
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gewonnen werden, was gegebenenfalls auch zur Entwicklung neuer, 
verbesserter Therapieansätze beitragen kann. 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist eine Beurteilung der Rolle von Varianten der 
Gene UQCRC1 und NUS1 bei der Entstehung von Morbus Parkinson. 
Hierzu sollen anhand genetischer Untersuchungen, statistischer Analysen und 
Auswertungen klinischer Daten folgende Fragestellungen beantwortet werden: 

1. Gibt es in der untersuchten Kohorte von Parkinsonpatienten Varianten der 
Gene UQCRC1 und NUS1, die signifikant häufiger auftreten als in einer 
neurologisch gesunden Referenzkohorte?  

2. Können Varianten identifiziert werden, die mit hoher Wahrscheinlichkeit 
als pathogen einzuschätzen sind? 

3. Können die von Lin et al. 2020 beschriebenen Varianten des Gens 
UQCRC1 auch in der untersuchten Kohorte detektiert werden, die sich 
ethnisch von der von Lin et al. untersuchten Kohorte unterscheidet?  

4. Können die von Guo et al. 2018 beschriebenen Varianten des Gens NUS1 
auch in der untersuchten Kohorte detektiert werden, die sich ethnisch von 
der von Guo et al. untersuchten Kohorte unterscheidet?  

5. Lässt sich im Falle von mehrfach detektierten Varianten ein 
Zusammenhang zwischen Genotyp und Phänotyp herstellen?  

 
3 Material 
Die folgenden Tabellen 1-6 geben eine Übersicht über die in dieser Arbeit 
verwendeten Materialien.  
 
Tabelle 1: verwendete Chemikalien 
Name Katalognr. Lot-Nr. Bezugsquelle  
Betaine B0300-1VL SLBW8334 Sigma-Aldrich Darmstadt, 

Deutschland 
Borsäure (61,83 g/mol) P010,3 334213727 Carl Roth GmbH 

& Co. KG 
Karlsruhe, 
Deutschland 
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DMSO Dimethyl Sulfoxide 
(78,13g/mol) 

D4540-1L BCBZ7129 Sigma-Aldrich 
Produktions 
GmbH 

Steinheim am 
Albuch, 
Deutschland 

dNTP Set (4x 25 µmol) R0182 00061338 Thermo Fisher 
Scientific GmbH 

Darmstadt, 
Deutschland 

EDTA Ethylendiamintetra- 
essigsäure (372,24 g/mol) 

8043,2 339286420 Carl Roth GmbH 
& Co. KG 

Karlsruhe, 
Deutschland 

Ethanol 100% ETO-5000-99-
1 

20200715 SAV-Liquid 
Production 
GmbH 

Flintsbach, 
Deutschland 

Gene Ruler DNS Ladder Mix 
(0,5µg/µl) 

SM0331 00621298 Thermo Fisher 
Scientific GmbH 

Darmstadt, 
Deutschland 

HIDITM Formamide 4311320 2008715 Thermo Fisher 
Scientific GmbH 

Darmstadt, 
Deutschland 

Magnesium Chloride 
Solution (25mM) 

A3511 0000272002 Promega GmbH Mannheim, 
Deutschland 

Midori Green Advance DNS 
Stain 
                             

MG04 762MG04020 Nippon Genetics 
Europe GmbH 

Dueren, 
Deutschland 

Natriumacetat 3M 
  

27810.295 110294007 VWR 
International 

Radnor, 
Pennsylvania, 
USA 

Sea Kem LE Agarose  50004 0000866698 Lonza Basel, Schweiz 
Tris Ultrapure (121,14 g/mol) A1086,5000 501178946 PanReac 

Applichem 
Darmstadt, 
Deutschland 

Quelle: eigene Darstellung 
Tabelle 2: verwendete Verbrauchsmaterialien 
Name  Bezugsquelle  
96-Well PCR Platten  Bio-Rad Laboratories 

GmbH 
München, 
Deutschland 

96 Septa Matten für 
3500Dx/3500xL DX 
Genetic Analyzers 

 Thermo Fisher Scientific 
GmbH 

Darmstadt, 
Deutschland 

96-well Matten  Bio-Rad Laboratories 
GmbH 

München, 
Deutschland 

96-well Mikroplatten U-Boden, Polypropylen Greiner Bio-One GmbH Nürtingen, 
Deutschland 
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96-well PCR Platten, ABI 
Sequenzer 3100/30 

 Biozym Scientific GmbH Hessisch Oldendorf, 
Deutschland 

Combitips advanced® 0,1 ml, 0,2 ml, 1,0ml Eppendorf AG Hamburg, 
Deutschland 

Eppendorf Tubes® 1,5 ml und 2,0ml Eppendorf AG Hamburg, 
Deutschland 

Gelkammer  Peqlab Biotechnologie 
GmbH 

Erlangen, 
Deutschland 

Parafilm "M"®   Bemis Neenah, Wisconsin, 
USA 

Pipettenspitzen 10 µl, 1000 µl Greiner Bio-One GmbH Nürtingen, 
Deutschland 

Pipettenspitzen 200 µl Sarstedt AG & Co Nümbrecht, 
Deutschland 

Reaktionstubes 1,5 ml, Polypropylen Greiner Bio-One GmbH Nürtingen, 
Deutschland 

Standardkamm 1,5 mm, 20 well Peqlab Biotechnologie 
GmbH 

Erlangen, 
Deutschland 

SurPhob® Safe Seal 
Filterspitzen 

10 µl  Biozym Scientific GmbH Hessisch Oldendorf, 
Deutschland 

SurPhob® Safe Seal 
Filterspitzen 

20 µl Biozym Scientific GmbH Hessisch Oldendorf, 
Deutschland 

Thermopapier für 
Digitalprinter P-95DE 

 Mitsubishi Electric 
Europe B.V. 

Ratingen, 
Deutschland 

Tube Strips 0,2 ml Peqlab Biotechnologie 
GmbH 

Erlangen, 
Deutschland 

Quelle: eigene Darstellung 
Tabelle 3: verwendete Enzyme und Kits 
Name Katalognr. Lot-Nr. Bezugsquelle  
GoTaq® G2 DNS Polymerase 
(5U/µl, 500U) 

M784B 0000343377 Promega GmbH Mannheim, 
Deutschland 

LightCycler® 480 High 
Resolution Melting Master 

04909631001 10382900 Roche 
Diagnostics 
GmBH 

Mannheim, 
Deutschland 

BigDye™ Terminator v3.1 
Cycle Sequencing Kit 

4336919 0067321 Thermo Fisher 
Scientific GmbH 

Darmstadt, 
Deutschland 

Quelle: eigene Darstellung 
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Tabelle 4: gekaufte Puffer 
Name Katalognr. Lot-Nr. Bezugsquelle  
5x Green GoTaq® 
Buffer 

M791A  0000350567  Promega GmbH Mannheim, 
Deutschland 

5x Sequencing Buffer 
BigDye Terminator 

4339843 1908197 Thermo Fisher 
Scientific GmbH 

Darmstadt, 
Deutschland 

Anode Buffer 
Container  

4393927 2101137 Thermo Fisher 
Scientific GmbH 

Darmstadt, 
Deutschland 

Buffer 10x für Applied 
Biosystems 3130xL 
Genetic Analyzer 

402824 1910511 Thermo Fisher 
Scientific GmbH 

Darmstadt, 
Deutschland 

Cathode Buffer 
Container 

4408256 2008682 Thermo Fisher 
Scientific GmbH 

Darmstadt, 
Deutschland 

Quelle: eigene Darstellung 
 
Tabelle 5: verwendete Geräte 
Name Bezugsquelle  
Applied Biosystems 3500xL Genetic 
Analyzer 

Thermo Fisher Scientific GmbH Darmstadt, Deutschland 
Applied Biosystems 3130xL Genetic 
Analyzer 

Thermo Fisher Scientific GmbH Darmstadt, Deutschland 
Zentrifuge 5810R Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 
Computer Fujitsu Technology Solutions 

GmbH 
Stuttgart, Deutschland 

Digitalprinter P-95DE Mitsubishi Electric Europe B.V. Ratingen, Deutschland 
Elektrophorese Power Supply E835 Consort  
Elektrophoresesystem Peqlab Biotechnologie GmbH Erlangen, Deutschland 
Geldokumentationssystem Vilber Lourmat Deutschland 

GmbH 
Eberhardzell, Deutschland 

LightCycler® 96 System Roche Diagnostics GmbH Mannheim, Deutschland 
Magnetrührer MR300 Heidolph Instruments 

Labortechnik 
Schwabach, Deutschland 

Mikrowelle Panasonic Osaka, Japan 
NanoDrop® Spectrophotometer ND-
2000  

Thermo Fisher Scientific GmbH Darmstadt, Deutschland 
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Einfachpipetten 2,5 µl, 10 µl,      20 
µl, 100 µl, 200 µl und 1000 µl 
Eppendorf Research Plus 

Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 

Pipette 100 µl Eppendorf Research 8 
Kanal 

Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 
Pipette 10 µl Eppendorf Research 8 
Kanal 

Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 
Pipette Eppendorf Multipette® M4 Eppendorf AG Hamburg, Deutschland 
T100TM ThermalCycler Bio-Rad Laboratories GmbH München, Deutschland 
Vortex-Genie®2 Scientific Industries, Inc. Bohemia, New York, USA 
Waage Explorer® Ohaus Europe GmbH Greifensee, Schweiz 

Quelle: eigene Darstellung 
 
Tabelle 6: verwendete Software und Programme 
Anwendung Software Bezugsquelle  
Chromatogram viewer FinchTV Geospiza Seattle, USA 
Datenbearbeitung Microsoft Excel 2021 Microsoft Corporation Redmond, 

Washington, USA 
Konservierungsanalyse BLAST-P 

Zugriff 24.03.21 
NCBI Bethesda MD,  

USA 
Schreibprogramm Microsoft Office 2021 Microsoft Corporation Redmond, 

Washington, USA 
Sequenzer Programm Sequencing Analysis 

Software 7 
Thermo Fisher Scientific 
GmbH 

Darmstadt, 
Deutschland 

Stammbaumerstellung Pedigree Chart 
Designer 

CeGaT GmbH Tübingen, 
Deutschland 

Photometer Programm NanoDrop 2000 
V1.6.198 

Peqlab Biotechnologie 
GmbH 

Erlangen, Deutschland 
Statistikprogramm https://ihg.helmholtz-

muenchen.de/cgi-
bin/hw/hwa1.pl 

Helmholtz Institut München, 
Deutschland  

Vorhersageprogramm Combinded Annotation 
Dependent Depletion 
(CADD) 

University of 
Washington, Hudson-
Alpha Institute for 
Biotechnology and Berlin 
Institute of Health 

Washington, USA 

Vorhersageprogramm MutationTaster Charité Berlin Berlin, Deutschland 
Vorhersageprogramm PolyPhen2 Harvard University Boston, USA 
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Vorhersageprogramm PROVEAN J. Craig Venter Institute Rockville, USA 
Vorhersageprogramm SIFT Bioinformatics Institute Singapore 

Quelle: eigene Darstellung 
 
3.1 Oligonucleotide 
Die verwendeten Primer wurden mit dem Programm Primer-BLAST designt. 
Dieses Tool prüft die Primer auch auf Spezifität. Als Kriterien für die Primer wurde 
vorgegeben, dass diese mindestens 20 Basenpaare (bp) vor bzw. nach dem 
Exon binden müssen, um die Exon-Intron-Grenze beurteilen zu können. Als 
Schmelztemperatur TM wurde ein Temperaturbereich zwischen 58 °C und 63 °C 
gewählt. 
Bei mehreren vorgeschlagenen Primerpaaren wurden solche mit einer niedrigen 
Selbst-Komplementarität und einer ähnlichen Annealingtemperatur TM 
bevorzugt. 
Alle Primer wurden von der metabion international AG, Planegg, Deutschland 
bezogen und zur Verwendung auf eine Konzentration von 10 µM verdünnt. 
Der Primer „7 R269H“ wurde für das High Resolution Melting (HRM) zur 
Amplifikation eines kurzen Fragments, welches die Variante p.R269H beinhaltet, 
verwendet. 
In Tab. 7 sind nachfolgend die Sequenzen der jeweiligen Oligonucleotide, die 
Produktlänge sowie die Annealingtemperatur dargestellt. 
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Tabelle 7: verwendete Primer 

 

 
Quelle: eigene Darstellung 

4 Methoden und Patientenkollektiv 
Insgesamt wurden alle den unten genannten Selektionskriterien 
entsprechenden, in der Biobank verfügbaren Patienten in die Studie einbezogen. 

Exon Sequenz 5'-3' (Forward/Reverse) Produktlänge in bp TM

UQCRC1
1+2 GCCGAGCACCAACTGTACGAACCCAAACCACAAACGGGA 664 62°C58°C
3 GCAATGATGTGGTGTGACGATTAGGAAAGCCAGCCAGACAT 427 58°C59°C
4 ATCTCTGTTCTGTTGGCGCAAGCTGCAAAGCCATACGCTA 455 58°C58°C
5 CTACATCAAGGCGCTGTCCACCAGGCCAGAATGGAGCAAG 503 60°C63°C
6 CATGCCTCTCCTAGTCTGCCCTGGGGTGAAAGGTCCCCTA 279 63°C63°C

7 R269H ACTGTTAGACCTCGCCCAGAAGCACTACTCCTGCCCAAAAGG 129 61°C63°C
7+8 GGACCTTCTTTCCTCACCCTGCCCTCTTGTCTTCAACGCAC 748 63°C60°C
9 GTGCGTTGAAGACAAGAGGGGCTGTCGCTGGCAAGATGTA 461 60°C60°C

10+11 GCACACTTTGTCTGTGACCGTCCCACTATGCTACCCCTGC 828 60°C63°C
12 GTGTGTGAGGACATCGGACGGAGGCCAAGAGAACGGCCT 564 63°C62°C
13 TCATCAATACCCTGCACCCGCAGGAGCCACAGAACTAGAGG 514 62°C60°C

NUS1
1 GCCACGTTCTCGGACCCAAGCGCTGTGATTTGCAGAGAG 796 61°C61°C
2 TGAGTGAGGAACATAACAGGCTAGTAACAGAGCAACGTGAATGA 622 60°C58°C
3 AACACTTTGAAAAGAAGGCAGTGTTCAGGCTTTATGGTGTGAAAGAA 512 60°C59°C
4 TGGGGCATGGAGACATACAGCCAGTGGTACTGTGAAATAACTGA 397 60°C62°C
5 TGCTTTTCTTGTGGAAAAAGAGGCCAGGGTTTCATAGGTGCTTTGT 609 62°C60°C
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Daraus ergab sich die Untersuchung von 259 Parkinson-Patienten auf Varianten 
des Gens UQCRC1 und 84 Patienten auf Varianten des Gens NUS1. 
Bei beiden Genen wurden jeweils alle Exons sowie die Exon-Intron-Grenzen 
sequenziert und die Sequenz mit einer Referenzsequenz abgeglichen, um 
Varianten zu identifizieren. 
Diese Varianten wurden mit Hilfe von in-silico-Analysen mit verschiedenen 
Programmen in Hinblick auf ihre potenzielle Pathogenität beurteilt. 
Für die Sequenzierung kam die DNS-Sequenzierung nach Sanger (Sanger et al., 
1977) zur Anwendung. Das HRM diente zur Überprüfung der Frequenz der 
Variante R269H des Gens UQCRC1 in Exon 7 in einer Kontrollkohorte. 
Die DNS-Proben waren Bestandteil der Neuro-Biobank Tübingen und die 
zuständige Ethikkommission Tübingen, die Biobank Tübingen sowie das 
TREND-Komitee haben der Verwendung zugestimmt (Projektnummer des 
Ethikantrags: 958/2020BO2). 
 
4.1 Auswahl des Studienkollektivs 
Es wurden aus der Gesamtzahl aller bis zum Zeitpunkt 11/2020 bereits in die 
Neuro-Biobank Tübingen aufgenommenen Patienten zwei Kohorten selektiert, 
jeweils eine für die Gene UQCRC1 und NUS1.  
Beiden Kohorten gemeinsam waren die Einschlusskriterien einer über die Jahre 
hinweg konstanten Diagnose eines Parkinson-Syndroms, einer negativen 
genetischen Untersuchung auf pathogene Varianten von LRRK2 oder GBA sowie 
eine vorliegende Einverständniserklärung des Patienten. Es wurden nur zum 
Zeitpunkt der Studie nicht verstorbene Patienten eingeschlossen, um den 
Indexpatienten gegebenenfalls für weitere Untersuchungen kontaktieren zu 
können. 
Die klinische Diagnose des Parkinson-Syndroms erfolgte gemäß der MDS 
Clinical Diagnostic Criteria (Postuma et al., 2015). 
Ausschlusskriterien waren: 

1. Exitus letalis des Patienten 
2. bekannte pathogene Varianten der Gene LRRK2, GBA, PRKN, PINK1 

oder PARK7 
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3. Hinweise auf das Vorliegen eines atypischen Parkinson-Syndroms 
4. Diagnose einer DLB 

Die weiteren Kriterien wurden anhand der bis dato publizierten Studien zu dem 
jeweiligen Gen gewählt. 
Es wurden alle Patienten in die Studie eingeschlossen, auf die die 
entsprechenden Kriterien zutrafen. 
 
