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6 EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Morbus Parkinson: Historisches, Klinik und Nosologie

Nach der Alzheimer-Krankheit ist der Morbus Parkinson (Parkinson’s disease, PD) 

die zweith�ufigste neurodegenerative Erkrankung. Weltweit sind �ber 6 Millionen 

Menschen betroffen (http://www.epda.eu.com/), mit den h�chsten Pr�valenzen in 

Nordamerika und Nordeuropa. In Deutschland gibt es etwa 250.000 PD-Patienten. 

Das Durchschnittsalter der Erkrankung betr�gt 61 Jahre, allerdings entwickelt jeder 

10. Patient bereits Symptome im Zeitraum zwischen dem  40. und 50. Lebensjahr. 

Ein Erkrankungsalter vor dem 21. Lebensjahr wird als juveniler Parkinsonismus 

bezeichnet, w�hrend die Gruppe des Early-Onset-Parkinsonismus (EOPD) die 

Erkrankungen zwischen dem 21. und 40. Lebensjahr zusammenfasst [Lowe 2002]. 

F�r die Erkrankung bestehen keine Geschlechtsunterschiede, die Pr�valenz nimmt 

mit dem Alter zu. Sind in der Altersgruppe 70-74 Jahre noch 1,0 % der Bev�lkerung

betroffen, so sind es in der Gruppe der 80-84j�hrigen bereits 3,5 % [de Rijk 1997]. In 

verschiedenen Studien wird eine Inzidenz zwischen 7 und 19 auf 100.000 Einwohner 

angegeben [Lowe 2002]. Die Krankheitsdauer betr�gt durchschnittlich 13,1 Jahre 

[Hughes 1993].

1.2 Historisches

James Parkinson (1755-1824) ver�ffentlichte 1817 seine Monographie "Essay on the 

Shaking Palsy", in der er erstmalig die Symptome einer “Sch�ttell�hmung” mit 

folgenden Worten beschrieb: „Involuntary tremulous motion, with lessened muscular 

power, in parts not in action and even when supported; with a propensity to bend the 

trunk forwards, and to pass from a walking to a running pace: the senses and the 

intellect uninjured” [Parkinson 1817]. Er hatte bereits den langsam progredienten 

Charakter der Erkrankung erkannt. Eine wesentlich pr�zisere Beschreibung des 

Krankheitsbildes lieferte allerdings Wilhelm von Humboldt in seinen Briefen (1828 bis 

1835) [Baker 2004]. Die charakteristischen konzentrischen hyalinen 

zytoplasmatischen Einschlussk�rperchen (Lewy-K�rperchen) im Gehirn der 

Erkrankten wurden 1913 von Friedrich Heinrich Lewy beschrieben und 1919 erstmals 

von Tretiakoff der Substantia nigra zugeordnet [Holdorff 2002]. 
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1.3 Nosologie

�ber 80-90 % der Parkinson-Patienten lassen sich dem idiopathischen Parkinson 

Syndrom zuordnen, dessen �tiologie bislang unbekannt ist. Daneben sind bei einem 

Teil der Patienten genetische Ursachen bekannt, deren Pathomechanismen zu dem 

bekannten Bild der Parkinson-Symptomatik f�hren. Zu den Varianten des 

sekund�ren Parkinson z�hlen das postenzephalitische Parkinson-Syndrom, von dem 

seit 1960 keine neuen F�lle bekannt sind, sowie das medikament�s induzierte 

Parkinson Syndrom, durch Tranquilizer oder Neuroleptika ausgel�st und h�ufig 

reversibel nach Absetzen der Medikation. Weitere Ausl�ser k�nnen Umwelttoxine, 

Tumore und endokrinologische St�rungen sein. Auch im Rahmen anderer 

neurodegenerativer Erkrankungen wie der Multisystematrophie (MSA, Shy-Drager-

Syndrom), der progressiven supranukle�ren Paralyse (PSP, Steele-Richardson-

Olzewski-Syndrom) oder der Lewy-K�rperchen-Erkrankung (Lewy-Body-Disease) 

werden Parkinson-Symptome beobachtet. 

1.4 Pathogenese

F�r die Manifestation der Symptome des Morbus Parkinson wird eine multifaktorielle 

Genese angenommen. Folglich werden in verschiedenen Stoffwechselwegen 

Pathogenesemechanismen beschrieben. Es werden z.B. ein toxisches Agens, ein 

mitochondriales Versagen, eine Erh�hung der freien Radikalen, unvollst�ndige 

neurotrophe Einflu�faktoren oder eine „beschleunigte Zellalterung“ als relevante 

Ausl�ser beschrieben. 

F�r ein toxisches Agens sprechen die Beobachtungen, dass Exposition mit 1-methyl-

4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin (MPTP) zu einem selektiven Untergang der 

nigralen Neurone f�hrt. Auf biochemischer Ebene f�hrt die Oxidation der Derivate 

durch die Monoaminoxidase B (MAO B) zu einer Konzentrationsanreichung an der 

inneren Zellmembran mit Blockade der NADH-Dehydrogenase-Bindungsstellen und 

damit nachfolgendem mitochondrialem Schaden [Singer 1990]. Weitere Pestizide 
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und Herbizide stehen ebenfalls im Verdacht, eine Parkinson-Symptomatik auslösen 

zu können. 

Auch oxidativer Streß durch Freie Radikale, welche Zellmembranen peroxidieren, 

oder Tyrosinreste, die Proteine nitrieren oder durch Strangabbrüche direkte DNA 

Schäden hervorrufen, werden bei neurodegenerativen Erkrankungen beobachtet 

[Sayre 2001]. Unter physiologischen Bedingungen sind diese für den 

Elektronentransport zuständig und an der Signaltransduktion der Zelle beteiligt. Sie 

werden durch Antioxidantien wie Glutathion oder Cystathion entgiftet. Eine 

Akkumulation von Metaboliten der Lipidperoxidation und dem Protein 4-

hydroxynonenal (HNE) findet bevorzugt in den Neuronen der Substantia nigra statt 

[Yoritaka 1996] und beeinflusst den proteasomalen Ubiquitin-Abbaustoffwechsel der 

Proteine negativ [McNaught 2001]. Eisen, welches bei  Parkinson-Patienten in 

höherer Konzentration in der Substantia nigra gefunden wird, führt zu einer 

Steigerung der toxischen Radikale [Berg 2002]. Aber auch bei der Oxidation von 

Dopamin selbst durch die Monoaminoxidase (MAO) entsteht Wasserstoffperoxid, aus 

welchem wiederum Hydroxylradikale entstehen, die bei den erkrankten Personen 

wohl nicht ausreichend abgefangen werden können [De Iuliis 2002]. Die

kompensatorische Steigerung der Dopaminsynthese in den verbleibenden Neuronen 

verstärkt zusätzlich den Teufelskreis. 

In anderen Arbeiten wiederum wird die mitochondriale Funktionsstörung mit einer 

Funktionsminderung der Nikotinamid-adenin-dinukleotid Coenzym Q-Reduktase 

erklärt [Mizuno 1998]. 

Gemeinsames morphologisches Korrelat beim Morbus Parkinson ist eine progressive 

Erkrankung der Basalganglien, bei der die Anzahl der in das Striatum projizierenden 

dopaminergen Neurone der Substantia nigra abnimmt. Diese ist gegenüber der 

altersbedingten Zellabnahme deutlich erhöht und führt zu einem Dopaminmangel in 

der extrapyramidal-motorischen Schleife, welche für die Modulation der 

Pyramidenbahn zuständig ist [Gibb 1987]. In überlebenden Neuronen beobachtet 

man in der Substantia nigra, Locus coeruleus und den dorsalen Motoneuronen 8-

30µm große, sphärische Einschlusskörperchen, die sogenannten Lewy-Körperchen,

die sich in der Hämatoxylin-Eosin-Färbung mit hyalinem, eosinophilen Kern und 
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einem blassem Halo darstellen. Ultrastrukturell bestehen sie aus 7-20nm gro�en 

Intermedi�rfilamenten und dichten Granula aus alpha-Synuclein, alphaB-Crystallin, 

Ubiquitin und weiteren Neurofilamentproteinen, die vor ihrer Inkorporation 

phosphoryliert werden [Bancher 1989]. Der Nachweis von Proteinen des Ubiquitin-

Systems legt den Verdacht nahe, dass die Lewy-K�rperchen eine zytoprotektive 

Reaktion mit Einschlu� der degenerativen Zellkomponente darstellen. [Zhao 2003].

1.5 Symptomatik

Die klinische Symptomatik des idiopathischen Parkinson mit Neuronenuntergang in 

der Substantia nigra und zytoplasmatischen Lewy-K�rperchen resultiert vor allem 

aus dem Fehlen des striatalen Neurotransmitters Dopamin, wenn mehr als 50 % der 

Neurone in der Pars compacta untergegangen sind oder der Dopamingehalt um 70-

80% vermindert ist [Bernheimer 1973]. Zur Diagnosestellung gen�gt es, wenn zwei 

der drei Kardinalsymptome Ruhetremor, Rigidit�t und Bradykinesie vorliegen. Von 

manchen Autoren wird die posturale Instabilit�t mit Fallneigung als viertes 

Kardinalsymptom angesehen. 

Von den Symptomen manifestiert sich der Tremor in 40-70 % der F�lle zuerst [Gibb 

1988], wobei ber�cksichtigt werden muss, dass St�rungen der Feinmotorik oft als 

erstes wahrgenommen werden. Typischerweise tritt der Tremor zun�chst an den

Antagonisten der oberen Extremit�ten und meist zun�chst auch nur einseitig auf. Er 

manifestiert sich anf�nglich nur intermittierend in Belastungssituationen. Sp�ter 

imponiert er als konstanter Ruhetremor mit gleichbleibender Intensit�t und 

Amplitude. Ausgepr�gter Fingertremor wird als „Pillendreher-Ph�nomen“ bezeichnet. 

In manchen F�llen tritt zus�tzlich ein Haltetremor auf, der Kopf und Unterkiefer mit 

einschlie�en kann. In sp�teren Stadien kann die Intensit�t des Tremors wieder 

abnehmen [Rajput 1991].

Insbesondere Rigor und Bradykinesie treten meist zusammen auf und werden von 

den Patienten zun�chst als Muskelschw�che oder –steife interpretiert, insbesondere 

Muskelschmerzen der Nacken- und Schulterregion. Mit in den Begriff Bradykinesie 

wird in der Literatur in der Regel auch die beim Morbus Parkinson auftretenden 

Akinesie (Unf�higkeit eine Bewegung auszuf�hren) und Hypokinesie (reduzierte 
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Bewegungsamplitude) eingeschlossen [Rajput 1994]. Insbesondere 

Bewegungsmuster, die repetitive oder sequentielle Elemente beinhalten sind davon 

stark betroffen und �u�ern sich sich in einer zunehmend verlangsamten Ausf�hrung. 

Pl�tzlich auftretende Bewegungsblockaden, insbesondere zu Beginn einer 

Bewegungsausf�hrung behindern die Patienten. Der nach vorne geneigte 

Oberk�rper f�hrt zu einer zunehmenden Fallneigung. Typischerweise ist der Gang 

kleinschrittig und schlurfend bei fehlender Mitbewegung der oberen Extremit�ten. 

Der Schweregrad korreliert in der Regel mit dem Verlust an striatalen Neuronen 

[Agid 1991]. Die Rigidit�t der oberen Extremit�ten ist meist asymmetrisch und wird 

aufgrund ihres ruckartigen Charakters auch als „Zahnradph�nomen“ beschrieben. 

Weitere Befunde sind in 80 % der F�lle Sprechst�rungen mit Dysarthrophonie und 

Mikrophonie. Schreibst�rungen (Mikrographie) und Bewegungsarmut schr�nken die 

Patienten in ihrer Komunikationsf�higkeit ein. Nicht selten werden depressive 

Verstimmungen bei Parkinson-Patienten beschrieben. Ob diese endogen verursacht 

werden oder eine Reaktion auf die Erkrankung darstellen, ist umstritten. Im 

Gegensatz zu den ersten Beobachtungen von James Parkinson treten durchaus 

kognitive Einschr�nkungen in bis zu 29% der F�lle auf [Marttila 1976]. Bei Parkinson-

Patienten, die eine Demenz aufweisen, ist die Progression der Erkrankung rascher, 

es treten h�ufiger medikament�se Nebenwirkungen auf und Wirkung der 

Medikamente ist h�ufig stark beeintr�chtigt [Hietanen 1988]. Vegetative 

Begleitsymptome der Erkrankung sind Seborrhoe mit dem maskenartigen 

„Salbengesicht“, reduzierter Blinzelreflex, Hypersalivation, Orthostatische Hypotonie, 

Obstipation und Miktionsst�rungen. 

Eine akute Komplikation stellt die nach Infekten, Operationen oder Neuroleptika-

Einnahme auftretende akinetische Krise dar. Bei dieser Stunden bis Tage 

anhaltenden Starre mit Hyperthermie handelt es sich um einen lebensbedrohlichen 

Zustand [Thomas 2003].

1.6 Diagnostik und Therapie

Grunds�tzlich ist eine sichere Diagnose der Parkinson’schen Erkrankung nur post 

mortem zu stellen. Die neuropathologischen Kriterien sind hierbei ein Zelluntergang 
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von mehr als 60% der Neurone in der substantia nigra und der Nachweis von Lewy-

Körperchen in diesen Zellen.

Mit einer hohen Wahrscheinlichkeit kann klinisch von einer Parkinsonschen 

Erkrankung ausgegangen werden, wenn die neurologische Untersuchung folgende 

Auffälligkeiten ergibt: Von den Leitsymptomen der klassischen Trias Rigor, 

Ruhetremor (4-6/sec) und Bradykinese und einer Störung der Halte- und Stellreflexe 

müssen mindestens zwei Symptome vorhanden sein. Außerdem ist ein 

asymmetrischer Beginn bei gutem Ansprechen auf eine Behandlung mit L-Dopa 

häufig. Meist sind keine weiteren neurologischen Defizite vorhanden.

Zur Therapie  der Parkinsonschen Erkrankung sollte immer die physiotherapeutische 

und ergotherapeutische Betreuung der Patienten gehören. Hier werden Strategien 

zur Kompensation der neurologischen Defizite und zur  Alltagsbewältigung erarbeitet.

Die medikamentöse Therapie des Morbus Parkinson ist immer symptomatisch. Es 

werden hier mit dem Ziel der Wiederherstellung des Transmittergleichgewichtes  

sehr unterschiedliche Substanzen eingesetzt, darunter L-Dopa + 

Decarboxylaseinhibitoren, Dopaminrezeptoragonisten, Anticholinergika, MAO-B / 

COMT-Hemmer und NMDA-Antagonisten. Über die Kombination und den Zeitpunkt 

der Gabe dieser Substanzen gibt es bisher keine gesicherten Erkenntnisse.

1.7 Genetische Aspekte der Parkinson`schen Erkrankung

In epidemiologischen Studien konnte gezeigt werden, dass für Verwandte von 

Parkinson-Patienten das Erkrankungsrisiko bis zu 2,3fach erhöht ist [Marder 1996]. 

Mit der Anzahl der betroffenen Familienmitglieder nimmt das relative Risiko zu, die 

Krankheit ebenfalls zu entwickeln. In Studien an Zwillingen konnten Konkordanz-

Raten von 75 % (eineiig) und 22% (zweieiig) ermittelt werden. [Piccini 1999, 

Vieregge 1999]. Dabei ist allerdings nicht berücksichtigt, dass Zwillinge denselben 

Umwelteinflüssen ausgesetzt sein können.

Während die Ätiologie des idiopathischen Morbus Parkinson unbekannt ist, konnten 

mittels klassischer parametrischer Kopplungsanalysen mit Positionsklonierunungen 
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oder durch nichtparametrische Kopplungsanalalysen mit Assozitationsstudien in den 

letzten Jahren elf Genorte in großen Parkinson-Familien mit autosomal-rezessivem 

oder autosomal-dominantem Erbgang  identifiziert werden. Sie wurden der 

Reihenfolge ihrer Entdeckung nach mit PARK1 bis 11 ohne Rücksicht auf ihren 

Vererbungsmodus benannt [Riess 1999, Dawson 2003].  Eine entsprechende 

Übersicht findet sich in Tabelle 1.