4.1.1 UQCRC1 
Für Varianten des Gens UQCRC1 beschreiben Lin et al. heterozygote UQCRC1- 
Varianten als potenziell krankheitsverursachend bei Patienten mit familiärem MP 
mit vermutetem autosomal-dominantem Erbgang.  
Das Erkrankungsalter der Patienten aus den drei hier initial untersuchten 
Familien variiert zwischen 42 und 77 Jahren (Lin et al., 2020a). 
 
Weitere Einschlusskriterien für dieses Studienkollektiv waren daher: 

1. Erkrankungsalter von höchstens 75 Jahren 
2. Mindestens ein betroffener Verwandter ersten Grades 

Die Kohorte umfasste 259 Patienten. 
 
Die Frequenz der detektierten Variante p.R269H wurde anschließend in einer 
Kontrollkohorte aus Probanden des Uniklinikums Tübingen überprüft, um 
regionale Unterschiede in Allelfrequenzen gegenüber großen Datenbanken wie 
gnomAD zu berücksichtigen. 
Für die Kontrollkohorte wurden Patienten der TREND-Studie (Tuebinger 
evaluation of Risk factors for Early detection of NeuroDegeneration) ausgewählt, 
da für diese ausführliche klinische Daten vorliegen (Harris et al., 2009).  
Ausschlusskriterien waren: 

1. ein Alter von unter 65 Jahren bei der letzten Visite 
2. Neurologische Erkrankungen 
3. Positive Familienanamnese für Parkinson-Syndrom oder Tremor 

Alle Probanden wurden vor 1955 geboren, um die höhere Wahrscheinlichkeit der 
Entwicklung von MP im Alter zu berücksichtigen. 
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Die Kontrollkohorte wurde bezüglich des Geschlechterverhältnisses an die 
Patientengruppe angeglichen und beinhaltete ebenfalls 259 Probanden. 
 
4.1.2 NUS1 
De novo Varianten im Gen NUS1 sind von Guo et al., als potenziell 
krankheitsverursachend für sporadisches MP bei einem frühen 
Erkrankungsbeginn von unter 40 Jahren beschrieben (Guo et al., 2018). 
Es wurden daher nur Patienten mit negativer Familienanamnese und einem 
Erkrankungsalter von unter 40 Jahren eingeschlossen. 
Die Kohorte umfasste 84 Patienten.  
 
4.2 DNS-Analyse 
4.2.1 Verdünnung der DNS-Proben 
Die verwendeten DNS-Proben der Tübinger Neuro-Biobank lagen bereits fertig 
aufbereitet vor, so dass keine DNS-Isolation mehr vorgenommen werden 
musste. 
Die Proben waren mit der Aussalzmethode aus Ethylendiamintetraacetat-Blut 
gewonnen worden. 
Auch die Konzentration der jeweiligen Proben war bereits durch die Messung der 
optischen Dichte mittels Absorptionsspektrometrie bei einer Wellenlänge von 
260 nm durch den NanoDrop® ND-1000 bestimmt worden. Sie wurde daher 
lediglich stichprobenartig in den verdünnten Proben überprüft. 
 
Alle vorliegenden DNS-Proben wurden für diese Studie auf eine Konzentration 
von 10 ng/µl verdünnt. 
Für die Berechnung des benötigten Verdünnungsvolumens wurde folgende 
Formel zu Grunde gelegt: 

𝐶1 ∗ 𝑉1 = 𝐶2 ∗ 𝑉2 
 
Hierbei stellt 𝐶1 die ursprüngliche Konzentration der Probe und 𝑉1 das benötigte 
Volumen zur Verdünnung dar. 
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 𝐶2 ist die angestrebte Konzentration von 10 ng/µl nach erfolgter Verdünnung, 
das Zielvolumen 𝑉2 wurde für jede Probe individuell so festgelegt, dass 𝑉1 
mindestens 1 µl betrug und das Zielvolumen insgesamt mindestens 50 µl. 
 
Durch Umformen der Formel errechnet sich das benötigte Volumen DNS wie 
folgt: 

𝑉1 =  
𝐶2 ∗ 𝑉2

𝐶1
 

 
Das Volumen H2O für die Verdünnung wurde dann durch 𝑉𝐻2𝑂 = 𝑉2 − 𝑉1ermittelt. 
 
4.2.2 Primeretablierung 
Da verschiedene Primer unterschiedliche Bedingungen für eine optimale 
Funktionsweise benötigen, musste zunächst für jeden der Primer der optimale 
Reaktionsansatz (Set-up) für die Polymerasekettenreaktion (PCR) etabliert 
werden.  
Für einige Reaktionsansätze wurden Zusätze wie Magnesiumchlorid, Betaine 
oder DMSO oder eine angepasste Annealingemperatur verwendet, um die 
Spezifität der Anlagerung an den jeweiligen DNS-Abschnitt zu verbessern oder 
die Ausbeute zu erhöhen. 
 
Für alle Etablierungen wurde eine Kontroll-DNS-Probe verwendet. Die zu 
untersuchenden DNS-Abschnitte wurden dabei mit dem jeweiligen Forward- und 
Reverse-Primer im Rahmen einer Touchdown-PCR (siehe Tab. 10) amplifiziert. 
Dabei wurden für jedes Primerpaar acht verschiedene Reaktionsansätze (siehe 
Tab. 8) parallel getestet. 
 
 
 
 
 



 35 

Tabelle 8: PCR-Reaktionsansätze 
  1 2 3 4 5 6 7 8 
H2O 2,95 3,45 5,35 4,15 4,65 4,15 3,45 2,25 
Puffer (5x) 2 2 2 2 2 2 2 2 
MgCl2 
(25 mM) 1,2 1,2 - - - 1,2 - 1,2 
Betaine 
(5 M) 1,2 - - 1,2 - - 1,2 1,2 
DMSO 
(≥99,5% 
(GC)) 

 
- 0,7 - - 0,7 - 0,7 0,7 

dNTPs 
(jeweils 
10 mM) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
Primer F 
(10 µM) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
Primer R 
(10 µM) 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2 
taq-
Polymerase 
(5 U / µl) 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 
  8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 8,0 

 
+2µl DNS 
(10ng/µl)       alle Angaben in µl. DMSO: Dimethylsulfoxid, dNTP: Desoxyribunucleotidtriphosphate, F: 

Forward, MgCl2: Magnesiumchlorid, R: Reverse  Quelle: eigene Darstellung 
 
Die entstandenen PCR-Produkte wurden anschließend mit einer 
Gelelektrophorese in 2 % Agarosegel bei 150 mV für 15 min aufgetrennt und die 
Banden im Vergleich zu einem Standard (GeneRuler) durch Zugabe von Midori 
Green unter UV-Licht beurteilt. 
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Nachfolgend ist in Tab. 9 dargestellt, welches Set-up letztlich für die jeweiligen 
Exons verwendet wurde. 
 
Tabelle 9: PCR Set-ups 
Gen Exon PCR Setup Protokoll 
UQCRC1 E1 + E2 7 TCHDOWN64 
UQCRC1 E3 3 TCHDOWN64 
UQCRC1 E4 4 TCHDOWN64 
UQCRC1 E5 7 TCHDOWN64 
UQCRC1 E6 3 TCHDOWN64 
UQCRC1 E7 + E8 4 TCHDOWN68 
UQCRC1 E9 7 TCHDOWN64 
UQCRC1 E10 - E11 7 TCHDOWN64 
UQCRC1 E12 5 TCHDOWN68 
UQCRC1 E13 2 TCHDOWN64 
NUS1 E1 7 TCHDOWN64 
NUS1 E2 3 TCHDOWN64 
NUS1 E3 3 TCHDOWN68 
NUS1 E4  3 TCHDOWN64 
NUS1 E5 7 TCHDOWN64 

Quelle: eigene Darstellung 
 
4.2.3 Polymerasekettenreaktion 
Die  Polymerasekettenreaktion ist ein 1985 entdecktes Verfahren zur 
exponentiellen Vervielfältigung von DNS in vitro (Saiki et al., 1985). 
Sie ist dem Prinzip der natürlichen DNS-Replikation, wie sie etwa bei jeder Mitose 
stattfindet, nachempfunden und verläuft zyklisch in drei Teilschritten.  
Der Reaktionsansatz enthielt die zu amplifizierende DNS, Puffer, destilliertes 
Wasser, die jeweils benötigten Forward- und Reverse-Primer, 
Desoxynucleotidtriphosphate (dNTP) im Überschuss sowie hitzestabile Taq-
Polymerase und in Abhängigkeit der verwendeten Primer und der DNS-Struktur 
des Amplifikats Zusätze wie Magnesiumchlorid, DMSO oder Betaine. 
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Die DNS-Proben durchliefen in einem Thermocycler insgesamt 50 Zyklen in 
jeweils drei Schritten.  
Die einzelnen Schritte wurden vorher als Protokoll auf dem Thermocycler 
gespeichert, um einen stets identischen Ablauf zu gewährleisten. 
Der Thermocycler ermöglichte die raschen Temperaturänderungen und eine 
exakte Einhaltung der Zeit- und Temperaturintervalle. 
 
Tabelle 10: Protokoll der Touchdown-PCR TCHDOWN64 bzw. 68 

 TCHDOWN64 TCHDOWN68 
Zeit Temperatur in °C Temperatur in °C 
(1) 3 min 95 95 
(2) 30 Sek. 95 95 
(3) 30 Sek. 64; -0,5 pro Zyklus 68; -0,5 pro Zyklus 
(4) 30 Sek. 72 72 

 
19x Wiederholung (2) 
bis (4) 

23x Wiederholung (2) 
bis (4) 

(5) 30 Sek. 95 95 
(6) 30 Sek. 55 55 
(7) 30 Sek. 72 72 
29x 

Wiederholung (5) bis 
(7) 

Wiederholung (5) bis 
(7) 

(8) 5 min 72 72 
(9) ∞ 12 12 

Quelle: eigene Darstellung 
 
Der Ablauf einer PCR ist wie folgt: 

I. Als erster Schritt erfolgt die Denaturierung bei hohen Temperaturen, um 
die Wasserstoffbrückenbindungen der doppelsträngigen DNS durch 
Hitzedenaturierung zu lösen. Die DNS liegt nun einzelsträngig vor. 

 
II. Anschließend erfolgt bei niedrigeren Temperaturen das Annealing, die 

Anlagerung der Primer an die komplementäre Bindungsstelle des 
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Templates. Die optimale Annealingtemperatur ist abhängig von den 
verwendeten Primern, im Rahmen der hier zur Anwendung gebrachten 
Touchdown-PCR wurde daher die Annealingtemperatur ausgehend von 
65 °C schrittweise reduziert. Einige PCR-Ansätze erforderten eine noch 
höhere Annealingtemperatur von initial 68 °C, diese wurden im Vorfeld bei 
der Etablierung identifiziert und sind Tab. 9 zu entnehmen. In diesem 
Schritt hybridisieren die Forward- und Reverse-Primer an jeweils einen der 
beiden Stränge auf den entgegengesetzten Seiten des zu 
amplifizierenden DNS-Abschnitts. 

 
III. Die nun folgende Elongation durch die hitzestabile Taq-Polymerase 

ermöglicht, ausgehend von den angelagerten Primern, die Synthese 
komplementärer Stränge zur einzelsträngig vorliegenden DNS mit Hilfe 
der freien Nucleotide. Die Elongation erfolgt beim Aktivitätsoptimum von 
72 °C der Taq-Polymerase, welche aus dem Bakterium Thermus 
aquaticus stammt. Da die Primer sich an das 3‘ Ende des jeweiligen 

Genabschnitts anlagern, erfolgt die Synthese der komplementären DNS-
Stränge von 5‘ nach 3‘. Die im Puffer enthaltenen Magnesiumionen dienen 
hierbei der Komplexbildung mit den dNTPs, wodurch diese von der Taq-
Polymerase als Substrate verwendet werden können. 

 
In jedem Zyklus wird somit die Anzahl vorliegender Ziel-DNS Kopien bis zum 
Erreichen des Plateaus der exponentiellen Vervielfältigung verdoppelt, die 
Anzahl an Kopien nach Ablauf der PCR lässt sich unter optimalen Bedingungen 
mit der Formel 𝑋 = 𝑌(2𝑛) berechnen. 
Hierbei ist X ist Anzahl Ziel-Kopien nach der Amplifikation, Y die Anzahl anfangs 
vorliegender Kopien und n die Anzahl durchlaufener PCR-Zyklen (Waters and 
Shapter, 2014). 
 
Als Touchdown-PCR bezeichnet man, wie von Green et al. beschrieben, eine 
Form der Polymerasekettenreaktion bei der initial eine um 5-10 °C höhere 
Annealingtemperatur als für die Primer zu erwarten wäre gewählt wird. Diese 
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Annealingtemperatur wird schrittweise mit jedem Zyklus gesenkt bis auf etwa 2-
5°C unter der erwarteten Annealingtemperatur (Green and Sambrook, 2018).  
Dies gewährleistet eine besonders spezifische Bindung der Primer bei ihrem 
Temperaturoptimum TM und damit spezifische PCR-Produkte (Korbie and 
Mattick, 2008). Durch ein Absenken der Temperatur auf 55 °C, wenn bereits 
ausreichend spezifische Produkte vorhanden sind, wird die Ausbeute erhöht. 
 
4.2.4 Gelelektrophorese 
Bei der Agarose-Gelelektrophorese werden DNS-Fragmente entsprechend ihrer 
Größe aufgetrennt, indem sie auf ein Agarosegel aufgetragen werden und durch 
das Anlegen von Strom auf Grund ihrer negativen Gesamtladung zur Anode 
wandern (Yılmaz et al., 2012).  
Die Geschwindigkeit, mit der die Fragmente wandern, hängt dabei von ihrem 
Molekulargewicht beziehungsweise ihrer Fragmentlänge und der Porengröße 
des Gels ab. Fragmente mit geringerem Molekulargewicht wandern dabei 
schneller und damit weiter (Lee et al., 2012).  
Die verwendeten Agarosegele mit einem Agarosegehalt von 2 % sind geeignet 
für eine Fragmentlänge von circa 0,5-25 kb (Voytas, 2001). 
Durch die Zugabe eines entsprechenden Farbstoffs, der sich in die DNS 
einlagert, können die entstehenden Banden unter Floureszenzlicht sichtbar 
gemacht werden. 
Anhand eines Komigrationsstandards kann so die Länge der Fragmente in bp 
bestimmt werden. 
 
Die Herstellung des Gels fand wie folgt statt: 

(1) Zugabe von 10 g Agarose zu 500 ml 1x TBE-Puffer  
(2) Erhitzen in der Mikrowelle unter gelegentlichem Schwenken bis zum 

Aufklaren der Lösung  
(3) Abkühlung unter ständigem Rühren mit dem Magnetrührer 
(4) Dabei Zugabe von 25 µl Midorigreen 
(5) Gießen in entsprechende Kammern mit 20-Well-Kämmen 
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Die erfolgreiche Amplifikation der DNS durch die PCR und eine eventuelle 
Verunreinigung wurden durch Gelelektrophorese von Stichproben jeder 96-Well-
Platte und des Leerwerts überprüft. Dies erfolgte in 2 % Agarosegel mit 
Midorigreen bei 150 V für 15 Minuten im Vergleich zu dem Komigrationsstandard 
GeneRuler. In Abb. 1 ist eine solche Gelelektrophorese zu sehen. 
 