Tabelle 1: Übersicht über bekannte Gene oder Loci welche in sporadischen oder familiären 
Parkinson-Erkrankungen involviert sind.

Klassifikation Gen Modus Locus Referenz

PARK1 a-Synuclein AD 4q21-23 Polymeropoulos 

1997

PARK2 Parkin AR 6q25.2-27 Kitada 1998

PARK3 Unbekannt AD 2p13 Gasser 1998

PARK4 a-Synuclein 

Triplikation

AD 4p14-16.3 Farrer 1999

PARK5 UCH-L1 AD 4p14 Leroy 1998

PARK6 PINK1 AR 1p35-36 Valente 2004

PARK7 DJ1 AR 1p36 Bonifati 2003

PARK8 LRRK2 AD 12p11.2-q13.1 Zimprich 2004

PARK9 ATP13A2 AR 1p36 Ramirez 2006

PARK10 Unbekannt 1p32 Hicks 2002

PARK11 Unbekannt 2q36-37 Pankratz 2003

PARK12 Unbekannt Xq21-25 Pankratz 2003

PARK13 Omi/HTRA2 2p12 Strauss 2005

NURR1 AD 2q22-23 Le 2003

Synphilin-1 5q23 Marx 2003

Periphilin AD 12q12 Glass 2008

Mutationen dieser Gene stellen die häufigste Ursache für autosomal-rezessive early-

onset Fälle, einschliesslich des juvenilen Parkinson dar [Kitada 1998]. Diese 

unterscheiden sich gegenüber den idiopathischen Fällen durch das Fehlen der Lewy-

Körperchen [Mori 1998]. Für PARK1, 2, 5, 7 und 8 wurden bereits Kandidatengene 
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identifiziert. Dabei sind neben Parkin insbesondere α-Synuclein [Polymeropoulos 

1996, 1997, Kr�ger 1998, Zarranz 2004, Singleton 2003, Farrer 2004], DJ-1 

[Nagakubo 1997, van Duijn 2001, Bonifati 2003, Abou-Sleiman 2004], PINK1 

[Valente 2002, 2004, Hatano 2004; Healy 2004] und LRRK2 [Funayama 2002, 

Zimprich 2004, Paisan-Ruiz 2004] als Kandidaten sehr gut gesichert.

F�r PARK1 wurde als erster Genort eine Punktmutation auf dem langen Arm von 

Chromosom 4 (4q21-23)  innerhalb des α-Synuclein-Gen entdeckt. Es handelt sich 

um eine missense Mutation mit Aminos�ureaustausch von Alanin zu Threonin an der 

Position 53 (Ala53Thr), welcher eine Rolle bei der oxidativen Sch�digung 

dopaminerger Neurone zukommt [Polymeropoulos 1996]. 1998 konnte eine zweite 

Punktmutation an Position 30 (Ala30Pro) nachgewiesen werden [Kr�ger 1998], die 

ebenfalls einen Aminos�ureaustausch zur Folge hatte. Eine dritte Mutation mit 

Heterozygotie f�r E46K wurde 2004 bei Mitgliedern einer spanischen Familie 

nachgewiesen [Zarranz 2004]. Mutationen in den Genen f�r α-Synuclein sind jedoch 

selten [Berg 2005]. Eine Triplikation eines 1,6 – 2,04 Mb gro�en Abschnittes auf 

4p15, in dem sich auch der Locus f�r das α-Synuclein Gen befindet, wurde zun�chst 

als PARK4 klassifiziert (Singleton 2003, Farrer 2004). Sie geht mit einem sehr fr�hen 

Krankheitsbeginn, Gewichtsverlust und einer rasch voranschreitenden L-Dopa 

sensitiven Parkinsonsymptomatik einher. Einige Mitgliedern der untersuchten Familie 

wiesen denselben Haplotypen auf, ohne dass sich eine Parkinson-Symptomatik 

zeigte, stattdessen wurde ein isolierter Tremor beobachtet. Das α-Synuclein-Protein, 

lie� sich immunhistochemisch als wesentlicher Bestandteil der Lewy K�rperchen 

nachweisen, au�erdem fand es sich in Synaptophysin-immunoreaktiven 

pr�synaptischen axonalen  Endigungen, was darauf schlie�en l�sst, dass es eine 

Rolle im synaptischen Vesikeltransport spielen k�nnte [Goedert 1997]. In der 

Wildtypform liegt α-Synuclein als ungefaltetes Protein vor. Seine Mutanten hingegen 

sind in der Lage mit sich selbst Aggregate zu bilden und amyloid�hnliche Filamente 

auszubilden [Conway 1998].

F�r PARK3 wurde der Lokus 2p13 von Gasser et al. 1998 bei drei deutschen und 

einer d�nischen  Familie mit mehreren von der Parkinsonschen Erkrankung 

betroffenen Mitgliedern gefunden. Klinisch wiesen die Tr�ger dieses Lokus eine 

gro�e �hnlichkeit mit den an sporadischem M. Parkinson erkrankten Patienten auf. 
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So unterscheidet sich zum Beispiel das mittlere Erkrankungsalter mit 59 Jahren bei 

den Tr�gern des 2p13 Lokus kaum von dem der an sporadischen Parkinson 

erkrankten mit 59,7 Jahren. Neben f�r den sporadischen Parkinson typischen 

Symptomen, fanden sich au�erdem auch Zeichen einer  Demenz mit Lewy 

K�rperchen im Hirnstamm und Alzheimer Plaques. [Wszolek 1999]. Allerdings 

scheint die Penetranz dieser Mutation mit 40% eher gering zu sein, was auf eine 

Rolle dieses Lokus nicht nur beim famili�ren, sondern auch beim sporadischen 

Parkinson Syndrom hinweisen k�nnte. Insgesamt ist die Mutation sehr selten 

[Gasser 1998, Wszolek 1993, 2002, De Stefano 2002].

Bei PARK5 (Ubiquitin Carboxy Hydrolase L-1, UCHL-1) handelt es sich um eine 

autosomal-dominante Form des Morbus Parkinson. Initial wurde eine Ile93Met 

Mutation des UCHL-1 Gens (4p14) nachgewiesen werden, welche biochemisch zu 

einer 50%igen Reduktion der Enzymaktivit�t f�hrt. [Leroy 1998]. UCHL-1 stellt ein 

zentrales Enzym im Ubiquitin-Stoffwechsel defekter Proteine �ber das 26 S 

Proteasom dar. UCHL1 hydrolysiert in diesem System Ubiqitin-Protein Komplexe und 

erm�glicht somit den Wiedereinsatz des Ubiquitin im System. K�rzlich wurde eine 

weitere dimerisationsabh�ngige Ligaseaktivit�t  der UCHL1 festgestellt, welche, 

zumindest in vitro, die Agggregation von α- Synuclein f�rdert. Beide Geschwister in 

der Erstbeschreibung erkrankten dabei um das 50. Lebensjahr und wiesen zun�chst 

einen Ruhetremor, sp�ter Rigidit�t, Bradykinesie und Standunsicherheit auf. Weitere 

Mutationen des UCHL1 Gens wurden in Deutschland bisher nicht ausgemacht.  Es 

fand sich jedoch ein S18Y Polymorphismus in Exon 3, welcher in Verdacht steht, das 

Risiko f�r das sporadische Parkinsonsyndrom zu verringern [Wintermeyer 2000].  In 

vitro erarbeitete Daten unterst�tzen jetzt diese These. Sie zeigten, dass S18Y eine 

deutlich geringere Ligase Aktivit�t besitzt, als die Wildtypform von UCHL1 [Healy 

2004]. Bislang sind Mutationen des UCHL-1 Gens auch innerhalb der genetisch 

vererbten Parkinson-F�lle ein seltenes Ereignis [Leroy 1998, Wintermeyer 2000].

F�r PARK6 wurde in einer gro�en sizilianischen Familie mit einem Erkrankungsalter 

von 32-48 Jahren von Valente et al. 2001 durch ein genomweites Screening ein 

Lokus auf dem kurzen Arm des Chromosom 1 (1p35-36) f�r den autosomal-

rezessiven Erbgang identifiziert. 2004 wurden von Valente et al. zwei missense 

Mutationen im PINK1 (PTEN induzierte Kinase 1) Gen in 2 Familien mit PARK 6 
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ausgemacht. Hatano et al. (2004) und Healy et al. (2004) best�tigten diese 

Mutationen  unabh�ngig von einander. Versuche mit Zellkulturen deuten auf eine 

Lokalisation der PTEN induzierten Kinase in den Mitochondrien hin, was einen 

protektiven Effekt der Kinase innerhalb der Zelle vermuten l�sst [Valente 2004]. 

Ph�notypisch zeigte sich ein fr�her Beginn mit langsamer Progredienz, 

langanhaltendem ansprechen auf die Therapie mit L-Dopa und h�ufigen, L-Dopa 

induzierten Fluktuationen und Dyskinesien. Dystonie und eine Besserung nach dem 

Schlafen traten nicht auf. In anderen Familien variiert  das Erkrankungsalter der 

Betroffenen stark (Krankheitsbeginn bis zum 68. Lebensjahr). Dies und der langsame 

Verlauf der Erkrankung entspricht ph�notypisch dem idiopathischen Parkinson 

Syndrom, soda� eventuell diese Mutation unterrepr�sentiert ist.

Das f�r PARK7 verantwortliche Gen DJ-1 wurde zun�chst als Onkogen, sp�ter auch 

als Antioxidans identifiziert, welches mit der Zunahme an reaktiven 

Sauerstoffverbindungen in seiner zellul�ren Konzentration ansteigt [Mitsumoto 2001]. 

Mutationen des DJ-1 Gens f�hren zu einer ver�nderten zellul�ren Antwort auf  

oxidativen Stre� und damit auch der proteasomalen Inhibition  [Martinat 2004]. Dabei 

spielt DJ-1 eine Rolle als redox-sensitives molekulares Chaperon, welches bei 

oxidativen zytoplasmatischen Vorg�ngen in der Zelle  aktiviert wird und in der Lage 

ist, die Bildung von α-Synuclein-Aggregaten zu unterdr�cken. 2001 untersuchten 

Duijn et al. eine niederl�ndische Familie mit autosomal-rezesssivem, juvenilem 

Parkinson Syndrom, die einer genetisch isolierten Population entstammte und fanden 

dabei nahezu zeitgleich mit der Entdeckung von PARK6 Hinweise auf einen Lokus 

auf dem kurzen Arm des Chromosom 1 (1p36) welcher  dem DJ-1 Gen entspricht. 

So wurde erstmals eine Verbindung des DJ-1 Gens zum AR-JP hergestellt. 

Mutationen im selben Gen bei einer italienischen Familie [Bonifati 2003] best�tigten 

diese Verbindung. W�hrend bei der niederl�ndischen Familie eine gro�e 

homozygote Deletion �ber Exon 1 bis 5 gefunden wurde,die zu einem kompletten 

Ausfall des DJ-1 Proteins f�hrte, wies die italienische Familie eine homozygote 

L166P missense Mutation auf, die einen Funktionsverlust des Proteins zur Folge 

hatte [Abou-Sleiman 2004]

2002 machten Funayama et al. in einer gro�en japanischen Familie mit autosomal-

dominanter Parkinsonscher Erkrankung im Rahmen eines genomischen Screenings 



16 EINLEITUNG

einen Krankheitsspezifischen Lokus auf Chromosom 12 aus. Es handelt sich hierbei 

um LRRK2, welches als PARK8 in die Nomenklatur  einging. Als Charakteristika 

dieser Erkrankung präsentierten sich ein einseitiger Krankheitsbeginn im 51+/-6. 

Lebensjahr, gutes Ansprechen auf die Behandlung mit Levodopa und keine Hinweise 

auf Demenz oder neurologische Ausfälle. Auffällig schien, dass sich auch 

phänotypisch unauffällige Träger dieses Haplotyps fanden. Diese unvollständige 

Penetranz wurde als Hinweis auf den Einfluß weiterer genetischer oder 

umweltbedingter Faktoren gedeutet. Zimprich et al. untersuchten 2004 aus 21 

Familien insgesamt 167 betroffene Mitglieder mit Hinweisen auf autosomal-

dominantes Vererbungsmuster mit Hilfe von 21 Markern in der Kandidatenregion auf 

PARK8. Aus Neuropathologischer Sicht fanden sich in einer der Familien 4 

verschiedene Muster: In einem Fall fanden sich Lewy Körperchen im Hirnstamm 

entsprechend dem Bild eines idiopathischen  Parkinson Syndrom, ein Mitglied wies 

weitverbreitete Lewy-Körperchen auf, wie dies bei einer Lewy-Body Demenz der Fall 

ist. Ein dritter Fall zeigte eine Tau-Pathologie entsprechend einer PSP, während 

beim vierten Familienmitglied eine nigrale Degeneration ohne weitere pathologische 

Auffälligkeiten auftrat. Bei 2 Mitgliedern der anderen Familie zeigten sich eosinophile 

Einschlüsse ohne typische Lewy Körperchen. Diese sehr unterschiedlichen 

pathologischen Auswirkungen wurden als ein Hinweis darauf gedeutet, dass ein und 

derselbe genetische Defekt ein breites Spektrum an phänotypischen Ausprägungen 

zur Folge haben kann. Umgekehrt jedoch ist bei der Parkinsonschen Erkrankung 

sehr anschaulich zu verfolgen wie auch sehr verschiedene Ursachen zu der selben 

phänotypischen Ausprägung führen können. Mittlerweile machen Mutationen des 

LRRK2-Gens einen beträchtlichen Teil (3-7%) der familiären Parkinson-

Erkrankungen in Europa aus. In geschlossenen Bevölkerungsgruppen, wie 

Ashkenazi-Juden werden sogar Frequenzen bis zu 41% beschrieben [Glass 2008]

Das mit PARK9 assozierte, autosomal-rezessiv vererbte, auf 1p36 lokalisierte Kufor 

Rakeb Syndrom weist neben typischen Symptomen einer Parkinsonschen 

Erkrankung auch eine Beteiligung des Tractus cortico-spinalis, eine Demenz und 

supranukleärer Blickparese nach oben auf. Der Erkrankungsbegin ist mit 11-16. 

Lebensjahr sehr früh und verläuft bei den arabischstämmigen Erkrankten sehr rasch 

progredient und führt in der Regel innerhalb von 2 Jahren ab Krankheitsbeginn bis 

hin zur Bettlägrigkeit. Die Betroffenen zeigten ein gutes Ansprechen auf die Therapie 
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mit Levodopa, wodurch die extrapyramidalen Funktionen �ber ungef�hr 2 Jahre 

verbessert werden konnte [al Din 1992, Hampshire 2001].

Ebenfalls selten ist das dem Genort 1p32 zugeordnete PARK10 aus dem 

isl�ndischen Raum [Hicks 2002] Es wird davon ausgegangen, dass es sich um ein 

Suszeptibilt�tsgen f�hr das sp�t beginnende idiopathische Parkinson Syndrom 

handelt.

Sowohl PARK11 auf Region 2q36−37 und PARK12 auf Region Xq21-25 [Pankratz 

2003] wurden durch nichtparametrische Kopplungsanalysen ermittelt, wobei ein Teil 

dieser famili�ren Erkrankten Mutationen des Parkin-Gens aufwiesen. Diese 

genomweiten Studien konnten jedoch f�r europ�ische Populationen nicht 

nachvollzogen werden. Die Serinprotease Omi/HtrA2 wurde hingegen als 

Kaniddatengen aufgrund seiner Interaktionseigenschaften mit Persenilin-1 einer 

Mutationsanalyse unterzogen, bei der zwei Punktmutationen identifiziert werden 

konnten [Strauss 2005]. Somit wurde dieses in den Mitochondrien aktive Protein als 

PARK13 klassifiziert. Daneben existieren noch einige weitere Familien mit 

maternalem Erbgang, passend zu einer mitochondrialen St�rung, ohne dass bislang 

eine spezielle Mutation hierf�r ausfindig gemacht werden konnte. 