Abbildung 1: Gelelektrophorese UQCRC1 Exon 5  
Standard   Patientenproben UQCRC1 E5    Leerwert 

 
Quelle: eigene Abbildung 
 
4.2.5 Aufreinigung 
Die entstandenen PCR-Produkte wurden nun aufgereinigt, um die PCR-
Reagenzien und eventuelle Nebenprodukte zu entfernen: 

(1) Zugabe von 1,2 µl 3 M Natriumacetat mit einem pH-Wert von 5,2 und 
28,8 µl 100% Ethanol zu den 10 µl PCR-Produkt  

(2) Zentrifugation für 45 min bei 3220 g und Raumtemperatur  
(3) Entfernung des Überstands 
(4) Zugabe von 100 µl 70%igem Ethanol  
(5) Erneute Zentrifugation bei 3220 rpm für 20 min  
(6) Wiederholung der Schritte (3) - (5) 
(7) Entfernung des Ethanols durch eine Zentrifugation über Kopf für 1 min bei 

600 rpm 
(8) Resuspension in 15 µl H2O 

500bp 

1000bp 
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Das Natrium lagert sich hierbei in das DNS-Rückgrat ein und gleicht somit die 
negative Ladung der Phosphatgruppen aus, um die Löslichkeit der DNS in 
Wasser herabzusetzen. Auch Ethanol verringert die Löslichkeit der DNS, da es 
eine niedrigere Dielektrizitätskonstante als Wasser besitzt (Green and 
Sambrook, 2016). 
Die DNS wurde somit ausgefällt, wohingegen die verwendeten Primer und 
dNTPs in Lösung blieben und ausgewaschen wurden. Dies war für die folgende 
Sanger-Sequenzierung von Bedeutung, da unter anderem das Verhältnis von 
dNTPs zu Didesoxynucleotidtriphosphaten (ddNTPs) durch überschüssige 
dNTPs gestört worden wäre. 
 
4.2.6 Sanger-Sequenzierung 
Die Sequenzierung nach Sanger beruht auf dem Prinzip des Kettenabbruchs 
durch den Einbau von Didesoxynucleotiden anstelle von Desoxynucleotiden. 
Diese werden dem Reaktionsansatz zusätzlich zu den Desoxynucleotiden 
beigefügt und führen an zufälligen, verschiedenen Stellen zum Abbruch des 
DNS-Stranges.  
Dies ist dadurch begründet, dass die Didesoxynucloetide an ihrem 3´- 
Kohlenstoffatom keine Hydroxygruppe besitzen und somit keine Veresterung mit 
dem Phosphatrest des darauffolgenden Desoxynucleotids stattfinden kann 
(Sanger et al., 1977). 
Da die Didesoxynucleotide mit einem Floureszenzfarbstoff farbcodiert sind, lässt 
sich aus den unterschiedlich langen Strängen mit Hilfe des Sequenziergeräts 
durch Kapillarelektrophorese die genaue Basenabfolge bestimmen. 
Der Ablauf der Sequenzier-PCR nach Sanger unterscheidet sich prinzipiell nicht 
von dem einer gewöhnlichen PCR. 
 
Es wurden hier im Gegensatz zur initialen Touchdown-PCR jedoch zwei separate 
Ansätze für den Forward- und den Reverse-Primer verwendet, um jeweils nur 
einen der beiden Stränge zu vervielfältigen. 
Außerdem wurde kein Touchdown-Protokoll verwendet, sondern eine immer 
gleichbleibende Annealingtemperatur von 60 °C, da bereits zahlreiche 
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spezifische Produkte aus der Touchdown-PCR vorhanden waren. Für Primer 
deren Reaktionsprodukt nur ein Exon umfasst wurde das Protokoll SEQ60_2 
verwendet, war das Reaktionsprodukt länger kam das Protokoll SEQ60_4 zur 
Anwendung da die Bildung längerer Produkte mehr Zeit in Anspruch nimmt. Die 
entsprechenden Protokolle sind Tab. 11 zu entnehmen. 
 
Tabelle 11: Protokolle der Sequenzier-PCR 
SEQ60_2 SEQ60_4  Dauer Zeit Temperatur in °C 
(1) 1 min (1) 1 min 94 
(2) 10 Sek. (2) 10 Sek. 94 
(3) 2 min (3) 4 min 60 
29x 29x 

Wiederholung (2) und 
(3) 

(4) ∞ (4) ∞ 4 
Quelle: eigene Darstellung 
 
Es wurde für jede Probe Reaktionsgefäße beladen, je eins für den Forward- und 
Reverse-Primer, wobei jeweils 6 µl Mastermix und 4 µl PCR-Produkt enthalten 
waren. Die genaue Zusammensetzung ist in Tab. 12 dargestellt. 
 
Tabelle 12: Reaktionsansatz Sequenzier-PCR 

Bestandteil Volumen in μl 
aufgereinigtes PCR-Produkt 4 
H2O 2,65 
SEQ-Buffer (10x) 1,65 
Primer (10 μM) 1 
BigDye 0,7 

Quelle: eigene Darstellung 
 
Der BigDye enthielt dabei bereits u.a. die Polymerase und die dNTPs sowie die 
floureszenzmarkierten ddNTPs.  
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Die Proben durchliefen nun erneut Zyklen im Thermocycler, im Wechsel bei 
95 °C (Denaturierung) und 60 °C (Annealing und Elongation).  
Die Aufreinigung der entstandenen Kettenabbruchprodukte erfolgte identisch wie 
bei der initialen PCR. 
 
4.2.7 Bestimmung der DNS-Sequenz 
Von den aufgereinigten Produkten der Sequenzier-PCR wurden je 7 µl 
gemeinsam mit 10 µl Formamide zur Denaturierung der doppelsträngigen DNS 
auf ABI 96-Well-Platten pipettiert und 10 Sekunden bei 600 g zentrifugiert. Nun 
konnte die Sequenz mit Hilfe des Sequenziergeräts (Applied Biosystems 3500xL 
Genetic Analyzer) bestimmt werden. 
Das Sequenziergerät arbeitet mit Kapillarelektrophorese, hierbei werden die 
einzelnen, unterschiedlich langen Fragmente die bei der Sanger-Sequenzierung 
entstanden sind gemäß ihrer Länge aufgetrennt. 
Dies geschieht, indem die Kapillaren zusammen mit Elektroden in die Probe 
eingetaucht werden und elektrischer Strom angelegt wird, wodurch die DNS-
Fragmente in die Kapillaren wandern  (Dovichi and Zhang, 2000). 
Die Fragmente wandern entlang des elektrischen Felds durch die gelgefüllten 
Kapillaren zur Anode. Kürzere Fragmente wandern dabei schneller als längere. 
Am Ende der Kapillaren befinden sich ein Argon-Laser, welcher die 
Fluoreszenzfarbstoffe zur Fluoreszenz anregt, und ein Detektor, der diese 
Signale erkennt. 
Da jede Base durch einen anderen Farbstoff markiert war, konnten die Basen so 
unterschieden werden. 
Nun konnte anhand der Reihenfolge, in der die vier verschiedenen Farbstoffe 
detektiert wurden, die Sequenz durch das Gerät bestimmt werden. 
Die Sequenzen wurden mit dem Programm FinchTV ausgewertet und mit der 
Referenzsequenz abgeglichen. 
Als Referenzsequenz diente das Transkript NM_003365 für UQCRC1 und das 
Transkript NM_138459 für NUS1, beide Transkripte wurden dem Genome 
Browser der University of California (UCSC) im Dezember 2020 entnommen. 
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Detektierte Varianten wurden - wenn vorhanden - in der B-Probe des Patienten 
validiert. Die B-Probe war eine unabhängige DNS-Probe des Patienten zum 
gleichen Visitendatum. Lag keine B-Probe vor, so wurde die A-Probe erneut 
sequenziert 
 
4.2.8 High Resolution Melting 
Das Verfahren des HRMs kann genutzt werden, um Wildtyp-Sequenzen von 
homo- oder heterozygoten Varianten zu unterscheiden. 
Es handelt sich hierbei um eine Real-Time-PCR, der Reaktionsansatz (siehe 
Tab. 13) durchläuft im LightCycler (LightCycler® 96 System) die Zyklen einer 
Touchdown-PCR, wobei der zu untersuchende DNS-Abschnitt exponentiell 
vervielfältigt wird. Das Protokoll ist Tab. 14 zu entnehmen. 
 
Tabelle 13: Reaktionsansatz LightCycler Assay 
Bestandteil Volumen in μl 
Mastermix 5 
Primer F (10 μM) 0,2 
Primer R (10 μM) 0,2 
MgCl2 (25 mM) 1 
H2O 2,1 
DNS (10 ng/μl) 1,5 

F: Forward, Mastermix: enthält die u.a. die dNTPs, die Polymerase und das SYBR Green, R: Reverse  
Quelle: eigene Darstellung 
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Tabelle 14: Protokoll für das High Resolution Melting 
Dauer in Sekunden Temperatur in °C Temperaturanstieg in 

°C/s 
(1) 600 95 4,4 
(2) 10 95 4,4 
(3) 15 65; -0,5 pro Zyklus bis 

zur Zieltemperatur von 
55 

4,4 

(4) 15 72 4,4 
           45x Wiederholung (2) bis (4)  

(5) 60 95 4,4 
(6) 60 40 4,4 
(7) 1 65 2,2 
(8) 600 Anstieg von 65 auf 97  

Quelle: eigene Darstellung 
 
Dem Reaktionsansatz wurde der Fluoreszenz-Farbstoff SYBR Green 
zugegeben, welcher an die doppelsträngigen DNS-Fragmente bindet und in 
gebundener Form Fluoreszenzsignale aussendet. 
Nach Ablauf der PCR wurde die Temperatur der Proben kontinuierlich erhöht, 
wobei die Doppelstränge bei Erreichen der Schmelztemperatur  TM denaturieren. 
Hierbei wird der Fluoreszenz-Farbstoff frei und die Intensität der Fluoreszenz 
nimmt ab (Erali et al., 2008). 
Auch geringe Unterschiede in der DNS-Sequenz wie beispielsweise eine 
heterozygote Basensubstitution führen bereits zu einer Veränderung der 
Stabilität. Diese wird hauptsächlich durch die Länge des Fragments und seinen 
Gehalt an Guanin und Cytosin bestimmt. Daher unterscheidet sich die TM von 
Wildtyp und Variante. 
Eine Analyse mittels Software erlaubte eine graphische Darstellung, bei der die 
TM gegen die Fluoreszenz aufgetragen wurde. Dies ermöglichte eine Zuordnung 
der einzelnen Proben in die Gruppen „Wildtyp“ und „Variante“. 
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War ein Proband laut dieser Methode Träger einer Variante oder war keine 
eindeutige Zuordnung möglich, so wurden diese Proben nachfolgend mittels 
Sanger-Sequenzierung untersucht um die Ergebnisse zu überprüfen (Tindall et 
al., 2009). 
Generell ist die Spezifität dieser Methode für kürzere Fragmente mit einer Länge 
von weniger als 150 bp höher als für längere Fragmente, da hier ein 
Einzelnukleotid-Polymorphismus die Stabilität verhältnismäßig mehr beeinflusst 
(Reed and Wittwer, 2004). 
 
4.3 Auswertung 
4.3.1 Terminologie 
Da die Definition einzelner Begrifflichkeiten in der Genetik heterogen ist, sollen 
im Folgenden die Bedeutungen einiger wichtiger Begriffe für diese Arbeit 
festgelegt werden, um Missverständnisse zu vermeiden.  

• Variante: unter einer Variante wird eine permanente Abweichung der 
DNS-Sequenz von einer Referenzsequenz verstanden. Als selten werden 
in dieser Arbeit Varianten mit einer MAF ≤0,001 bezeichnet. Varianten 
können als pathogen, wahrscheinlich pathogen, wahrscheinlich benigne, 
benigne oder als Varianten unklarer Signifikanz klassifiziert werden. 

• Polymorphismus: ein Polymorphismus bezeichnet eine Variante mit einer 
MAF von >0,01  (Karki et al., 2015). 

• Mutation: der weit verbreitete Terminus Mutation soll keine Pathogenität 
implizieren sondern hier als Synonym zu dem Begriff Variante betrachtet 
werden (Richards et al., 2015) 

 
4.3.2 Allelfrequenzen 
Als Minor Allele bezeichnet man das seltenere Allel (Frequenz <50 % bei bi-
allelelischen Varianten) (Kido et al., 2018). Bei den hier identifizierten 
Abweichungen von der Referenzsequenz handelt es sich jeweils um das Minor 
Allele dessen Frequenz, die MAF, mit folgender Formel berechnet werden kann:  

𝑀𝐴𝐹 =
2𝑎𝑎 + 𝐴𝑎

2𝑛
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wobei A das Major Allele, a das Minor Allele und n die Anzahl an Individuen in 
der jeweiligen Kohorte darstellt. aa bezeichnet die Anzahl homozygoter 
Variantenträger, Aa die heterozygoter. 
 
4.3.3 Datenbanken 
Um die detektierten Varianten hinsichtlich ihrer Allelfrequenz in der untersuchten 
Kohorte im Vergleich zur Gesamtbevölkerung beurteilen zu können, wurde die 
öffentlich zugängliche Genomdatenbank gnomAD herangezogen, ebenso wie 
die Datenbank des Accelerating Medicines Partnership Parkinson´s Disease 
(AMP-PD). 
Die Datenbank gnomAD v2.1.1 umfasste zum Zeitpunkt dieser Arbeit 141.456 
neurologisch gesunde Individuen, die exom- oder genomsequenziert wurden und 
erlaubt eine Unterscheidung der Frequenzen nach Populationen.  
Die für diese Arbeit relevante Referenzgruppe ist die europäische nicht-finnische 
der Untergruppe non-neuro, die 51.535 Personen umfasste. Die finnische 
Bevölkerung wird auf Grund der genetischen Diskrepanz zur übrigen 
Bevölkerung Europas außen vor gelassen (Lao et al., 2008). 
Die Datenbank des AMP-PD umfasst 1.050 Kontrollpersonen und 1.647 
Parkinsonpatienten. 
 
4.3.4 Vorhersageprogramme 
Um die Pathogenität der detektierten Varianten beurteilen zu können, wurden in-
silico-Vorhersageprogramme genutzt. Diese Programme beurteilen Varianten in 
Hinblick auf ihre Pathogenität mittels unterschiedlicher Algorithmen. 
Berücksichtigt werden hier unter anderem die Allelfrequenz, die Art der Mutation 
(z.B. missense, nonsense oder silent) und ihre Auswirkung auf die 
Aminosäuresequenz sowie die Konservierung der betroffenen Aminosäure.  
 
Die in dieser Arbeit verwendeten Programme sind MutationTaster2 (Schwarz et 
al., 2014), PolyPhen-2 (Adzhubei et al., 2013), SIFT (Kumar et al., 2009) und 
PROVEAN v.1.1.3 Genome variants (Choi and Chan, 2015). 
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Außerdem wurde die ensemble-Methode CADD1.6 (Rentzsch et al., 2019) 
genutzt, welche mehrere individuelle Tools zusammenfasst und so die 
Performance verbessern soll (Ioannidis et al., 2016). 
Da der PHRED-skalierte CADD-Score logarithmisch ist, bedeutet ein Score von 
10, dass die Variante vermutlich zu den 10 % pathogensten gehört, ein Score 
von 20, dass sie zu den 1 % pathogensten gehört und ein Score von 30, dass es 
sich voraussichtlich um eine der 0,1 % pathogensten Varianten handelt. 
Zur Beurteilung von Varianten außerhalb der codierenden Exons wurde das 
Programm Human Splicing Finder HSFpro genutzt (Desmet et al., 2009). 
Die Bestimmung der Position einzelner Aminosäuren erfolgte mit uniprot. 
 
Für die Analyse der Konservierung über mehrere Spezies hinweg wurde das 
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) verwendet. In Tab. 15 ist die jeweils 
verwendete Referenzsequenz aufgeführt. 
 
Tabelle 15: Referenzsequenzen für die verschiedenen Spezies für die Gene UQCRC1 und NUS1 
Spezies  NCBI-Referenzsequenz 

UQCRC1 BLAST-P 
 
 
NUS1 BLAST-P 

Mensch Homo sapiens   NP_003356.2 NP_612468.1 
Gemeiner 
Schimpanse 

Pan troglodytes NP_001267054.1 XP_009439474.3 
Rhesusaffe Macaca mulatta NP_001035208.1 NP_001181421.1 
Hauskatze Felis catus XP_003982215.1 XP_003986546.1 
Pferd Equus caballus XP_001498993.3 XP_001504211.3 
Erdmännchen Suricata 

suricatta 
XP_029773521.1 XP_029800649.1 

Quelle: eigene Darstellung 
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4.3.5 Stammbäume 
Die Erstellung von Stammbäumen erfolgt mit dem Pedigree Chart Designer der 
Firma CeGaT aus Tübingen. 
Hierbei wurden folgende Symbole verwendet: 
        Männlich                                                                     MP betroffen 
 
        Weiblich                                                                      verstorben 
 
   ?    aktuell gesunder Träger einer Variante 
                
 
Als vereinfachte Darstellung sind hier die männlichen Symbole aufgeführt, für 
weibliche Personen wurde analog verfahren. 
                                                  
4.3.6 Statistik 
Die Odds Ratio (OR) ist ein Maß für die Stärke eines Zusammenhangs zweier 
Merkmale. Eine OR >1 bedeutet dabei, dass die Chancen einer Gruppe 
beispielsweise an MP zu erkranken höher sind als die einer zweiten Gruppe, ein 
Wert von 1 bedeutet, dass es keinen Unterschied gibt und ein Wert <1, dass die 
Wahrscheinlichkeit für die erste Gruppe geringer ist. Die OR kann Werte 
zwischen 0 und ∞ annehmen. 
Die Odds Ratio berechnet sich wie folgt:  

𝑂𝑅 =  
(

𝑣
𝑤)

(
𝑥
𝑦

)
 

Die Zuordnung der Variablen findet sich in untenstehender Tabelle 16. 
 