1.8 Parkin: Ein wichtiger Genort der autosomal rezessiven Parkinson-
Erkrankung (PARK2)

1996 wurde zun�chst in der japanischen [Ishikawa 1996], zwei Jahre sp�ter auch in 

der europ�ischen Bev�lkerung [Leroy 1998] eine autosomal-rezessive, durch 

Mutation des Parkin Gens verursachte Form des Parkinsonismus  beschrieben. 

Mittlerweile entfallen etwa 50% aller AR-JP F�lle auf eine der �ber 70 verschiedenen 

bekannten Mutationen auf dem Parkin-Gen, darunter zehn exonische Deletionen und 

f�nf Punktmutationen [Abbas 1999, Bertoli-Avella 2005, Hattori 1998, Lucking 2000, 

Shyu 2005, Clarimon 2005, Chien 2006, Hertz 2006, Mata 2005]. 

Das aus 12 Exonen bestehende 1,4 Mb gro�e Gen auf Chromosom 6q25 kodiert f�r 

ein Protein aus 465 Aminos�uren, dessen Amino-Ende eine gewisse Homologie zu 

Ubiquitin aufweist. Hot-spots f�r Mutationen sind insbesondere die Deletionen in den 
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Exons 2-5 und Punktmutationen in den Exons 6-12, wo zwei Ring-Finger Abschnitte 

lokalisiert sind.

Die durch Mutation des Parkin Gens verursachten Parkinson-Syndrome weisen in 

der Regel alle sehr �hnliche Charakteristika wie das langsame Fortschreiten fr�h 

beginnender und zun�chst milder Symptome und eine Besserung der Syptomatik 

nach dem Schlafen auf.

Parkin agiert in Zusammenarbeit mit dem Ubiquitin-konjugierenden Enzym UbcH7 

als E3 Ubiquitin-Protein Ligase. Es ubiquitiniert Proteine und f�hrt sie damit dem 

proteasomalen Abbau zu. Parkin ist auch in der Lage, sich selbst zu ubiquitinieren 

und damit seinen eigenen Abbau zu f�rdern [Zhang 2000]. Ein Ausfall von Parkin 

f�hrt zu einem Neuronenuntergang in der Substantia nigra pars compacta und Locus 

coeruleus ohne Ausbildung der ansonsten typischen Lewy-K�rperchen [Kitao 2007]. 

In den mutierten Parkin-Varianten kann das Substrat a-Synuclein nicht mehr 

gebunden werden [Shimura 2001].

1.9 Partner für die Protein-Protein-Wechselwirkungen mit Parkin

Um den Wirkmechanismus von Parkin bei Gesunden und Mutationstr�gern genauer 

zu analysieren, wurde in-vitro wiederholt nach Interaktionspartnern von Parkin 

gesucht. Bisher sind 10 Substrate des Parkin bekannt, die bekanntesten darunter 

sind CDCrel-1, o-glykosiliertes α- Synuclein, Pael-Rezeptor und Synphilin-1. 

Beobachtungen aus Zellkulturen legen die Vermutung nahe, dass eine 

lactazystininduzierte Ansammlung von Parkin eine bedeutende Rolle bei der 

Ubiquitinierung missgefalteter Substrate spielt [Zhao 2003]. Scheinbar besitzt Parkin 

die F�higkeit, Neurone vor Sch�den durch Fehler im Zellstoffwechsel bewahren zu 

k�nnen. So sch�tzt es die Zelle z.B. vor α- Synuclein-Toxizit�t, proteasomaler 

Dysfunktion und der Akkumulation des Pael-Rezeptors [Kitao 2007].

K�rzlich wurden das Hitze Schock Protein Hsp70 und sein Co-Chaperone CHIP als 

weitere Bindungspartner von Parkin identifiziert. Man fand heraus, dass CHIP dabei 

die F�higkeit des Parkins, Pael-R zu ubiquitinieren, verst�rkt [Takahashi 2003]. 

Hsp70 bildet mit Parkin, den Proteasomen und weiteren Proteinen einen Komplex, 
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der an dem Abbau fehlgefalteter Proteine als Substrate der E3-Ligase-Aktivit�t von 

Parkin beteiligt ist [Tsai 2003]. Es muss diesen Beobachtungen jedoch 

gegen�bergestellt werden, dass bei Parkin-knock-out M�usen keines der bisher 

bekannten Substrate von Parkin in den Zellen akkumulierten. Es fanden sich bei 

diesen M�usen auch keinerlei Hinweise auf eine Degeneration dopaminerger 

Neurone [Takahashi, 2004]. 

Synphilin-1 wird vorwiegend in den pr�synaptischen Neuronenendigungen exprimiert 

und zeigt somit eine �hnliche intrazellellul�re Verteilung mit seinen 

Interaktionspartnern alpha-Synuklein und Parkin [Chung 2001]. Es ist ebenfalls im 

E3-Ubiquitin-Ligase-Stoffwechsel involviert. In zwei sporadischen Formen des 

Morbus Parkinson konnten Mutationen innerhalb des Synphilin-1 Gens 

nachgewiesen werden [Marx 2003].

Aufgrund ihrer zentralen Rolle in der aktuellen Arbeit werden die Interaktionspartner 

CDCrel und PAEL-R in den nachfolgenden Abschnitten ausf�hrlicher abgehandelt.

1.9.1 CDCrel-1 und die Gruppe der Septine

CDCrel-1 (cell division cycle related), alternativ auch als PNUTL1 (peanut-like) oder 

SEPT5 (Septin 5) bezeichnet, ist ein 42-kD Protein, dessen kodierendes Gen auf 

Chromosom 22q11.2 liegt. Es besteht aus 13 Exons welche sich �ber 8.8kb 

erstrecken [Yagi 1998]. Es wurde 1997 erstmals im Rahmen der 

Genexpressionsanalyse des Glykoprotein Ib-beta-Vorl�ufers GP1BB entdeckt und 

beschrieben [Zieger 1997]. Die mRNA Expression ist vor allem im menschlichen 

Gehirn und im Herzen am h�chsten, wenngleich sich CDCrel-1 in allen Organen mit 

Ausnahme der Leber nachweisen l�sst [Zieger 2000]. Durch Splei�en sowie 

begleitende alternative Promotor-Verwendung entstehen zwei cDNA-Transkripte, die 

sich an ihrem 5’-Ende unterscheiden [Yagi 1998]. 

Bei der Untersuchung der Ausreifung von Synapsen im Tiermodell wurden erh�hte 

Expressionspiegel von CDCrel festgestellt, welche sich in Immunopr�zipitaten als 

Komplexe mit den Septinen Nedd5 und Cdc10 darstellten [Peng 2002]. In Protein-

Interaktion-Assays konnte zus�tzlich eine Interaktion mit Sept8 nachgewiesen 

werden [Blaser 2002]. Damit geh�rt CDCrel-1 zur Gruppe der Septine. Diese 
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ubiquitär bei Pilzen und Tieren, nicht jedoch im Pflanzenreich vorkommende 

Proteinfamilie wurde zuerst in Saccharomyces cerevisiae, einer Hefeart, entdeckt. 

[De Virgilio 1996; Fares 1996]. CDC3, CDC10, CDC11 und CDC12 stellen 

temperatursensitive Varianten dar, deren Vorhandensein essentiell für die Zellteilung 

ist. Insbesondere das Drospophila Septin-Homologon namens Peanut akkumuliert 

bei defektem Protein in multikernigen Synzytien während der Mitose [Neufeld 1994]. 

Desweiteren spielen Septine eine große Rolle bei der Exozytose von Vesikeln 

[Martinez 2004]. Für CDCrel-1 wurde daher vom Human Genome Organization Gene 

Nomenclature Committee die neue Bezeichnung SEPT5 vorgeschlagen [Macara 

2002]

Es ist bekannt, dass der Locus 22q11.2 von CDCrel-1 bei Patienten mit DiGeorge 

Syndrom und bei velo-kardiofaszialen Syndromen häufig Deletionen aufweist. [McKie 

1997]. Phänotypisch ist das DiGeorge Syndrom eine komplexe kongenitale 

Fehlbildung mit Hypoplasie des Thymus und der Nebenschilddrüsen, das zum Teil 

durch fehlende Einwanderung von Nervenzellen in den pharyngealen Bogen 

gekennzeichnet ist. Das Ausmaß einer Beteiligung von CDCrel-1 an dieser Störung 

ist nicht bekannt. Jedoch wurde anhand von Messungen der Transkriptionsraten 

während der Embryonalentwicklung ein Expressionsmuster erstellt, auf dessen Basis 

im Zusammenhang mit klinischen Daten davon ausgegangen werden kann, dass 

CDCrel-1 in der Ätiologie des Velo-kardiofazialen Sydromes und des DiGeorge 

Syndromes involviert ist [Maldonado-Saldivia 2000]. Für diese Patienten ist jedoch 

bisher kein gehäuftes Auftreten des Parkinson-Syndroms beschrieben.

Sowohl beim Velo-kardiofazialen Syndrom, als auch beim DiGeorge Syndrom treten 

gehäuft Schizophrenien auf. Um eventuelle Zusammenhänge mit der Expression 

synaptischer Proteine zu klären wurden Ratten zwölf Wochen lang isoliert 

aufgezogen, eine Methode, welche im Modell zur Simulation der Vorgänge bei 

Schizophrenien verwendet wird, und die Immunoreaktivität von CDCrel-1, 

Synaptophysin und Syntaxin gemessen. Die isoliert aufgezogenen Ratten zeigten 

bezüglich CDCrel-1 signifikant erniedrigte Werte im Striatum, während eine 

grenzwertig erhöhte Konzentration im Hippocampus nachgewiesen werden konnte 

[Barr 2004].
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CDCrel-1 wird haupts�chlich im Nervensystem exprimiert und ist dort an der 

Regulierung der Sekretion beteiligt. [Caltagarone 1998]. Die Expression in den 

pr�synaptischen Enden inhibitorischer Neurone steigt w�hrend der Reifung der 

synaptischen Vesikel an [Kinoshita 2000]. Die Gensequenz enth�lt einen 

hochkonservierten GTPase-Abschnitt und man nimmt an, dass die Filamentbildung 

durch die GTPase-Funktion die Exozytose der synaptischen Vesikel im Sinne einer 

physikalischen Barriere reguliert [Kinoshita 2000]. Im Tiermodell zeigten homozygote 

CDCrel-1 Knockout-M�use keine Ver�nderungen zahlreicher synaptischer Proteine, 

w�hrend die Expression anderer Septine ver�ndert war. CDCrel-1 scheint also f�r 

die neuronale Entwicklung nicht essentiell zu sein, seine funktionelle Reduktion wird 

durch andere Septine ausgeglichen [Peng 2002].

Das mit den synaptischen Bl�schen assoziierte CDCrel-1 ist Bindungspartner der E3 

Ubiquitin Ligase Aktivit�t von Parkin, welches, wie bereits oben erw�hnt, f�r 

autosomal rezessive Formen des Morbus Parkinson verantwortlich gemacht wird [De 

Silva 2000]. Durch diese Mutationen des Parkin kann CDCrel-1 nicht ubiquitiniert und 

damit nicht dem proteasomalen Abbauweg zugef�hrt werden. Dies k�nnte f�r die bei 

der Parkinsonschen Erkrankung auftretende verminderte Exozytose dopaminerger 

synaptischer Bl�schen in der Substantia nigra verantwortlich sein [Zhang 2000]. Im 

Tiermodell konnte durch viralen Gentransfer das humane CDCrel-1 in der Substantia 

nigra von Ratten exprimiert werden. Interessanterweise f�hrte eine �berexpression 

hier zum Verlust dopaminerger Neurone [Dong 2003].

1.9.2 PAEL-R ( Parkin associated endothelin receptor – like receptor)

Bei Pael-R (auch als GPR37 benannt) handelt es sich um ein Neurotransmitter-

Rezeptorprotein, welches vor allem im Nervensystem, aber auch in der Leber und in 

der Plazenta exprimiert wird [Marazziti 1997]. Es weist in seiner Struktur gro�e 

�hnlichkeit mit dem Endothelinrezeptor Typ B auf. Diese Unterfamilie der putativen 

G-protein gekoppelten Rezeptoren („GPR’s“) besteht aus sieben hydrophoben 

Transmembran-Dom�nen, welche durch hydrophile intra- und extrazellull�re 

Schleifen miteinander verbunden sind. Der Gen-Locus von GPR37 liegt auf 7q31und 

enth�lt 2 Exone [Marazziti 1997]. 
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Die 3,8kb große mRNA kodiert für das aus 613 Aminosäuren bestehende Protein. Es 

wird im Endoplasmatischen Retikulum gefaltet und von dort zur Zellmembran 

transportiert. Fehlgefaltetes Protein wird dabei normalerweise über die Membran des 

ER ins Zytosol transportiert und dort im Ubiquitin-Proteasomalen System abgebaut. 

In Zellkulturen zeigte sich, dass große Mengen ungefalteten Pael-R im 

Endoplasmatischen Retikulum zu nicht unerheblichem Zellstreß führen, der die 

Vitalität der Zelle stark beeinträchtigt und schließlich den Zelltod auslöst [Imai 2001].

Parkin ist in der Lage, diesen Zellstress zu verhindern, indem es den Abbau des 

unlöslichen, fehlgefalteten Pael-R durch Ubiquitinierung unterstützt [Imai 2001].

Mit Hilfe von Yeast Two Hybrid screening wurde Pael-R als Substrat des Parkin 

identifiziert. [Takahashi 2003]. Parkin bindet an Ubc 6 und Ubc 7, beide sind mit dem 

ER assoziierte E2- Ubiquitin Ligasen, welche ebenso wie Parkin an der 

Ubiquitinierung des Pael-R beteiligt sind. In Versuchen mit Pael-R transfizierten  

humanen Neuroblastomzellen der Linie SH-SY5H konnte nachgewiesen werden, 

dass die Halbwertszeit von Pael-R unter der Co-Expression von Parkin deutlich 

zurückging [Takahashi 2003]. Dies legte die Vermutung nahe, dass Parkin am ER 

assoziierten Abbau des Pael-R beteiligt ist und Pael-R somit ein Substrat des Parkin 

ist. Außerdem zeigte sich bei Überexpression von Pael-R, dass dieses Protein in bis 

zu 50% der Fälle in der unlöslichen Fraktion auftauchte, was auf die schwierige 

Faltbarkeit dieses Proteins hinweisen könnte [Takahashi 2006]. Unter Gabe des 

Proteasomen-Hemmstoffes Lactacystin stieg der Anteil unlöslichen Produktes noch 

weiter an, während der Anteil an korrekt gefaltetem Pael-R gleich blieb, was auf 

einen proteasomalen Abbauweg von Pael-R hinweist. 
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Abbildung 1: Immunhistochemischer Nachweis von Pael-R in paraffineingebetteten 
Gehirngewebe. A, B: Pael-R im Zellkern, C im Halo, D in Lewy-Neuriten, E: Normalkontrolle  
(Quelle: Murakami et al. 2004, Ann Neurol. 55:439-442).

2004 wurde Pael-R als ein Bestandteil der Lewy Körperchen identifiziert [Murakami 

2004]. Mittels Immunhistochemie konnte Pael-R in bis zu 90% der Lewy Körperchen 

(LK) nachgewiesen werden, wobei Pael-R hauptsächlich im Kern lokalisiert ist. In 

ähnlicher Häufigkeit wurde mittels entsprechender Antikörper auch Parkin als 

Bestandteil der LK ausgemacht, welches sich jedoch hauptsächlich in den 

Randbereichen der LK befand. Obwohl bei der durch Mutationen im Parkin Gen 

verursachten autosomal rezessiven juvenilen Form der Parkinsonschen Erkrankung 

keine Lewy Körperchen vorkommen, legt das Ergebnis dieser Untersuchungen die 

Vermutung nahe, dass Parkin eine wichtige Rolle bei der Entstehung der LK spielt. 