Tabelle 16: Definition der Variablen für die Berechnung der Odds Ratio 
 n Personen mit Variante n Personen ohne Variante 

n an MP erkrankt v x 
n nicht an MP erkrankt w y 

Quelle: eigene Darstellung 
 

Indexpatient   
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Als Variantenträger wurden homo- und heterozygote Träger zusammengefasst, 
verglichen wurde die Frequenz in der eigenen, von MP betroffenen Kohorte mit 
der neurologisch gesunden nicht-finnischen Kohorte von gnomAD. 
Das Signifikanzniveau α gibt hierbei die Wahrscheinlichkeit an, mit der eine 
Nullhypothese fälschlicherweise abgelehnt wird. Ein Signifikanzniveau von α= 
5 % wurde in dieser Arbeit als signifikant betrachtet. Verwendet wurde der 
zweiseitige exakte p-Wert nach Fisher. 
 
5 Ergebnisse 
5.1 Demographie der Patientenkollektive 
5.1.1 UQCRC1 
Die Selektion einer Kohorte für die Untersuchung auf Varianten des Gens 
UQCRC1 nach den unter 4.1.1 dargestellten Kriterien ergab ein 
Patientenkollektiv von insgesamt 259 Patienten. 
Hiervon waren 143 (55,21 %) männlich, 116 (44,79 %) weiblich, das Verhältnis 
von männlich zu weiblich lag somit bei 1,23:1. 
Das mediane Erkrankungsalter lag bei 57 Jahren, das 25 % Quartil bei 50 Jahren 
und das 75 % Quartil bei 64 Jahren. Die Spanne reichte von 7 bis 75 Jahre als 
Erkrankungsalter. 
Die Erkrankungsalters- und Geschlechtsverteilung des Kollektivs ist in Abbildung 
2 dargestellt. 
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Abbildung 2: Erkrankungsalter nach Geschlecht der Kohorte für UQCRC1 
 
 
5.1.2 NUS1 
Die selektierte Kohorte für das Gen NUS1 umfasste insgesamt 84 Patienten. 
Hiervon waren 60 männlich (71,4 %) und 24 weiblich (28,6 %). 
Das Verhältnis von männlich zu weiblich war 2,5:1, das mediane 
Erkrankungsalter lag bei 36 Jahren mit einer Spanne von 22 bis 40 Jahren. 
Das 25 % Quartil lag bei 31,75 Jahren, das 75 % Quartil bei 39 Jahren. 
Die Erkrankungsalters- und Geschlechtsverteilung des Kollektivs ist in Abbildung 
3 dargestellt. 
 

 
Abbildung 3: Erkrankungsalter nach Geschlecht der Kohorte für NUS1 
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dargestellt ist die Anzahl an Patienten eines Geschlechts die in einer Altersgruppe erkrankt ist. Bei einem männlichen 
Patienten war das Erkrankungsalter nicht bekannt. Quelle: eigene Darstellung 
 

dargestellt ist die Anzahl an Patienten eines Geschlechts die in einer Altersgruppe erkrankt ist.                          
Quelle: eigene Darstellung 
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5.2 UQCRC1 Varianten 
5.2.1 Gesuchte Varianten 
Die gesuchten Varianten c.941A>C (p.Y314S), c.931A>C (p.I311L), c.70-1G>A 
und c.73_74insG, p.A25Gfs*27, die von Lin et al. 2020 in einer chinesischen 
Population beschrieben wurden, konnten in dieser Studie nicht gefunden werden. 
 
5.2.2 Übersicht detektierte Varianten  
Im Folgenden steht in Tab. 17 eine Übersicht aller in dieser Arbeit detektierter 
Varianten des Gens UQCRC1: 
Tabelle 17: Übersicht über die detektierten Varianten.  

Gen Variante MAF eigene 
Kohorte 

MAF gnomAD OR 95 % KI p-Wert 
UQCRC1 p.R269H 0,029 0,026 1,12 0,67-1,89 0,67 
UQCRC1 p.N301S 0,002 0,004 0,45 0,063-

3,21 
0,73 

UQCRC1 p.G312S 0,002 0,001 2,21 0,31-
15,93 

0,37 
UQCRC1 p.E435K 0,004 0,002 1,99 0,49-8,05 0,27 

KI= Konfidenzintervall, MAF= Minor Allele Frequency, OR= Odds Ratio, p-Wert mit dem zweiseitigen Fisher 
exact test berechnet 
Quelle: eigene Darstellung 
5.2.3 p.R269H 
Der Polymorphismus p.R269H ist in Exon 7 lokalisiert und trat in der untersuchten 
Kohorte insgesamt 15-mal auf. Eine Übersicht über die Variantenträger ist in Tab. 
18 dargestellt. 
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Tabelle 18: Übersicht über die Träger der Variante p.R269H aufsteigend sortiert nach Erkrankungsalter in 
Jahren; m: männlich, MP: Morbus Parkinson, REM: Rapid Eye Movement, w: weiblich. 

Geschlecht Erkrankungsalter 
in Jahren 

Diagnose nicht motorische Symptome Anzahl 
betroffener 
Verwandter 

m 38 MP unbekannt 2 
w 40 MP unbekannt 2 
m 44 MP Depression, REM-Schlafstörung, 

Harndrang, 
Alpträume 

1 

w 46 MP Halluzinationen 3 
m 46 MP unbekannt 1 
w 50 MP unbekannt 2 
m 57 MP Halluzinationen, REM-

Schlafstörung, Harndrang, 
Alpträume, Obstipation 

2 

m 59 MP unbekannt 2 
m 60 MP unbekannt 2 
w 60 MP unbekannt 3 
m 61 MP, 

Demenz 
Demenz, Halluzinationen, REM-
Schlafstörung, Harndrang, 
orthostatische Dysregulationen, 
Alpträume, Obstipation 

1 

m 62 MP REM-Schlafstörung, Obstipation, 
Harndrang 

1 

w 64 MP unbekannt  2 
m 67 MP unbekannt 2 
m unbekannt MP Harndrang 4 

Quelle: eigene Darstellung 
 
Der Austausch der Base Guanin durch Adenin an Position 806 der codierenden 
DNS (c.806G>A) führt auf Aminosäurelevel zu einer Substitution von Arginin 
durch Histidin; es handelt sich also um eine nichtsynonyme Variante. Die 
Sequenz ist in Abb. 4 abgebildet, in Tab. 19 sind die Beurteilung der Pathogenität 
und die MAF dargestellt, in Tab. 20 die Konservierungsanalyse. 
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Abbildung 4: Sequenzausschnitt von UQCRC1 Exon 7 um die Variante p.R269H (het.)  
 
 
Tabelle 19: Beurteilung der Pathogenität von Variante p.R269H und Darstellung ihrer Minor Allele Frequency 
(MAF)  
Prädiktion der Pathogenität   Frequenz   
Programm Beurteilung Kohorte MAF 
Mutationtaster Disease causing untersuchte Kohorte  0.029 
PROVEAN Deleterious (Score -4.48) 

gnomAD  0.026 
SIFT tolerated AMP-PD case  0.029 
Polyphen2 Probably damaging AMP-PD 

control 
 0.029 

CADD 18.89    
Quelle: eigene Darstellung 
 
 
Tabelle 20: Konservierungsanalyse der Aminosäure R an Pos. 269 

Spezies Aminosäure 
Homo sapiens R 
Variante H 
Pan troglodytes R 
Macaca mulatta R 
Felis catus R 
Equus caballus R 
Suricata suricatta R 

H: Histidin, R: Arginin 
Quelle: eigene Darstellung 

Die Variante ist mit einem Pfeil markiert. A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Tyrosin                     Quelle: eigene Darstellung 
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5.2.3.1 Frequenz der Variante p.R269H in der Kontrollkohorte 
Da die Frequenz der Variante p.R269H in der Datenbank gnomAD in 
Abhängigkeit von der Ethnie von 0,000 in Ostasien bis 0,029 in Europa (nicht -
finnisch) schwankt, wurde zum besseren Vergleich der MAF der Variante in der 
Region Tübingen eine regionale neurologisch gesunde Kontrollgruppe 
untersucht. Die 259 Probanden der Kontrollgruppe wurden bezüglich des 
Geschlechterverhältnisses der Parkinsonkohorte angeglichen. 
Das HRM zeigte, dass diese Variante mit einer Frequenz von 0,035 in der 
Kontrollgruppe prävalenter war als in der Gruppe der Parkinsonkranken, wo die 
MAF 0,029 betrug. Die OR betrug somit 0,82 bei einem Konfidenzintervall von 
95 %, der p-Wert lag bei 0,29. 
 
5.2.4 p.N301S 
Bei einem der Patienten fand sich in Exon 8 die Variante p.N301S. Das 
Parkinson-Syndrom manifestierte sich bei diesem Patienten griechischer 
Abstammung im Alter von 38 Jahren (early onset), es handelte sich um einen MP 
vom Äquivalenztyp mit rechtsbetonter Symptomatik.  
Der Patient war insgesamt stark betroffen, bei seinem letzten Ambulanzbesuch 
mit 62 Jahren befand er sich im Hoehn und Yahr Stadium IV. 
Zum Zeitpunkt der letzten Untersuchung lagen ein starker Ruhe-, Aktions- und 
Haltetremor beider Hände in den medikamentösen Off-Phasen vor, die 
Feinmotorik war deutlich eingeschränkt. 
Axial und an allen Extremitäten bestand ein ausgeprägter, rechtsbetonter Rigor. 
Das Gangbild war sehr unsicher, es bestanden eine Starthemmung sowie 
Freezing und Festination beim Gehen und eine hohe Sturzfrequenz ebenso wie 
posturale Instabilität. 
Das Ansprechen auf Levodopa war gut, die therapeutische Breite jedoch sehr 
gering durch die Induktion von starken Hyperkinesien. 
Besonders litt der Patient unter ausgeprägten Wirkungsfluktuationen und 
Dyskinesien der Extremitäten und des Rumpfes. 
Zusätzlich litt er an den nicht-motorischen Symptomen orthostatische 
Dysregulation, Obstipation und Harndrang. 
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Es bestand der Verdacht auf eine dementielle Entwicklung bei eingeschränktem 
Kurzzeitgedächtnis, der MoCA-Score (Montreal Cognitive Assessment) betrug 
19/30 
Die Familienanamnese war positiv; in Abb. 5 ist der Stammbaum dargestellt. 

 
Abbildung 5: Stammbaum des 1956 geborenen Patienten mit der Variante p.N301S. 
aao: age at onset. Männliche Personen sind durch ein Rechteck symbolisiert, weibliche durch einen Kreis. 
Erkrankte Individuen sind durch ausgefüllte Symbole dargestellt, die Indexperson ist mit einem Pfeil 
markiert.  
Quelle: eigene Darstellung 
 
Die Substitution der Base Adenin durch Guanin an Position 902 der codierenden 
DNS (c.902A>G) führt zu einem Austausch der Aminosäure Asparagin durch 
Serin, es handelt sich also um eine Missense-Mutation.  
Die Sequenz ist in Abb. 6 abgebildet, in Tab. 21 sind die Beurteilung der 
Pathogenität und die MAF dargestellt, in Tab. 22 die Konservierungsanalyse. 
 

 
Abbildung 6: Sequenzausschnitt von UQCRC1 Exon 8 um die Variante p.N301S (het) 
Die Variante ist mit einem Pfeil markiert. A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Tyrosin                               
Quelle: eigene Darstellung 
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Tabelle 21: Beurteilung der Pathogenität von Variante p.N301S und Darstellung ihrer Minor Allele Frequency 
(MAF)  
Prädiktion der Pathogenität   Frequenz   
Programm Beurteilung Kohorte MAF 
Mutationtaster Disease causing untersuchte Kohorte  0.002 
PROVEAN Neutral (-2.02) gnomAD  0.004 
SIFT tolerated AMP-PD  case  0.004 
Polyphen2 Possibly damaging AMP-PD  control  0.002 
CADD  12.26    

Quelle: eigene Darstellung 
 
Tabelle 22: Konservierungsanalyse der Aminosäure N an Pos. 301 
Spezies Aminosäure 
Homo sapiens N 
Variante S 
Pan troglodytes N 
Macaca mulatta N 
Felis catus N 
Equus caballus N 
Suricata suricatta N 

N: Asparagin, S: Serin 
Quelle: eigene Darstellung 
 
5.2.5 p.G312S 
Die detektierte Variante p.G312S befindet sich in Exon 8 des Gens UQCRC1.  
In der untersuchten Kohorte konnte diese Variante einmal gefunden werden. 
 
Der Träger dieser Variante erkrankte im Alter von 56 Jahren am Parkinson-
Syndrom. Die Symptomatik war einseitig beginnend mit Schwäche und leichtem 
Zittern im linken Arm sowie einer subjektiven Gangunsicherheit, es handelte sich 
um ein linksbetontes Parkinson-Syndrom vom Äquivalenztyp. 



 58 

Bei der letzten Untersuchung im Alter von 60 Jahren konnten kein Ruhe- oder 
Haltetremor und keine posturale Instabilität festgestellt werden. 
Der mäßig ausgeprägte Rigor war links stärker als rechts, insbesondere nachts 
litt der Patient an gelegentlichen Myoklonien. 
Autonome Symptome wie Harndrang lagen vor, standen aber nicht im 
Vordergrund. 
Nuklearmedizinisch konnte eine verminderte Dichte an D2-Rezeptoren 
festgestellt werden, der Verdacht auf eine MSA erhärtete sich bei der Glucose-
PET-CT-Untersuchung nicht. 
Das Ansprechen auf Levodopa war sehr gut, Verlaufsdaten liegen nicht vor. 
Die Mutter des Patienten war ebenfalls von dieser Erkrankung betroffen, seine 
beiden erwachsenen Söhne waren zum Zeitpunkt der Studie nicht am Parkinson-
Syndrom erkrankt. Zu dieser Zeit waren sie 39 und 42 Jahre alt. 
Bei beiden Söhnen wurde im Verlauf ebenfalls die Sequenz von Exon 8 des Gens 
UQCRC1 bestimmt.  
Der 1978 geborene, asymptomatische Sohn des Patienten konnte ebenfalls als 
Träger der Variante p.G312S identifiziert werden, nicht aber sein jüngerer Bruder. 
Der Stammbaum der Familie ist in Abb. 7 zu sehen. 

 
Abbildung 7: Stammbaum des Patienten mit der Variante p.G312S.  

Quelle: eigene Darstellung 
 

aao: age at onset. Männliche Personen sind durch ein Rechteck symbolisiert, weibliche durch einen 
Kreis. Erkrankte Individuen sind durch ausgefüllte Symbole dargestellt, die Indexperson ist mit einem 
Pfeil markiert. Das Fragezeichen bei Person II.1 symbolisiert, dass auf Grund des Genotyps und des 
aktuellen Alters der Erkrankungsstatus abzuwarten bleibt. 



 59 

Durch die Basensubstitution Guanin zu Adenin an Position 934 der codierenden 
DNS (c.934G>A) kommt es auf Aminosäureebene zu einem Austausch der 
Aminosäure Glycin durch Serin, es handelt sich folglich um eine Missense- 
Mutation.  
Die Sequenz ist in Abb. 8 abgebildet, in Tab. 23 sind die Beurteilung der 
Pathogenität und die MAF dargestellt, in Tab. 24 die Konservierungsanalyse. 
 

 
Abbildung 8: Sequenzausschnitt von UQCRC1 Exon 8 um die Variante p.G312S (het.) 
Quelle: eigene Darstellung 
Tabelle 23: Beurteilung der Pathogenität von Variante p.G312S und Darstellung ihrer Minor Allele Frequency 
(MAF)  
Prädiktion der Pathogenität   Frequenz   
Programm Beurteilung Kohorte MAF 
Mutationtaster Disease causing untersuchte Kohorte  0.002 
PROVEAN Deleterious (-5.97) gnomAD  0.001 
SIFT Damaging AMP-PD  case  0.001 
Polyphen2 Probably damaging AMP-PD  control  0.0005 
CADD 36     

Quelle: eigene Darstellung 
 
 
 
 

Die Variante ist mit einem Pfeil markiert. A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Tyrosin 
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Tabelle 24: Konservierungsanalyse der Aminosäure G an Pos. 312 
Spezies Aminosäure 
Homo sapiens G 
Variante S 
Pan troglodytes G 
Macaca mulatta G 
Felis catus G 
Equus caballus G 
Suricata suricatta G 

G: Glycin, S: Serin 
Quelle: eigene Darstellung 
 
5.2.6 p.E435K 
Bei insgesamt zwei Patienten der untersuchten Kohorte fand sich die 
heterozygote Mutation p.E435K in Exon 12. 
 