[Schlossmacher 2002]. Als Ligand für Pael-R agiert das Neuropeptid HA (Head 

activator) [Rezagui 2006], in welchem Zusammenhang dieses seine Funktion ausübt, 

ist jedoch zum aktuellen Zeitpunkt noch nicht bekannt. 
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2 Zielsetzung

Da die CDCrel-1-�berexpression eine dopamin-abh�ngige Neurotoxizit�t in nigralen 

Neuronen verursachen kann und CDCrel-1 als Substrat von Parkin agiert, war es f�r 

uns von gro�em Interesse, die Bedeutung von CDCrel-1 f�r den Morbus Parkinson 

festzustellen. Durch genetische Variabilit�t im CDCrel-1 Gen k�nnte es 

m�glicherweise zu einer Akkumulation fehlgefalteter Proteine in der Substantia nigra 

und der im Tierversuch nachgewiesenen toxischen Wirkung auf die Zellen kommen. 

�hnliches gilt f�r das schwierig zu faltende Pael-R, welches als Bestandteil der Lewy 

K�rperchen nachgewiesen werden konnte.

Insofern war es unser Ziel, das gesamte Gen sowohl von Pael-R als auch von 

CDCrel-1 in einem gro�en Patientenkollektiv mit Morbus Parkinson auf Mutationen 

oder Sequenzvarianten hin zu untersuchen. Gekl�rt werden sollte insbesondere, ob 

diese Gene eine Rolle bei der erblichen Parkinson-Erkrankung spielen bzw. ob diese 

Gene modifizierenden Einfluss auf den Verlauf der Parkinson-Krankheit im Sinne 

eines Empfindlichkeitsgenortes („susceptibility gene“) haben.

Um f�r die Mutationsanalyse hinreichend statistische Aussagen machen zu k�nnen 

sollen insgesamt 364 (CDCrel-1) bzw. 333 (PAEL-R) Parkinsonpatienten mittels 

denaturierender Hochdruckfl�ssigchromatographie (dHPCL) untersucht werden. 

Auff�llige Elutionsprofile sollen anschlie�end mittels zyklischer Sequenzierung 

�berpr�ft werden. Als Kontrolle stehen 264 Proben von alterskorrelierten Patienten 

ohne neurodegenerative Auff�lligkeiten zur Verf�gung. Dem vorausgehend werden 

f�r alle zu untersuchenden Exone die Etablierung entsprechender Primerpaare 

mittels Gradienten-PCR notwendig. F�r PAEL-R wird aufgrund der gro�en L�nge der 

beiden Exons eine Einteilung in insgesamt 6 Abschnitte mit entsprechenden 

Primerpaaren notwendig. F�r alle 12 Exons von CDCrel-1 gen�gt hingegen jeweils 

ein Primerpaar um diese vollst�ndig abzudecken.

Bei der Entdeckung m�glicher Polymorphismen sollten diese entweder mittels 

passendem Restriktionsvderau oder Pyrosequencing f�r alle Proben einzeln 

bestimmt werden. In diesen F�llen ist zur Materialersparnis die Durchf�hrung einer 

Nested-PCR vorgesehen. Die statistische Auswertung der Mutationen oder 

Polymorphismen soll im Vergleich mit dem Kontrollkollektiv durchgef�hrt werden.
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3 Material

3.1 Chemikalien

Acetonitril       Merck, Darmstadt
Agarose              Biowhittaker, Taufkirchen 
Ampuwa   Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg 
Bors�ure     Merck, Darmstadt                
Bromphenolblau  Sigma – Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Essigs�ure    Merck, Darmstadt  
Ethanol     Merck, Darmstadt
Ethidiumbromid Sigma – Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Ethylediamintetraessigs�ure (EDTA) Sigma – Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
FICOLL Typ 400 20% Sigma – Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Glycerol Carl Roth GmbH u. Co, Karlsruhe
Isopropanol Merck, Darmstadt 
Magnesiumacetat – Terahydrat Sigma – Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
2 - Mercaptoethanol Sigma – Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Natriumacetat Carl Roth GmbH u. Co, Karlsruhe
Natriumchlorid Merck, Darmstadt
Natriumhydroxid Carl Roth GmbH u. Co, Karlsruhe 
Salzs�ure (HCL (aq)) Merck, Darmsatdt
Triethylammoniumacetat (TEAA) Transgenomic, Crewe Gro�britannien 
Tween - 20 Merck, Darmstadt 
Tris (Hydroxymethyl– Aminomethan) Sigma – Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

3.2 Puffer und Lösungen

Puffer f�r Enzyme

10 x BioTherm Puffer GeneCraft M�nster

Allgemeine Puffer

Blaupuffer f�r Agarosegel 0,01% Bromphenolblau
Ficoll (Typ400)
1x TBE

10 x Ladepuffer f�r Agarosegel 0,1 % Bromphenolblau
0,1 % Xyencyanol
50 % Glycerin

10 x Tris–Borat–EDTA (TBE), pH 8,0 890mM Tris
890mM Bors�ure
20mM EDTA ( pH 8,0) 
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Sonstige L�sungen

F�r das Abstoppen der zyklischen Sequenzierung:

Stop L�sung 1,5M NaOAc, pH 5,2
50mM Na2 EDTA, pH 8,0

dHPLC-L�sung:

Puffer A f�r dHPLC, pH 7,0 0,1M TEAA

Puffer B f�r dHPLC, pH 7,0 0,1M TEAA
25% Acetonitril

Puffer C f�r dHPLC

Puffer D f�r dHPLC

Pyrosequenzierung:

10 x Annealing Puffer, pH 7,6 200mM Tris – Acetat
50mM Mg(Oac)2

2 x Binding Puffer, pH 7,6 10mM Tris HCL(aq)
2mM NaCl
1mM EDTA
0,1% Tween – 20

3.3 Sonstiges 
dNTPs GeneCraft, M�nster

Ethidiumbromidl�sung 0,5ug/ml Carl Roth GmbH u. Co, Karlsruhe

DNA Gr��enstandard
100bp DNA Ladder 250�l  InvitrogenGmbH, Karlsruhe

Fragmentl�ngen in Basenpaaren:

20072, 1500, 1400, 1300, 1200,

1100, 1000, 900, 800, 700, 600, 500, 

400, 300, 200, 100

Enzyme

BioTherm DNA-Polymerase (5U/�l) GeneCraft, M�nster

3.4 Kits

CEQ Dye Terminator Sequencing
(DTCS) Quick Start Kit Beckmann Coulter GmbH, Krefeld
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GenomiPhi Kit Amersham Biosciences

PSQ SNP Reagenzien Kit Pyrosequencing AB, Uppsala

QIAquick Gel – Extraktions – Kit  Qiagen GmbH, Hilden

3.5 Verbrauchsmaterialien

Beckmann 96 – well Platten  Beckmann Coulter GmbH, Krefeld
Easy Peel Klebefolie PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Easy Pierce Strong Klebefolie PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen
Eppendorf Reaktionsgef��e Eppendorf GmbH, Hamburg
Microwell 96 U – Platten Nunc GmbH u. Co KG, Wie�baden
Multi �96 Well PCR – Platten PEQLAB, Biotechnologie GmbH, Erlangen
PCR Softstrips Biozym GmbH, Hessisch Oldendorf
Pipettenspitzen Eppendorf GmbH, Hamburg
PSQ 96 Pyrosequenzierplatten Pyroseqencing AB, Uppsala, Schweden