Träger der Variante waren je ein Mann und eine Frau, der männliche Patient ist 
im Alter von 58 Jahren am Parkinson-Syndrom erkrankt. 
Über den männlichen Patienten lagen keine weiteren Informationen vor außer 
der Aussage, es gäbe ca. 12 Betroffene in der Familie. 
Die weibliche Patientin war zum Zeitpunkt der Erstmanifestation 52 Jahre alt, bei 
ihrer Erkrankung handelt es sich um ein rechtbetontes Parkinson-Syndrom vom 
Äquivalenztyp. Bei der letzten Untersuchung im Alter von 58 Jahren lag das 
Hoehn und Yahr Stadium II vor, im Vordergrund der Symptomatik stand die 
Störung der Feinmotorik des rechten Armes. Bei emotionaler Anspannung 
bestand ein Tremor rechtsseitig. Es lag eine subjektive Gangunsicherheit vor, 
jedoch keine Ganginitiationsstörung, kein Freezing, keine Festination und keine 
posturale Instabilität. 
Axial und am rechten Arm fand sich ein leichter Rigor. 
Hinweise auf kognitive Defizite oder depressive Verstimmungen lagen nicht vor 
und es wurden abgesehen von einer ausgeprägten Hyposmie keine nicht- 
motorischen Beschwerden angegeben. 
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Die Mutter der Patientin litt seit ihrem sechsten Lebensjahrzehnt ebenfalls am 
Parkinson-Syndrom. Weitere Betroffene in der Familie gab es zum Zeitpunkt der 
Studie nicht. 
 
Durch den Austausch der Base Guanin durch Adenin an Position 1303 der 
codierenden DNS (c.1303G>A) kommt es zu einer Änderung der resultierenden 
Aminosäure von Glutamin zu Lysin. Die Sequenz ist in Abb. 9 abgebildet, in Tab. 
25 sind die Beurteilung der Pathogenität und die MAF dargestellt, in Tab. 26 die 
Konservierungsanalyse. 
 

 
Abbildung 9: Sequenzausschnitt von UQCRC1 Exon 12 um die Variante p.E435K (het.) 
Quelle: eigene Darstellung 
Tabelle 25: Beurteilung der Pathogenität von Variante p.E435K und Darstellung ihrer Minor Allele Frequency 
(MAF) 
Prädiktion der Pathogenität   Frequenz   
Programm Beurteilung Kohorte MAF 
Mutationtaster Disease causing untersuchte Kohorte  0,004 
PROVEAN Neutral (-0.35) gnomAD  0,002 
SIFT tolerated AMP-PD  case  0,003 
Polyphen2 benign AMP-PD  control  0,001 
CADD 17,13     

Quelle: eigene Darstellung 
 

 Die Variante ist mit einem Pfeil markiert. A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Tyrosin 
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Tabelle 26:  Konservierungsanalyse der Aminosäure E an Pos. 435 
Spezies Aminosäure 
Homo sapiens E 
Variante K 
Pan troglodytes E 
Macaca mulatta E 
Felis catus E 
Equus caballus E 
Suricata suricatta E 

E: Glutamin, K: Lysin 
Quelle: eigene Darstellung 
 
5.2.7 Varianten in der untranslatierten Region  
In der Untranslated Region (UTR) fanden sich zwei heterozygote Varianten: die 
Variante c.-11g>t, bei der es in der UTR vor Exon 1 zu einer Basensubstitution 
Guanin zu Thymin kommt, und die Variante c.*4a>g nach Exon 13, die in einer 
Basensubstitution Adenin zu Guanin resultiert. 
Beide Varianten traten einmal auf. 
Da die UTR nicht auf Proteinebene translatiert wird, kommt es zu keiner direkten 
Änderung der Aminosäuresequenz.  
 
5.2.8 Intronische Varianten 
Insgesamt fand sich in den beurteilten jeweils 20 bp vor und nach jedem Exon 
eine intronische Variante: c.69+17a>g. Diese Variante trat bei einem Patienten 
auf und besteht in einer Basensubstitution Adenin zu Guanin 17 Basenpaare 
downstream des ersten Exons. Da Introns nicht auf Proteinebene translatiert 
werden, kommt es zu keiner Änderung der Aminosäurensequenz. 
 
5.3 NUS1 Varianten 
Keine der zahlreichen von Guo et al. beschriebenen de novo Varianten p.I22F, 
p.I36M, p.I36T, p.K58N, p.R67G, p.R86L, p.A89S, p.G91C, p.I117M, p.N144K, 
p.L159I, p.D163H, p.Q209H, p.N233D, p.L240I, p.V264I sowie c.691+3dupA in 
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der Splice-Site und c.882+15 A>T in der 3‘ UTR des Gens NUS1 wurde in dieser 
Kohorte gefunden (Guo et al., 2018). 
Im Folgenden steht in Tab. 27 eine Übersicht über die einzige in dieser Arbeit 
detektierte Variante des Gens NUS1: 
 
Tabelle 27: detektierte Variante NUS1 

Gen Variante MAF eigene 
Kohorte 

MAF gnomAD OR 95% KI p-Wert 

NUS1 p.P169H 0.006 0.002 2.67 0.37-
19.02 

0.32 
KI= Konfidenzintervall, MAF= Minor Allele Frequency, OR= Odds Ratio, p-Wert mit dem zweiseitigen Fisher 
exact test berechnet 
Quelle: eigene Darstellung 
 
5.3.1 p.P169R 
Eine der untersuchten Patientinnen trug die heterozygote Variante p.P169R in 
Exon 2 des Gens NUS1.  
Diese Patientin erkrankte im Alter von 30 Jahren an einem rechtsbetonten 
Parkinson-Syndrom. Zu Beginn litt sie vor allem an einem Ruhetremor der 
rechten Hand und einem deutlichen Rigor der unteren Extremität beidseits. Das 
Gangbild war kleinschrittig und es bestand eine posturale Instabilität. 
Nachdem unter medikamentöser Therapie starke Wirkungsfluktuationen und 
Hyperkinesien auftraten, wurde sie seit einem Alter von 49 Jahren mit tiefer 
Hirnstimulation des Nucleus subthalamicus beidseits behandelt. Unter dieser 
Therapie kam es zunächst zu einer deutlichen Besserung der Symptomatik, im 
Verlauf waren jedoch mehrfache Korrekturen der Einstellung nötig und die 
Symptomatik war stark progredient. 
Im Alter von 63 Jahren war die Patientin pflegebedürftig bei einer starken 
Gangstörung mit Freezing und Stürzen sowie einer ausgeprägten Demenz mit 
einem MoCA-Score von 5/30. Außerdem litt sie zum Untersuchungszeitpunkt an 
den nicht-motorischen Symptomen orthostatische Dysregulation, REM-
Schlafstörung und Obstipation.  
Die Familienanamnese war negativ. 
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Die Basensubstitution Cytosin zu Guanin an Position 506 der codierenden DNS 
(c.506C>G) führt zum Austausch der Aminosäure Prolin zu Arginin, es handelt 
sich also um eine Missense-Mutation. Die Sequenz ist in Abb. 10 abgebildet, in 
Tab. 28 sind die Beurteilung der Pathogenität und die MAF dargestellt, in Tab. 
29 die Konservierungsanalyse. 
 

 
Abbildung 10: Sequenzausschnitt von NUS1 Exon 2 um die Variante p.P169R (het.) 
 
 
Tabelle 28: Beurteilung der Pathogenität von Variante p.P169R und Darstellung ihrer Minor Allele Frequency 
(MAF) 
Prädiktion der Pathogenität   Frequenz   
Programm Beurteilung Kohorte MAF 
Mutationtaster Polymorphism untersuchte Kohorte  0.006 
PROVEAN Neutral (-2.31) gnomAD  0.002 
SIFT tolerated AMP-PD  case  0.0004 
Polyphen2 benign AMP-PD  control  0.0003 
CADD 19,26     

Quelle: eigene Darstellung 
 
 
 
 

Die Variante ist mit einem Pfeil markiert. A: Adenin, C: Cytosin, G: Guanin, T: Tyrosin    
Quelle: eigene Darstellung 
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Tabelle 29:  Konservierungsanalyse der Aminosäure P an Pos. 169 
Spezies Aminosäure 
Homo sapiens P 
Variante R 
Pan troglodytes P 
Macaca mulatta P 
Felis catus P 
Equus caballus P 
Suricata suricatta P 

P: Prolin, R: Arginin 
Quelle: eigene Darstellung 
 
5.4 Zusammenfassung der Ergebnisse 
Von den 259 untersuchten Patienten, deren Erkrankung über autosomal-
dominante Vererbung zu erklären sein könnte, wiesen insgesamt 19 (7,3 %) 
Exonvarianten des Gens UQCRC1 auf. Bei 15 davon handelte es sich um den 
Polymorphismus p.R269H, der in einer Kontrollkohorte noch prävalenter war. Die 
Signifikanz der anderen detektierten Varianten p.N301S, p.E435K und p.G312S 
bleibt zu diskutieren. 
Des Weiteren fanden sich zwei Varianten in der UTR und eine in einem Intron. 
Die von Lin et al. beschriebenen Varianten c.941A>C (p.Y314S), c.931A>C 
(p.I311L), c.70-1G>A und c.73_74insG, p.A25Gfs*27 konnten in dieser Kohorte 
nicht gefunden werden. 
Unter den 84 untersuchten Patienten mit negativer Familienanamnese und 
jungem Erkrankungsalter trug einer (1,2 %) eine exonische Variante des Gens 
NUS1, p.P169R, welche in der bioinformatischen Bewertung der Pathogenität als 
benigne eingestuft wurde. 
Keine der zahlreichen von Guo et al. beschriebenen de novo Varianten war in 
diesem Patientenkollektiv vertreten. 
Alle detektierten Varianten waren heterozygot.  
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6 Diskussion 
6.1 Diskussion der Methodik 
6.1.1 Diagnosesicherheit 
Die Diagnose des Parkinson-Syndroms bei den Patienten der ausgewählten 
Kohorten wurde klinisch gestellt und bei keinem der Patienten histopathologisch 
gesichert, da zum Zeitpunkt der Studie niemand verstorben war. 
Die Diagnosestellung erfolgte durch eine ärztliche Untersuchung nach den 
Kriterien der Movement Disorder Society, jedoch variiert die Diagnosesicherheit 
je nach Erfahrung und Expertise des Untersuchers sowie Krankheitsdauer und 
Alter des Patienten zum Zeitpunkt der Untersuchung zwischen 75 % und 95 % 
(Postuma et al., 2015). 
 
6.1.2 Kriterien für die Kohorte von UQCRC1 
Bei der Auswahl der Patienten für die Kohorte der Untersuchung von UQCRC1 
wurde keine untere Altersgrenze für das Erkrankungsalter festgelegt, es sind also 
auch early-onset-Patienten in dem Kollektiv enthalten, obwohl ein möglicher 
Zusammenhang zwischen UQCRC1-Varianten und MP initial bei late-onset-
Patienten beschrieben wurde (Lin et al., 2020b). Da die Studienlage zu diesem 
Thema zum aktuellen Zeitpunkt aber noch unzureichend ist, wurde entschieden 
Patienten jeglichen Erkrankungsalters bis zu einer Grenze von 75 Jahren zu 
untersuchen. 
Diese obere Grenze wurde gewählt, da die Prävalenz von MP mit dem Alter steigt 
und in der Bevölkerung zwischen 75 und 84 Jahren bereits bei ca. 3,1 % liegt (de 
Rijk et al., 1995). Ein hohes Erkrankungsalter schließt eine genetische 
Komponente bei der Ätiologie zwar nicht aus, ihre Effektstärke wird dann aber 
als gering eingestuft (die Odds Ratio ist für Common Variants <1,5) und moduliert 
das Erkrankungsrisiko wahrscheinlicher als tatsächlich kausal zu sein (Cherian 
and Divya, 2020). 
 
Da Patienten mit einem vermutlich autosomal-dominanten Vererbungsmuster 
untersucht werden sollten, wurden nur solche mit mindestens einem betroffenen 
Verwandten ersten Grades eingeschlossen (Klein and Westenberger, 2012). 
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Dies berücksichtigt nicht die möglicherweise unvollständige Penetranz (Shieh, 
2019), die zum Überspringen der Erkrankung von Generationen führen kann, es 
wurden also vermutlich nicht alle in der Biobank verfügbaren Patienten mit 
potentiell autosomal-dominant  vererbtem MP untersucht.  
Da das Überspringen von Generationen allerdings besonders für autosomal-
rezessive Vererbungsmuster typisch ist (Klein and Westenberger, 2012), weniger 
für autosomal-dominante, wurde auf den Einschluss solcher Patienten in die 
Studie verzichtet.  
Hinzu kommt, dass nicht bei allen in die Biobank aufgenommenen Patienten eine 
Familienanamnese erhoben worden war, wodurch in diesen Fällen keine 
Rückschlüsse auf das Vererbungsmuster und somit kein Einbezug in die Studie 
möglich waren. 
Des Weiteren wurde bei den Patienten das Vorliegen bekannter pathogener 
Varianten der Gene LRRK2, GBA, PRKN, PINK1 oder PARK7 untersucht, auf 
Grund der Vielzahl an bekannten und bis dato unbekannten Genen mit einem 
Einfluss auf die Ätiologie von Morbus Parkinson ist diese Untersuchung 
allerdings unvollständig und bedeutet nicht, dass keine andere genetische 
Ursache für die Erkrankung vorliegen könnte. Aus Gründen der technischen 
Umsetzbarkeit und des finanziellen Aufwands wurde daher entschieden, die 
Untersuchung zum Ausschluss bekannter genetischer Ursachen auf die 
genannten, häufig ursächlichen Gene zu beschränken. 
 
Was die Größe der Kohorte betrifft, so ist eine möglichst große Kohorte bei 
seltenen Varianten wünschenswert, da mit der Anzahl der Patienten die 
Wahrscheinlichkeit steigt, solche seltenen Varianten zu detektieren. Auf Grund 
der oben beschriebenen Kriterien war die einbezogene Anzahl Patienten die mit 
den zur Verfügung stehenden Daten und Proben maximal mögliche Anzahl für 
die vorliegende Arbeit. Mit den Datenbanken gnomAD und AMP-PD bestand 
zudem Zugriff auf das Genom von über 140.000 gesunden Kontrollen sowie mehr 
als 1600 weiteren Parkinsonpatienten, so dass die eigenen Resultate in einen 
größeren Kontext gesetzt werden können. 
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Unterschiede zu der Kohorte von Lin et al. sind etwa die Größe der Kohorte, die 
bei Lin et al. 699 nicht verwandte Parkinsonpatienten mit autosomal-dominantem 
Parkinson-Syndrom und 1.934 Patienten mit sporadischem MP sowie insgesamt 
2.594 gesunde Kontrollen umfasst. Das hier untersuchten Kollektiv umfasst 259 
Probanden mit mutmaßlich autosomal-dominant verebtem MP, in der AMP-PD 
Kohorte sind 1.050 Kontrollpersonen und 1.647 Parkinsonpatienten enthalten, 
bei denen hinsichtlich einer möglichen Vererbung nicht weiter differenziert wurde. 
Außerdem unterscheidet sich die Ethnie der untersuchten Kollektive: während 
Lin et al. ausschließlich taiwanesische, koreanische und japanische Probanden 
betrachteten, sind die Probanden der vorliegenden Arbeit alle europäischer (nicht 
finnischer) Abstammung. Was das Erkrankungsalter der Patienten betrifft, so 
liegt dieses in den drei primär untersuchten Indexfamilien von Lin et al. zwischen 
40 und 60 Jahren, bei den 259 hier untersuchten Probanden bei unter 75 Jahren.  
Zudem schlossen Lin et al. bekanntermaßen pathogene Varianten von insgesamt 
40 Genen aus, in der vorliegenden Studie wurden solche Varianten bei 
insgesamt fünf Genen ausgeschlossen. 
 
6.1.3 Kriterien für die Kohorte von NUS1 
Für die Untersuchung des Gens NUS1 sollten Patienten mit einem jungen 
Erkrankungsalter (early onset) berücksichtigt werden, die keine betroffenen 
Verwandten haben und deren krankheitsverursachende genetische Variante 
daher de novo sein könnte.  
Hierbei ergab sich das Problem, dass der Begriff „early onset“ nicht einheitlich 

definiert ist, so sind beispielsweise bei Cherian und Divya Patienten mit einem 
Erkrankungsalter von unter 50 Jahren gemeint (Cherian and Divya, 2020), bei 
Quinn et al. Patienten mit einem Erkrankungsalter von unter 40 Jahren (Quinn et 
al., 1987). 
Für die vorliegende Studie wurde ein Erkrankungsalter von unter 40 Jahren 
gewählt. 
Bei de novo Varianten gibt es die Schwierigkeit, dass für ein definitives 
Feststellen des Neuauftretens der Variante Trios, das heißt der Patient und beide 
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Elternteile, genetisch untersucht werden müssen und auch eine genetische 
Bestätigung der tatsächlichen Elternschaft erforderlich ist (Richards et al., 2015). 
In Ermangelung der Verfügbarkeit wurde darauf verzichtet, nur Patienten bei 
denen genetisches Material beider Eltern vorlag einzuschließen. 
Da alle Patienten zum Zeitpunkt der Studie noch am Leben waren und ihr 
Einverständnis gegeben haben gegebenenfalls kontaktiert zu werden, hätte eine 
genetische Untersuchung der Eltern im Falle interessanter 
Untersuchungsergebnisse eventuell noch im Nachgang erfolgen können. 
 
Unterschiede zu der Kohorte von Guo et al. gibt es beispielsweise in der Hinsicht, 
dass von den dort untersuchten 39 jung erkrankten Indexpatienten auch beide 
Eltern sowie insgesamt 20 nicht betroffene Geschwister genetisch untersucht 
wurden. Die vorliegende Studie beschränkt sich aus oben genannten Gründen 
auf die Indexpatienten. Guo et al. untersuchten die bei den 39 de novo Patienten 
identifizierten Kandidatengene in zwei weiteren Kohorten, die insgesamt 5.089 
Patienten (durchschnittliches Erkrankungsalter 48,75 ± 12,50 Jahre in Kohorte 1 
beziehungsweise 58,05 ± 10,10 Jahre in Kohorte 2) und 4.423 Kontrollen 
umfassten, von den hier detektierten 26 Trägern von seltenen Varianten des 
Gens NUS1 wurden jedoch bei den meisten die Eltern nicht mit untersucht, so 
dass kein Rückschluss auf das Neuauftreten der Varianten möglich ist. Das 
Erkrankungsalter liegt bei den Indexpatienten von Guo et al. bei unter 35 Jahren, 
in der vorliegenden Studie bei unter 40 Jahren. 
Während Guo et al. das Vorliegen bekanntermaßen pathogener Varianten von 
20 verschiedenen Genen ausschlossen, sind es in der vorliegenden Studie fünf 
Gene. 
 
6.1.4 Labormethoden 
Alle Arbeiten im Labor wurden unter Einhaltung strenger Hygiene- und 
Sauberkeitsregeln durchgeführt, zudem wurde stets eine Negativkontrolle 
mitgeführt, um eventuelle Kontaminationen zu detektieren. 
Alle Arbeitsschritte erfolgten nach einem festgelegten Protokoll, um die 
Bedingungen zu standardisieren und Zufallsvariablen zu reduzieren. 
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Bei der Durchführung der PCR wurden die Reaktionsbedingungen für jeden 
Primer separat etabliert und optimiert, um möglichst spezifische Produkte zu 
erhalten. 
Zur Bestimmung der Sequenzen wurde die Sequenzierung nach Sanger (Sanger 
et al., 1977) angewendet, die den Goldstandard darstellt (McCourt et al., 2013). 
Stets wurden der Forward- und der Reverse-Strang separat sequenziert, so dass 
alle detektierten Varianten zunächst im komplementären Strang validiert wurden. 
Zudem wurden, um eine möglichst hohe Genauigkeit zu erzielen, alle detektieren 
Varianten falls vorhanden in einer zweiten DNS-Probe validiert, lag keine zweite 
Probe vor so wurde die erste Probe nochmals untersucht.  
 
6.1.5 Auswertung 
Die Auswertung der Sequenzen und der Abgleich mit der Referenzsequenz 
erfolgte für alle Proben manuell, so dass auch heterozygote Varianten zielsicher 
erkannt wurden. 
Um die Wahrscheinlichkeit zu reduzieren, dass Varianten übersehen oder falsch 
gedeutet werden, wurden alle Sequenzen durch eine erfahrene medizinisch-
technische Assistentin ein zweites Mal ausgewertet. 
Es ist also davon auszugehen, dass die bestimmten Sequenzen den 
tatsächlichen Genotyp des jeweiligen Patienten widerspiegeln. 
 
In dieser Studie wurden alle codierenden Exons sowie jeweils 20 bp des Introns 
vor und nach jedem Exon beurteilt. 
Varianten, die sich an einer anderen Stelle des Introns befinden, wurden somit 
nicht detektiert. Sogenannte Deep Intronic Variations, die sich 100 bp oder mehr 
vom Exon entfernt finden, wurden beispielsweise als mögliche Ursache für die 
Niemann-Pick-Krankheit Typ C1 (Rodríguez-Pascau et al., 2009) oder die 
Muskeldystrophie Typ Duchenne (Takeshima et al., 2010) beschrieben. Es ist 
daher denkbar, dass intronische Varianten der Gene UQCRC1 und NUS1, die 
hier nicht erfasst wurden, eine Rolle bei der Entstehung von MP spielen. 
Dennoch wurde im Rahmen dieser Studie auf Grund von Kosten-Nutzen-
Abwägungen entschieden, die Introns nicht zu untersuchen, da dies auf Grund 
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der Länge von Introns, die circa ein Zwanzigfaches der Exonlänge beträgt (Vaz-
Drago et al., 2017), sehr aufwändig gewesen wäre und in Anbetracht der wenigen 
Hinweise in der Literatur auf einen Zusammenhang mit MP wenig zusätzliche 
Informationen versprach.  
Hinzu kommt, dass viele Datenbanken wie das hier verwendete gnomAd v2.1.1 
überwiegendst Exomdaten enthalten und daher ein sinnvoller Vergleich der MAF 
erschwert gewesen wäre. 
 
6.1.6 Vorhersageprogramme 
Die verwendeten Vorhersageprogramme MutationTaster, SIFT, PROVEAN und 
PolyPhen-2 legen in Ihrer Bewertung der Varianten unterschiedliche 
Schwerpunkte: der Fokus von MutationTaster sind die Proteinstruktur 
und -funktion sowie die evolutionäre Konservierung, bei SlFT ist es die 
evolutionäre Konservierung, bei PROVEAN eine Bewertung der Ähnlichkeit der 
Variantensequenz und der homologen Proteinsequenz und bei PolyPhen-2 sind 
die Schwerpunkte ebenfalls die Proteinstruktur und -funktion sowie die 
evolutionäre Konservierung (Richards et al., 2015). 
CADD1.6 vergleicht die Annotation von (nahezu) fixierten Allelen beim Menschen 
mit denen simulierter Varianten (Rentzsch et al., 2019). 
Solche in-silico-Tools sind bei der Bewertung bekanntermaßen pathogener 
beziehungsweise neutraler Varianten zu 65-80% akkurat (Thusberg et al., 2011) 
und tendieren eher dazu, die Pathogenität leicht zu überschätzen (Choi et al., 
2012). 
Insgesamt liegt bei in-silico-Analysen das Problem vor, dass die Sensitivität und 
Spezifität begrenzt ist (Thusberg et al., 2011). Dies ist unter anderem der 
Tatsache geschuldet, dass der Allelfrequenz bei diesen Analysen teils eine große 
Bedeutung beigemessen wird, die Allelfrequenzen jedoch bei ca. 85 % aller 
nichtsynonymen Varianten bei unter 0,005 liegt und pro Individuum mit 100-400 
solcher Varianten zu rechnen ist (Tennessen et al., 2012). 
 
Die Unterschiedlichkeit der zugrunde liegenden Algorithmen zeigt sich auch hier 
in den verschiedenen Vorhersagen der Programme für ein und dieselbe Variante. 
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Es ist daher nicht möglich, absolute Aussagen zur Pathogenität zu treffen, 
sondern lediglich durch die Kombination verschiedener Tools eine möglichst 
genaue Vorhersage zu generieren. 
Hinweise auf Pathogenität sind laut Richards et al. hierbei Varianten, die die 
Größe, Struktur und Funktion des Proteins beeinflussen, vor allem also 
Nonsense-, Frameshift- oder Splicing-Mutationen oder Deletionen. Bei 
Missense-Mutationen sind die biochemischen Eigenschaften der ursprünglichen 
und der neuen Aminosäure von Bedeutung, da sie die Tertiärstruktur des 
Proteins beeinflussen. Auch die Position der betroffenen Aminosäure im fertigen 
Protein spielt eine Rolle, ist die funktionelle Domäne betroffen so ist die 
Wahrscheinlichkeit für Pathogenität erhöht. 
Evolutionär hohe Konservierung einer Aminosäure spricht für einen aus ihr 
resultierenden Selektionsvorteil; betrifft eine Variante eine solche Aminosäure ist 
dies ein Hinweis auf mögliche Pathogenität. 
Auch die Allelfrequenz in einer Referenzpopulation dient als Anhaltspunkt für die 
Klassifikation von Varianten, ist die MAF eines Allels größer als 5 % so ist dies 
ein starker Indikator für Benignität (Richards et al., 2015).  
 
6.2 Diskussion der Ergebnisse 
6.2.1 UQCRC1 
6.2.1.1 Varianten der Lin et al. Studie 
Die von Lin et al. beschriebenen, hier gesuchten exonischen Missense-Varianten 
c.941A>C (p.Y314S) und c.931A>C (p.I311L) sowie die intronische Variante 
c.70-1G>A und die sie in der Studie von Lin et al. begleitende (konkomittierende) 
Insertion c.73_74insG (p.A25Gfs*27) konnten in der untersuchten Kohorte nicht 
gefunden werden. 
Die Missense-Mutation p.Y314S wurde ursprünglich in einer taiwanesischen 
Familie detektiert, in der fünf Mitglieder von einem spät beginnenden Parkinson-
Syndrom mit Polyneuropathie und gutem Ansprechen auf Levodopa betroffen 
waren. Fünf gesunde Familienmitglieder wurden ebenfalls genetisch untersucht; 
die Variante p.Y314S cosegregierte mit der Erkrankung (Lin et al., 2020a). 
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Diese Variante, p.Y314S, ist in der gesamten gnomAD Datenbank, die insgesamt 
141.456 Individuen umfasst, weder hetero- noch homozygot in einer der 
betrachteten Populationen vertreten. In der AMP-PD-Kohorte ist sie ebenfalls 
nicht beschrieben. Auch bei insgesamt 2.595 taiwanesischen und japanischen 
gesunden Kontrollen war die Variante nicht präsent (Lin et al., 2020b). 
In der Studie von Senkevich et al. (Senkevich et al., 2020) wurde die Variante 
p.Y314S weder in der AMP-PD Kohorte noch in der Kohorte des IPDGC 
detektiert, wobei diese beiden europäischen Kohorten insgesamt über 16.000 
Fälle und über 18.000 Kontrollen europäischen Ursprungs inkludierten. 
Die Frequenz dieser Variante ist daher als sehr selten anzunehmen, womit es 
wenig überraschend ist, dass sie bei keinem der untersuchten Probanden der 
vorliegenden Studie zu finden war.  
Der CADD-Score für diese Variante liegt bei 27,1. 
Eine denkbare Erklärung dafür, dass p.Y314S in der taiwanesischen Familie bei 
fünf Parkinsonpatienten heterozygot auftrat, nicht aber bei ihren fünf gesunden 
Verwandten, wäre auch dass diese Variante nicht ursächlich für den Morbus 
Parkinson, wohl aber für die Polyneuropathie ist. Zudem könnte es sich um eine 
sehr seltene, atypische Form des Morbus Parkinson handeln, dessen genetische 
Grundlage sich von typischen Formen des MP unterscheidet. 
Die fünf Indexpatienten erkrankten im Alter zwischen 42 und 62 Jahren an MP; 
vier von ihnen erkrankten in ihrem dritten Lebensjahrzehnt an einer an der 
distalen unteren Extremität beginnenden Polyneuropathie (Lin et al., 2020b). Des 
Weiteren ist zu beachten, dass bei einem Teil der betroffenen Familienmitglieder 
auch die Variante p.D555N des Gens CLCN6 detektiert wurde. Varianten dieses 
Gens, welches für den späten endosomalen Cl-/H+-Austauscher CIC-6 codiert, 
sind unter anderem assoziiert mit dem Vorhandensein von früh beginnender 
Neurodegeneration (Polovitskaya et al., 2020). Denkbar wäre also auch, dass 
diese CLCN6-Variante allein oder in Zusammenspiel mit der UQCRC1-Variante 
eine Rolle in der Ätiologie des Krankheitsbildes der Betroffenen spielt. 
 
Die Variante p.I311L, die bei zwei betroffenen taiwanesischen Brüdern mit 
Tremor-dominantem MP gefunden wurde, ist ebenfalls bei keinem der 141.456 
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Individuen der gnomAD Datenbank beschrieben, ebenso wenig in der AMP-PD 
Datenbank oder der taiwanesisch-koreanischen Kontrollgruppe. Der CADD-
Score dieser Variante beträgt 16,87. 
 
Auch die Insertion c.73_74insG (p.A25Gfs*27), die im Indexfall konkomittierend 
mit der Intronvariante c.70-1G>A auftrat und laut Vorhersage zu alternativem 
Splicing führt, ist in keiner der Datenbanken gelistet und damit in der 
Referenzkohorte sehr selten. 
 
Die Tatsache, dass keine der von Lin et al. beschriebenen Varianten in der 
gnomAD- oder AMP-PD-Kohorte gefunden wurde, könnte auf ethnisch bedingte 
Unterschiede im Genom zurückzuführen sein.  
Während Lin et al. ostasiatische Patienten aus Taiwan und Japan untersuchten, 
sind von den 141.456 Individuen der non-neuro-Kohorte von gnomAD lediglich 
7.486 ostasiatischer Abstammung, das Kollektiv AMP-PD und das hier 
untersuchte Kollektiv betrachten ausschließlich europäische Patienten. 
Zwar sind die Varianten auch in der taiwanesischen Kontrollgruppe nicht zu 
finden, dies wäre bei Varianten mit beispielsweise einer MAF <0,0001 % aber bei 
einer Kohortengröße von 2.595 bzw. 7.486 Individuen auch nicht unbedingt zu 
erwarten gewesen.  
In einer europäischen beziehungsweise deutschen Kohorte scheinen die 
Varianten c.941A>C (p.Y314S), c.931A>C (p.I311L), c.70-1G>A und 
c.73_74insG (p.A25Gfs*27) daher gemäß der Frequenz in der AMP-PD-
Parkinson-Kohorte und der eigenen Ergebnisse keine bedeutende Rolle bei der 
Entstehung von typischem MP zu spielen. 
 
6.2.1.2 p.R269H 
Durch die Substitution G>A an Pos. 806 der codierenden DNS (rs62618742) 
kommt es zum Austausch der Aminosäure Arginin durch Histidin. 
Beide Aminosäuren gehören zu den basischen Aminosäuren und liegen unter 
physiologischen Bedingungen protoniert vor. Da Histidin jedoch einen niedrigen 
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pKs Wert von 6,5 besitzt, liegt es nur zum Teil protoniert vor. Arginin hingegen 
hat einen pKs Wert von 12,5 und ist vollständig protoniert (Horn, 2015).  
Aminosäuren mit unterschiedlichen biochemischen Eigenschaften haben, wenn 
sie gegeneinander ausgetauscht werden, meist größeren Einfluss auf das fertige 
Protein da sie dessen Tertiärstruktur und Funktion stärker beeinflussen können 
(Ng and Henikoff, 2006). 
Es gibt allerdings auch Fälle, in denen die Substitution der biochemisch recht 
ähnlichen Aminosäuren Arginin durch Histidin die Funktion des Proteins 
beeinflusst (Barbetti et al., 1990).  
Die Aminosäure an Position 269 ist innerhalb des Proteins zwischen einem Beta-
Faltblatt und einer Helix lokalisiert.  
 
Bei Betrachtung der 15 Variantenträger des Kollektivs ergibt sich ein heterogenes 
Bild: das Erkrankungsalter liegt zwischen 38 und 67 Jahren, es sind zehn 
männliche und fünf weibliche Personen darunter und während einige an 
zusätzlichen nicht motorischen Symptomen leiden, sind bei anderen keine 
derartigen Beschwerden dokumentiert. Eine auffällige Ähnlichkeit was das 
Erkrankungsalter, Geschlecht oder den Phänotyp betrifft kann daher nicht 
festgestellt werden. 
 
Diese Variante ist mit einer MAF von 0,026 in der gnomAD-Kohorte eine häufige 
Variante in der europäischen nicht-finnischen Bevölkerung. 
Während sie in dem hier untersuchten Kollektiv eine MAF von 0,029 hat, liegt 
diese in der regional ähnlichen, geschlechtsangepassten neurologisch gesunden 
Kontrollgruppe sogar bei 0,035. Damit beträgt die OR 0,82 bei einem 95 % 
Konfidenzintervall von 0,41 – 1,67 bei einem p-Wert von 0,29. 
Betrachtet man die untersuchte Kohorte und die gnomAD-Referenz, so liegt die 
Odds Ratio bei 1,12, das 95 % KI reicht von 0,67-1,89 mit einem p-Wert von 0,67, 
der Unterschied ist somit nicht statistisch signifikant. 
In der Fall- und Kontrollgruppe des AMP-PD gibt es keinen Unterschied in der 
MAF dieser Variante. 
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Die Bewertung durch die Vorhersageprogramme fällt uneinheitlich aus; so 
beurteilen MutationTaster und PROVEAN (Score -4,48; bei einem Cut-off von          
-4,1 beträgt die Sensitivität 57,6 % und die Spezifität 90,3 % (Choi and Chan, 
2015)) die Variante als pathogen, PolyPhen2 als eventuell pathogen und SIFT 
(Score 0,162; Cut-off bei 0,05) als benigne.  
Der CADD-Score beträgt 18,89. 
Zum aktuellen Zeitpunkt (04/21) gibt es keine Publikationen und keinen Eintrag 
in ClinVar über diese Variante. 
 
Auch wenn einige der verwendeten in-silico-Methoden die Variante als pathogen 
einstufen und die hohe Konservierung der Aminosäure Arginin an dieser Position 
bei den ausgewählten Spezies einen krankheitsverursachenden Effekt vermuten 
lassen, so scheint es in Zusammenschau mit der Allelfrequenz doch sehr 
unwahrscheinlich, dass diese Variante ursächlich für das Parkinson-Syndrom ist. 
Auch ein modulierender Effekt, der die Erkrankungswahrscheinlichkeit 
gemeinsam mit anderen Faktoren erhöht, scheint nicht vorzuliegen da die 
Variante in der hier untersuchten gesunden Kontrollgruppen sogar noch etwas 
prävalenter ist und auch im Vergleich mit den öffentlichen Datenbanken kein 
signifikanter Unterschied in der Frequenz besteht.  
 
6.2.1.3 p.N301S 
Bei der Variante p.N301S führt ein Austausch der Base Adenin durch Guanin an 
Position 902 der codierenden DNS zum Austausch der Aminosäure Asparagin 
durch Serin (rs144710790). 
Während es sich bei Asparagin um ein ungeladenes Amid handelt, ist Serin eine 
polare aber unter physiologischen Bedingungen neutrale Aminosäure (Horn, 
2015), bezüglich ihrer Polarität unterscheiden sich die beiden Aminosäuren also 
in vivo nicht. 
Innerhalb des Proteins befindet sich die Aminosäure in einer Helix. 
 
In der untersuchten Kohorte tritt die Variante bei einem Patienten auf, welcher 
von einem early-onset Parkinson-Syndrom betroffen ist und besonders starke 
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Wirkungsfluktuationen unter der Therapie aufweist. Ca. 20 Jahre nach 
Erstmanifestation befindet er sich im Hoehn und Yahr Stadium IV, die 
Familienanamnese ist mit 6 Betroffenen innerhalb dreier Generationen hoch 
positiv und spricht klar für ein autosomal-dominantes Vererbungsmuster. 
Da die Familie in Griechenland lebt, war es nicht möglich, diese klinisch oder 
molekulargenetisch zu untersuchen. 
Der Patient ist zudem Träger der Variante p.V380L im PRKN Gen, diese wurde 
jedoch als nicht pathogen eingestuft. 
Die Sequenzierung aller Exons des Gens GBA und der Exons 24, 27, 30, 31, 35, 
40 und 41 des Gens LRRK2 zeigte den Wildtyp. Die Sequenzierung aller Exons 
des Gens PINK1 zeigte die Varianten c.388-7A>G hom, c.960-5G>A hom, 
c.*37A>T hom sowie p.N521T hom, von denen keine als pathogen eingestuft 
wurde. Auch wurden alle Exons des Gens PRKN sowie dessen Gendosis 
untersucht, es zeigte sich die Variante p.V380L die ebenfalls als nicht pathogen 
eingestuft wurde. 
 
Die MAF dieser Variante ist mit 0,002 in der untersuchten Kohorte halb so groß 
wie in der Referenzkohorte gnomAD mit 0,004. In der gnomAD-Kohorte sind 
hierbei 440 heterozygote und ein homozygoter Träger der Variante unter den 
rund 141.000 untersuchten Individuen. 
Die OR beträgt hier 0,45, das 95 % KI liegt bei 0,063-3,21 mit einem p-Wert von 
0,73. Der Unterschied ist somit statistisch nicht signifikant. 
In der AMP-PD-Kohorte liegt die Frequenz bei den Parkinsonpatienten ebenfalls 
bei 0,004, bei Kontrollen hingegen bei 0,002. 
Diese abweichenden Ergebnisse lassen sich zum einen durch fehlende Relevanz 
der Variante in der Ätiologie des Parkinson-Syndroms erklären, zum anderen ist 
die Allelfrequenz so niedrig, dass sie bei der vorliegenden Kohortengröße der 
Parkinsonpatienten wenig aussagekräftig ist, da einzelne Fälle stark ins Gewicht 
fallen und das Ergebnis leicht verzerren können. 
 
Die Vorhersage der Programme ist überwiegend, dass diese Variante keine 
pathogenen Auswirkungen hat. So liegt etwa der PROVEAN-Score bei -2,02 
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(Cut-off -2.5 für 78,6 % Spezifität und 80,4 % Sensitivität) und der CADD-Score 
ist mit 12,26 der niedrigste der hier detektierten UQCRC1 Varianten. 
In den untersuchten Spezies ist die Aminosäure Asparagin an dieser Position 
konserviert. 
Zum aktuellen Zeitpunkt (04/21) gibt es keine Publikationen und keinen Eintrag 
in ClinVar über diese Variante. 
 
Insgesamt legen die Ergebnisse nahe, dass die Variante p.N301S bei dem 
beschriebenen Patienten nicht ursächlich für dessen Parkinsonerkrankung ist. 
Das häufige Auftreten der Erkrankung in der Indexfamilie und die Tatsache, dass 
alle drei Generationen betroffen sind, lässt eine hohe Penetranz der ursächlichen 
Mutation vermuten. 
Das ist nicht zu vereinbaren mit der Tatsache, dass sich die MAF in großen 
Kohorten bei Fällen und Kontrollen nicht oder nur minimal unterscheidet, zudem 
sprechen die Vorhersagen der Programme gegen eine Pathogenität. 
Das Krankheitsbild und die Familienanamnese des Patienten lassen sich von den 
bereits bekannten parkinsonverursachenden Genen am ehesten mit einer 
Variante des Gens SNCA in Einklang bringen. 
 
6.2.1.4 p.G312S 
Bei der Variante p.G312S kommt es durch Basensubstitution posttranslational zu 
einem Austausch der Aminosäure Glycin durch Serin. 
Glycin ist die einfachste proteinogene Aminosäure und besitzt eine apolare, 
lipophile Struktur.  
Serin dagegen zählt auf Grund der Hydroxygruppe in der Seitenkette zu den 
polaren Aminosäuren, ist jedoch ebenfalls neutral da sie nicht ionisiert vorliegt 
(Horn, 2015). 
Auf Ebene der Tertiärstruktur ist die Aminosäure an Position 312 zwischen zwei 
Helices lokalisiert. 
Hervorzuheben ist, dass es sich hier um die Aminosäure handelt, die der von Lin 
et al. beschriebenen Variante p.I311L direkt benachbart ist und sich nur eine 
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Aminosäure entfernt von der ebenfalls beschriebenen Variante p.Y314S 
befindet. 
Die neue Aminosäure Serin, die sich dann jeweils an Position p.312 
beziehungsweise p.314 befindet, ist bei beiden Varianten identisch. 
Sollte es sich bei der betroffenen Region des Proteins also um eine funktionelle 
Domäne handeln, so könnte die räumliche und biochemische Ähnlichkeit der 
Varianten auf eine ähnliche Auswirkung hindeuten. 
In der untersuchten Kohorte fand sich ein Patient mit dieser Variante, er leidet an 
einem linksbetonten Parkinson-Syndrom vom Äquivalenztyp mit begleitenden 
autonomen Symptomen und gutem Ansprechen auf Levodopa. Seine Mutter war 
ebenfalls an Morbus Parkinson erkrankt. 
Das Erkrankungsalter ist mit 56 Jahren ähnlich wie bei den Patienten von Lin et 
al. (40-60 Jahre), anders als bei den Trägern der Variante p.Y314S ist bei diesem 
Indexpatienten jedoch keine Polyneuropathie bekannt. 
Die beiden bis dato gesunden Söhne konnten ebenfalls molekulargenetisch 
untersucht werden, einer der beiden Söhne ist ebenfalls Träger der Variante 
p.G312S. 
Die Söhne waren zum Zeitpunkt der Studie 39 und 42 Jahre alt und damit etwa 
15 Jahre jünger als ihr Vater zum Zeitpunkt seines Erkrankungsbeginns gewesen 
ist. Es lässt sich daher keine absolute Aussage zur Cosegregation der Variante 
mit der Erkrankung in der Familie machen, da nicht beurteilt werden kann, ob die 
beiden Söhne später in ihrem Leben noch am Parkinson-Syndrom erkranken 
werden. Eine Verlaufsbeobachtung der beiden Söhne wäre daher von Interesse. 
Sollte der Träger das Variante ebenso wie sein Vater an MP erkranken, so wäre 
dies ein Indiz für einen Zusammenhang zwischen Genotyp und dem Auftreten 
der Erkrankung. Eine Erkrankung des Bruders, der nicht Träger der Variante ist, 
würde die Hypothese hingegen schwächen. 
 
Diese Variante ist von den detektierten die Einzige, die von allen 
Vorhersageprogrammen als pathogen eingestuft wird. Der PROVEAN-Score 
liegt bei -5,97, womit die Variante mit einer Sensitivität von 57,6 und einer 
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Spezifität von 90,3 als pathogen bewertet wird. Der hohe CADD-Score ist mit 36 
sehr hoch und der höchste der hier detektierten Varianten. 
Die MAF ist in der untersuchten Kohorte mit 0,002 doppelt so hoch wie in der 
gnomAD-Referenzkohorte.  
Die OR beträgt daher 2,21 mit einem 95 % KI von 0,31-15,93 bei einem p-Wert 
von 0,37. Der Unterschied ist somit statistisch nicht signifikant. 
Gleiches zeigt sich in den beiden Gruppen des AMP-PD, in der die Variante mit 
einer MAF von 0,001 bei den Parkinsonpatienten und mit einer MAF von 0,0005 
bei den gesunden Kontrollen vertreten ist. 
 
In den untersuchten Spezies ist die Aminosäure Glycin an dieser Position 
konserviert. 
 
Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass diese Variante potenziell 
krankheitsverursachend sein könnte. Eine Verlaufsbeobachtung der 
Verwandtschaft, insbesondere der beiden Söhne des Patienten, könnte weiteren 
Aufschluss über die Bedeutung dieser Variante geben, ebenso wie eine 
Untersuchung in größeren Kohorten. 
 
6.2.1.5 p.E435K 
In der Kohorte sind je ein Mann und eine Frau Träger der Variante p.E435K, bei 
der es zu einem Austausch der Aminosäure Glutamin zu Lysin kommt. 
Beide Aminosäuren liegen bei physiologischem pH-Wert dissoziiert, d.h. geladen 
vor. Glutamin ist jedoch sauer, Lysin basisch (Horn, 2015). 
Die gegensätzliche Ladung der beiden Aminosäuren könnte die Struktur und 
Funktion des Proteins beeinträchtigen. So ist beispielsweise die Variante p.E46K 
des SNCA-Gens, bei der der gleiche Aminosäureaustausch erfolgt, als Ursache 
für das Parkinson-Syndrom und die DLB bekannt (Zarranz et al., 2004). 
 
Die Indexpatientin dieser Variante leidet seit ihrem 52. Lebensjahr an einem 
rechtsbetonten Parkinson-Syndrom vom Äquivalenztyp und befand sich acht 
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Jahre nach Erstmanifestation im Hoehn und Yahr Stadium II, Hinweise auf 
kognitive Defizite lagen damals nicht vor. 
Zu dem männlichen Patienten gibt es außer dem Erkrankungsalter von 58 Jahren 
keine näheren Informationen. 
 
Die MAF in dem untersuchten Kollektiv liegt bei 0,004, in der Referenzkohorte in 
gnomAD beträgt sie 0,002. Die Odds Ratio liegt daher bei 1,99 bei einem 95 % 
KI von 0,49-8,05 mit einem p-Wert von 0,27 und ist daher statistisch nicht 
signifikant. 
Auch in den beiden Gruppen des AMP-PD zeigt sich ein höhere MAF bei Fällen 
mit 0,003 als bei Kontrollen mit 0,001. 
Außer dem MutationTaster stufen alle Programme die Variante als benigne ein, 
der PROVEAN-Score liegt bei -0,35 und der CADD-Score bei 17,13. 
 
Gemeinsam betrachtet legen die Resultate nahe, dass kein monokausaler 
Zusammenhang zwischen der Variante p.E435K und der Entstehung von Morbus 
Parkinson besteht. Dennoch könnte es sich bei p.E435K um einen Risikofaktor 
handeln, der das Erkrankungsrisiko erhöht. 
 
6.2.1.6 Varianten außerhalb codierender Exons 
Es wurden zwei Varianten der Untranslated Region und eine intronische Variante 
gefunden: c.-11g>t, c.*4a>g und c.69+17a>g.  
Die intronischen Sequenzen und die UTR spielen eine Rolle bei der Bindung des 
Spleißosoms an die prä-mRNA und beeinflussen die Erkennung der 
entsprechenden Sequenz durch das Spleißosom. Eine veränderte intronische 
Sequenz kann somit zu alternativem Splicing führen und die Länge, 
Peptidsequenz und Funktion des fertigen Proteins beeinflussen. Sogenannte 
Splicing Regulatory Sequences, die als Enhancer oder Silencer fungieren, 
können auch mehrere hundert Nucleotide vor dem Exon liegen (Black, 2003).  
Varianten der intronischen Bindungsstelle für Splicing regulierende Proteine sind 
als Ursache für aberrantes Splicing und einige monogenetische Erkrankungen 
bekannt (Caminsky et al., 2014). 
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Alle diese Varianten haben laut HSFpro keinen signifikanten Einfluss auf die 
Splicing Signale. Daher ist eine entscheidende Rolle dieser Varianten in der 
Krankheitsentstehung als eher unwahrscheinlich zu interpretieren. 
 
6.2.2 Pathophysiologische Hinweise auf eine Assoziation von UQCRC1- 

Varianten mit Morbus Parkinson 
Wie in der Einleitung in Kapitel 2.1.7.2 beschrieben, ist der generelle 
Zusammenhang zwischen mitochondrialer Dysfunktion und der Entstehung von 
Morbus Parkinson schon lange Gegenstand der Forschung und scheint nach 
aktuellem Stand eine wichtige Rolle in der Pathogenese zu spielen (Grünewald 
et al., 2019). Eine der zentralen Aufgaben von Mitochondrien ist die Versorgung 
der Zelle mit ATP, welches über eine Reihe von Redoxreaktionen und den 
Aufbau eines elektrochemischen Gradienten in der sogenannten Atmungskette 
produziert wird.  
Das von UQCRC1 codierte Protein Ubiquinol-Cytochrom-C-Reductase-Core-
Protein I ist eine von insgesamt elf Untereinheiten des homodimeren Komplex III 
der mitochondrialen Atmungskette und in der inneren Mitochondrienmembran 
lokalisiert (Lin et al., 2020c). Komplex III interagiert direkt mit Komplex I, dessen 
Dysfunktion schon lange mit dem Auftreten von Parkinsonismus assoziiert wird 
(Langston et al., 1983) (Lopez-Fabuel et al., 2017). 
Komplex III ist neben Komplex I der hauptsächliche Entstehungsort von reaktiven 
Sauerstoffspezies in den Mitochondrien, seine physiologische Funktionen sind 
das Pumpen von Protonen in den Intermembranraum und die Übertragung von 
Elektronen von Ubiquinol auf Cytochrom c (Subramaniam and Chesselet, 2013) 
(Horn, 2015). 
Die in der Studie von Lin et al. von Varianten betroffene Aminosäuren I311 und 
Y314 spielen eine Rolle bei der Homodimerisation des Komplex III. 
In ihren Experimenten konnten Lin et al. zeigen, dass SH-SY5Y Neurone, die 
eine der beobachteten Varianten trugen, eine verkürzte Morphologie aufwiesen 
und eine wesentlich geringere Aktivität der Atmungskette sowie eine niedrigere 
Produktion von ATP zeigten. Im Gegenzug war die Produktion von ROS erhöht, 
insbesondere bei der Variante p.Y314S. 
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Knock-in-Drosophila zeigten altersabhängige lokomotorische Defekte, eine 
verkürzte Lebensspanne und einen Verlust dopaminerger Neurone. Knock-in-
Mäuse wiesen einen Phänotyp ähnlich dem der Indexpatienten auf mit einem 
schlurfenden Gangbild und Freezing-Phänomen, was sich unter der Gabe von 
Levodopa signifikant besserte. Auch in vivo zeigte sich ein Verlust dopaminerger 
Neurone sowie ein Rückgang des Durchmessers myelinisierter peripherer 
Neurone, was der Polyneuropathie der Indexpatienten entsprechen könnte (Lin 
et al., 2020a). 
Eine Akkumulation von alpha-Synuclein konnte in den Versuchen nicht 
beobachtet werden, diese ist jedoch auch nicht bei allen Formen des Parkinson-
Syndroms präsent. 
Die in vitro sowie in vivo Experimente von Lin et al. sind somit für sich genommen 
ein Indikator für eine pathophysiologischen Zusammenhang zwischen Varianten 
des Gens UQCRC1 und einem parkinsonähnlichen Phänotyp. Auch ist der 
generelle Zusammenhang zwischen dysfunktionalen Mitochondrien und der 
Entstehung von MP schon länger bekannt. 
Zum aktuellen Zeitpunkt sind allerdings nur mit Morbus Parkinson assoziierte 
Gene bekannt, deren Genprodukte die Funktion und Homöostase von 
Mitochondrien beeinträchtigen, nicht jedoch selbst Teil der Atmungskette sind 
(Cerri and Valente, 2020). 
Die extreme Rarität der von Lin et al. detektierten und experimentell untersuchten 
Varianten macht es jedoch schwer, weitere Parkinsonpatienten mit derselben 
Variante zu finden und bei diesen die Cosegregation mit der Erkrankung zu 
untersuchen und Genotyp-Phänotyp-Korrelationen herzustellen. Weder in der 
vorliegenden Arbeit noch in größeren Studien an europäischen und asiatischen 
Populationen konnte dieser Genotyp bisher identifiziert werden. In keiner 
anderen Studie ergab sich eine signifikante Korrelation von Varianten des Gens 
UQCRC1 mit der Entstehung von MP. 
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6.2.3 NUS1 
6.2.3.1 Varianten der Guo et al. Studie 
Von den insgesamt 12 Kandidatengenen, die Guo et al. untersuchten, war NUS1 
das einzige mit signifikant mehr seltenen SNVs bei Patienten (insgesamt 5.089 
Personen) als bei Kontrollen (insgesamt 4.423 Personen) (Patienten : Kontrollen 
6:0, p=0,03 in Kohorte 1, Patienten : Kontrollen 20:2, p=3,2E-4 in Kohorte 2) mit 
einer OR von 11,3. Keiner der insgesamt 26 von MP betroffenen Träger von 
Varianten des Gens NUS1 hatte eine bekanntermaßen pathogene Variante der 
Gene LRRK2, PARK2 (Parkin), PLA2G6, DNSJC13, GIGYF2, FBXO7, SYNJ1, 
HTRA2, EIF4G1, SNCA, DNSJC6, VPS35, ATP13A2, PINK1, PARK7 (DJ-1), 
UCHL1, RAB39B CHCHD2, VPS13C oder TMEM2301. 
 
Detektiert wurden die folgenden Varianten: p.I22F, p.I36M, p.I36T, p.K58N, 
p.R67G, p.R86L, p.A89S, p.G91C, p.I117M, p.N144K, p.L159I, p.D163H, 
p.Q209H, p.N233D, p.L240I, p.V264I sowie c.691+3dupA in der Splice Site und 
c.882+15 A>T in der 3‘ UTR. 
Die Variante c.691+3dupA wurde von Guo et al. weiter untersucht und führt zu 
irregulärem Splicing, bei dem 91 bp von Exon 3 übersprungen werden, und das 
eine signifikante Reduktion der NUS1 Expression in den Patienten im Vergleich 
zu Kontrollen zu bedingen scheint. 
Zu betonen ist an dieser Stelle, dass die Eltern der meisten der 26 Träger von 
potentiellen de novo Varianten zum Zeitpunkt der Studie bereits verstorben 
waren und nicht mehr untersucht werden konnten. 
Es kann also nicht abschließend beurteilt werde, ob es sich bei diesen Varianten 
überhaupt um neu aufgetretene Varianten handelt oder ob diese nicht auch bei 
gesunden Verwandten vorliegen. Des Weiteren waren die Patienten zu Beginn 
ihrer Erkrankung bereits im Durchschnitt 48,75 ± 12,50 Jahre alt in Kohorte 1 
beziehungsweise 58,05 ± 10,10 Jahre alt in Kohorte 2, womit es sich bei den 
meisten nicht mehr um einen frühen Erkrankungsbeginn handelt. Ein späterer 
Erkrankungsbeginn macht bei sporadischem MP einen Einfluss von 
beispielsweise Umweltfaktoren, bei denen auch die Expositionsdauer eine Rolle 
spielt, wahrscheinlicher. 



 85 

Keine der von Guo et al. detektierten seltenen Varianten des Gens NUS1 konnte 
in der vorliegenden Studie gefunden werden. Da diese Kohorte mit 84 Patienten 
allerdings vergleichsweise sehr klein ist, war dies nicht unbedingt zu erwarten. 
 
6.2.3.2 p.P169R 
Die einzige Variante, die bei den 84 Patienten des Kollektivs für die 
Untersuchung von NUS1 in dieser Arbeit detektiert wurde, ist p.P169R. 
Hierbei kommt es zur Substitution der apolaren Aminosäure Prolin durch das 
basische Arginin. 
 
Die Indexpatientin leidet seit ihrem 31. Lebensjahr an einem rechtsbetonten 
Parkinson-Syndrom, das gemeinsam mit einer starken dementiellen Entwicklung 
zu einer Pflegebedürftigkeit im Alter von 63 Jahren führte. Die Familienanamnese 
ist negativ. 
 
Diese Variante ist auch in der Datenbank ClinVar aufgeführt, wo sie bei einem 
Patienten mit einem angeborenen Defekt der Glykosylierung vom Typ Ia sowie 
einem Patienten mit geistiger Behinderung und Krampfanfällen beschrieben ist. 
 
Die MAF liegt in der untersuchten Kohorte bei 0,006, in gnomAD bei 0,002. 
Die OR ist demnach 2,64 mit einem 95 % KI von 0,37-19,018 bei einem p-Wert 
von 0,32 und ist statistisch nicht signifikant. 
Am ehesten zu erklären ist diese Differenz dadurch, dass die untersuchte 
Kohorte mit 84 Patienten sehr viel kleiner ist als die Referenzkohorte, so dass 
sich dieser Unterschied bei Untersuchung einer größeren Gruppe vermutlich 
relativieren würde.  
Die geringe Größe der Kohorte und die damit einhergehende niedrige statistische 
Power könnten umgekehrt allerdings auch bedingen, dass es tatsächlich einen 
Effekt gibt, der ohne eine größere Fallzahl statistisch nicht zu belegen ist. 
Auch in der Studie von Bustos et al., in der die europäischen Kohorten des AMP-
PD und IPDGC untersucht wurden, fand sich die Variante p.P169R in insgesamt 
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6 von 2.687 Fällen und in 5 von 1502 Kontrollen, woraus sich kein signifikanter 
Zusammenhang ergab (Bustos et al., 2020). 
 
Alle verwendeten Vorhersageprogramme stufen die Variante als benigne ein, der 
PROVEAN-Score liegt bei -2,31 und der CADD-Score bei 19,26. 
Die Aminosäure Prolin ist an dieser Position bei den betrachteten Spezies 
konserviert. 
 
Insgesamt besteht also kein Anlass zu der Annahme, diese Variante könnte 
einen Einfluss auf die Entstehung von Morbus Parkinson in der hier untersuchten 
Kohorte haben. 
Besonders der schwer betroffene Phänotyp der Indexpatientin mit begleitender 
Demenz und ihr junges Erkrankungsalter machen es sehr unwahrscheinlich, 
dass diese durchweg als benigne eingestufte Variante ursächlich für ihre 
Erkrankung ist.  
Bei der Patientin wurden bisher pathogene Varianten der Gene GBA, LRRK2, 
PINK1, PARK7 und PRKN ausgeschlossen. Ein junges Erkrankungsalter und 
eine dementielle Entwicklung sind jedoch auch etwa bei SNCA-Varianten wie 
p.A53T oder Multiplikationen bekannt, die bei Kaukasiern in weniger als 1 % der 
Fälle ursächlich für MP sind (Berg et al., 2005). Diese folgen einem autosomal-
dominanten Vererbungsmuster (Lill, 2016). Zwar sind bei der Indexpatientin 
keine weiteren Fälle in der Familie bekannt, jedoch könnte unvollständige 
Penetranz eine Erklärung hierfür sein. Die Penetranz von beispielsweise SNCA-
Duplikationen liegt etwa bei nur ca. 40 %, so dass diese auch ursächlich für 
scheinbar sporadische Fälle sein können (Schulte and Gasser, 2011). 
Eine Sequenzierung von SNCA könnte bei dieser Patientin also möglicherweise 
Aufschluss über die Ursache ihrer Erkrankung geben. 
 
6.3 Schlussfolgerung 
Die eingangs gestellten Leitfragen können unter Berücksichtigung der 
vorliegenden Resultate wie folgt beantwortet werden: 
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Die Ergebnisse der vorliegenden Studie geben keinen eindeutigen Hinweis auf 
einen kausalen Zusammenhang von Varianten des Gens UQCRC1 mit der 
Entstehung des Parkinson-Syndroms. Es wurden keine Varianten identifiziert, die 
in den untersuchten Patientenkohorten signifikant häufiger auftraten als in der 
neurologisch gesunden Vergleichsgruppe.  
Auch konnte keine der von Lin et al. beschriebenen Varianten in dieser ethnisch 
unterschiedlichen Kohorte detektiert werden. 
Im Falle der beiden mehrfach detektierten Varianten p.R269H und p.E435K, die 
beide als eher benigne eingestuft wurden, besteht keine auffällige Ähnlichkeit im 
Phänotyp der Patienten. 
Dieses Resultat ist kohärent mit den Ergebnissen von Senkevich et al., die in 
einer großen europäischen Kohorte keinen signifikanten Zusammenhang 
feststellen konnten (Senkevich et al., 2020).  
Denkbar ist jedoch, dass bestimmte Varianten des Gens UQCRC1 zwar keine 
monokausale Ursache für typischen Morbus Parkinson darstellen, wohl aber 
einen Risikofaktor, der in Kombination mit anderen Faktoren das 
Erkrankungsrisiko erhöht. 
Insbesondere die Variante p.G312S sollte diesbezüglich weiter untersucht 
werden, da eine funktionelle Relevanz der betroffenen Region des Proteins durch 
die Untersuchung von knock-in-Mäusen nahe gelegt wird (Lin et al., 2020a) und 
sie durch die in-silico-Analysen als pathogen eingestuft wird. 
 
Auch bei der Untersuchung des Gens NUS1 konnte keine Variante gefunden 
werden, die in dieser - ethnisch von der von Guo et al. untersuchten Kohorte 
verschiedenen - Kohorte signifikant häufiger war als in der neurologisch 
gesunden Vergleichsgruppe. 
Die einzige in dieser Arbeit detektierte NUS1-Variante wird von in-silico-Analysen 
als benigne eingeschätzt und stimmt nicht mit den von Guo et al. identifizierten 
Varianten überein. 
Dass die vorliegenden Daten nicht auf einen signifikanten Zusammenhang 
zwischen de novo Varianten des Gens NUS1 und der Entstehung von früh 
beginnendem Parkinson-Syndrom hinweisen, stimmt mit den Resultaten von 
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Bustos et al. überein, die in einer Fall-Kontroll-Studie mit Individuen europäischen 
Ursprungs keine Evidenz für einen Zusammenhang gefunden haben (Bustos et 
al., 2020). 
 
6.4 Ausblick 
Zur weiterführenden Klärung der Frage nach einem kausalen Zusammenhang 
zwischen Mutationen der Gene UQCRC1 und NUS1 mit der Entstehung von 
Morbus Parkinson bedarf es weiterer Studien mit größeren Fallzahlen um die 
Wahrscheinlichkeit, sehr seltene Varianten zu identifizieren, zu erhöhen. 
Insbesondere weitere ethnische Gruppen neben den bereits untersuchten 
europäischen und asiatischen Kohorten zu betrachten wäre interessant, da sich 
bei einigen parkinsonassoziierten Genen eine große Differenz bezüglich der 
Häufigkeit der Varianten und deren Penetranz zwischen den verschiedenen 
Populationen zeigt. 
Bezüglich der Variante p.G312S wäre eine langjährige Beobachtung der Familie 
des Indexpatienten von Interesse, ebenso wie eine Rekrutierung entfernterer 
Verwandter, um zu sehen ob die Variante mit der Erkrankung cosegregiert. Wenn 
dem so sein sollte, könnten in vitro und in vivo Experimente zu dieser Variante 
Aufschluss über ihre Signifikanz geben. 
7 Zusammenfassung 
Bei Morbus Parkinson handelt es sich um die zweithäufigste neurodegenerative 
Erkrankung nach der Alzheimer-Krankheit, deren Prävalenz mit der 
zunehmenden Alterung der Gesellschaft zunimmt und die die Lebensqualität der 
Betroffenen stark einschränkt. 
Die Ätiologie ist ein Zusammenspiel aus Umwelt, Genetik und Epigenetik, 
schätzungsweise 5-10 % der Parkinsonpatienten leiden an einer monogen 
versursachten Form des Parkinson-Syndroms. 
Da Varianten bereits als ursächlich für die Erkrankung bekannter Gene nur einen 
Teil der genetisch bedingten Fälle hinreichend erklären können, wird nach 
weiteren möglicherweise pathogenen Varianten anderer Gene gesucht. 
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Dies ist auch von klinischer Relevanz, da ein besseres Verständnis der Genetik 
Erkenntnisse über die Pathophysiologie liefern kann und so möglicherweise neue 
Ansätze für Therapien entwickelt werden können. 
In dieser Studie wurden daher insgesamt 259 Patienten mit autosomal-
dominantem Parkinson-Syndrom auf Varianten aller codierender Exons des 
Gens UQCRC1 und 84 Patienten mit einem frühen Erkrankungsalter ohne 
familiäre Vorgeschichte auf Varianten der codierenden Exons des Gens NUS1 
mittels Sanger-Sequenzierung untersucht. 
Die ermittelten Varianten wurden hinsichtlich ihrer Allelfrequenzen mit der 
Parkinsonkohorte und der gesunden Kontrollkohorte des AMP-PD sowie dem 
non-neuro-Kollektiv von gnomAD verglichen und mit Hilfe verschiedener in-silico-
Analysen bezüglich ihrer Pathogenität beurteilt. 
Die gesuchten UQCRC1-Varianten c.941A>C (p.Y314S), c.931A>C (p.I311L), 
c.70-1G>A und c.73_74insG (p.A25Gfs*27) konnten in der untersuchten Kohorte 
nicht gefunden werden. 
Insgesamt fanden sich vier verschiedene exonische Varianten des Gens 
UQCRC1, p.R269H, p.N301S, p.G312S und p.E435K sowie zwei Varianten in 
der UTR und eine intronische Variante. Von diesen Varianten kann lediglich bei 
p.G312S ein relevanter Zusammenhang mit der Entstehung von Morbus 
Parkinson in Betracht gezogen werden, der in größeren Kohorten näher 
untersucht werden sollte, etwa durch Genotyp-Phänotyp-Korrelationen. 
Die einzige in dieser Kohorte vorkommende NUS1-Variante ist p.P169R, der 
hinsichtlich des Parkinson-Syndroms nach den vorliegenden Daten keine 
Bedeutung zugemessen werden kann. Auch hier wurden keine neuen Varianten 
identifiziert. 
Insgesamt lässt sich also feststellen, dass die Bedeutung von Varianten der 
Gene UQCRC1 und NUS1 bei der Ätiologie des Parkinson-Syndroms in diesem 
europäischen Kollektiv keine bedeutende Rolle zu spielen scheint, was mit den 
Ergebnissen anderer Studien gut vereinbar ist. 
Der Einfluss der Variante p.G312S auf die Entstehung von Morbus Parkinson 
bedarf weiterer Untersuchungen. 
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