3.6 Geräte

CEQ 8000 Zyklussequenzierer Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Elektrophoresekammer 40 – 0708 PEQLAB Biotechnologie Gmbh, Erlangen 
Elektrophoresekammer 40 – 1214 PEQLAB Biotechnologie Gmbh, Erlangen 
Elektrophorese Spannungsgeber                
Consort E 835 PEQLAB Biotechnologie Gmbh, Erlangen
Eppendorf BioPhotometer Eppendorf GmbH, Hamburg
Eppendorf Zentrifuge 5417C Eppendorf GmbH, Hamburg
Eppendorf Zentrifuge  5804 Eppendorf GmbH, Hamburg
Eppendorf Thermomixer Eppendorf GmbH, Hamburg 
Fotodokumentationsanlage Eppendorf GmbH, Hamburg
Transilluminator Biostep GmbH, Jahnsdorf
Gene-Amp PCR System 9700 Applied Biosystems, Foster City, USA
Magnetr�hrer IKAMAG REO Bachofer Laboratoriumsger�te Reutlingen
Milli Q Millipore GmbH, Eschborn
Thermocycler MJ Research PTC 200 Biozym GmbH, Hessisch Oldendorf
PSQ Pyrosequenzierer Pyroseqenzing AB, Uppsala, Schweden
PSQ Sample Prep Tool Pyroseqenzing AB, Uppsala, Schweden
pH Meter MP 230 Mettler Toledo GmbH, Giessen
Pipetten Eppendorf GmbH, Hamburg 
UV Tisch Bachofer Laboratoriumsger�te, Reutlingen
Vakuumzentrifuge
Eppendorf Concentrator 5301 Eppendorf GmbH, Hamburg
Vortexer REAX control Heidolph Instruments GmbH& Co, 

Schwabach
Waage Precisa XT 6200C- PESA Waagen GmbH, Bisssingen-

Steinhofen
Nukleins�ure-Fragmentanalyse-SystemTransgenomic, Crewe Gro�britannien
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3.7 Oligonukleotide

Die Synthese sämtlicher Oligonukleotide wurde von der Firma Metabion GmbH in 

Martinsried übernommen. Die Konzentration der gelieferten Oligonukleotide betrug 

100pM/µl.

Die Referenzsequenzen für das CDCrel und das Pael-R Gen wurden von NCBI 

bezogen (Internetadresse www.ncbi.nlm.nih.gov ):

CDCrel: NP_002679
Pael-R: NM_005302

Aufgrund der Größe der Exone des Pael-R Gens und der Sensitivität der dHPLC auf 

maximal 300 Basenpaare wurden Exon 1 und Exon 2 in jeweils 3 Teilabschnitten 

untersucht.

Tabelle 3: Primer zur Pyrosequenzierung von Polymorphismen (auf Ex2a des Pael-R Gens)

Exon-
abschnitt

Primer Primersequenz 5`- 3` Schmelz-
Temperatur 

Ex2aSNP1 
(Pyro)

2416_Ex2a1F
2401_Ex2a1R

BiotinGGACACCGGGAATAAATGTC
TGGCAGTTGTTGAGGAACAG 

56°C

Ex2aSNP2
(Pyro)

2402_Ex2a2F
2417_Ex2a2R

CGGCAGAAAGGTGCATTATT
BiotinAGCAGGTGATGGTGAAAAGC

57°C

Tabelle 2: Primer für PAEL-R

Exon-
abschnitt

Primer Primersequenz 5`- 3` Schmelz-
Temperatur 

Ex1a 1886_Ex1aF
1887_Ex1aR

TGCCTAACTCTCAGCAGCAA
TTCCCTCTCCCCAAAGTTTC

57.3
57,3

Ex1b 1888_Ex1bF
1889_Ex1bR

GGACCCTCCTGGGACCTG
AGTGCAATTGTCCACCCTTC

62,8
57,3

Ex1c 1890_Ex1cF
1891_Ex1cR

AAGGAGAGCCGGGAAACTC
AGCCCCTGGAAGGCATTA

58,8
56,0

Ex2a 1892_Ex2aF
1893_Ex2aR

GGGACACCGGGAATAAATGT
AGCAGGTGATGGTGAAAAGC

57,3
57,3

Ex2b 1894_Ex2bF 
1895_Ex2bR

TTGGCTGTTACTTTTGTTTGC
CTGGGGTGACACAGGACTTA

54,0
59,4

Ex2c 1935_Ex2c_NF
1936_Ex2c_NR

GGGGTTTCACAGCAGACAAT
GAAAAATATGAATTAAAAACT
TTC

57,3
54,3
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Tabelle 4: Primer zur Amplifikation der Exone des CDCrel Gens

Exon-
abschnitt

Primer Primersequenz 5`- 3` Schmelz-
Temperatur 

Exon2 2294
2295

CTCACCGTGTCTCTCCGTCT
TGTCACAATGGGTGACAGC

61,4
56,7

Exon3 2212
2213

GACAGGGTATTGGGCTTCTG
AAGGAGCTGCGTTAGGTCTG

59,4
59,4

Exon4 2214
2215

GTTGGAGCCCCAGACCTAAC
TGAAAGGGAGTCCTTGGAGA

61,4
57,3

Exon5 2216
2217

CCAAGATGGATGAGGACGAG
AGGCCTCGAGTGCTGTGG

59,4
60,5

Exon6 2218
2219

CTAGGCGGCCACAGCACT
CCATATTGTAGGGGCTGCAC

60,5
59,4

Exon7 2220
2221

GGAGTGCAGCCCCTACAATA
GTCCCCCTGGTACTCTCAGC

59,4
63,4

Exon8 2222
2223

GGACTTGTCTGGCCTCAAATC
AGGAGACAAAGCCCTCTGGT

59,8
59,4

Exon9 2224
2225

TAACCGTGCAATTACGCTCA
CCTTCCCCCACCAGACCT

55,3
60,5

Exon10 2226
2227

CAGGTCTGGTGGGGGAAG
GGACCGGCCCTCAGTTAT

60,5
58,2

Exon11 2228
2229

ACCAAGTCCAGGGCTGTGAG
GGAGGAGCATCCCTGACG

61,4
60,5

Exon12 2230
2231

GCGTCAGGGATGCTCCTC
GATCCCCCAAGGTCAGAGAG

60,5
61,4

Aufgrund der kurzen Exonabschnitte genügte für CDCrel-1 ein Primerpaar pro Exon. 

Eine Amplifikation von Exon 1 gelang trotz verschiedenster Ansätze (Q-Solution, 

Formamid, Touchdown-PCR, verschiedene Polymerasen) nicht. Neben dem hohen 

CG- Gehalt dieses Exons ergab die Sequenzierung erschwerend noch einen 

Längenpolymorphismus direkt im Anschluß an den kodierenden Bereich.
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4 Methoden

4.1 Patienten und Kontrollkollektiv

Sowohl die Patienten, als auch die Kontrollgruppe wurden neurologisch untersucht. 

Bei den Probanden der Kontrollgruppe wurden neurologische Symptome, die auf 

eine Parkinson Erkrankung oder auf andere neurodegenerative Erkrankungen 

hinweisen k�nnten, durch standardisierte Tests ausgeschlossen. Bei der Auswahl 

von Patienten und Kontrollpersonen wurde auf Strukturgleichheit der beiden Gruppen 

geachtet. Das hei�t, die beiden Gruppen sind bez�glich ihres Alters, ihrer ethnischen 

Herkunft und der Geschlechtsverteilung m�glichst homogen. Von allen 

Studienteilnehmern lag nach Aufkl�rung ein schriftliches Einverst�ndnis vor.

Im Parkinsonkollektiv waren von 364 Patienten 88 weiblichen und 100 m�nnlichen 

Geschlechts, von 176 Patienten wurden keine Angaben zum Geschlecht gemacht. 

Das durchschnittliche Alter betrug bei den m�nnlichen Patienten 59 Jahre (Spanne 

35-79) und bei den weiblichen Patienten 60 Jahre (Spanne: 26-87). Als 

Kontrollgruppe dienten 275 Patientenproben mit �hnlicher Altersverteilung.

4.2 DNA Isolierung

Auf die im folgenden Text erw�hnten Methoden der Polymerase Ketten Reaktion 

(Polymerase Chain Reaction, kurz PCR) und der Agarosegelelektrophorese wird im 

Anschluss genauer eingegangen, so dass diese Methoden hier nicht ausf�hrlich 

beschrieben werden.

Nach erfolgter Aufkl�rung und schriftlicher Einverst�ndniserkl�rung wurden den 

Patienten bzw. Kontrollpersonen  20ml EDTA Blut entnommen. Die DNA wurde nach 

einem standardisierten Verfahren nach Miller et al [Miller 1988], welches auf dem 

„aussalzen“ der DNA beruht, extrahiert.
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Die Bestimmung der DNA Konzentration erfolgte im Photometer. Bei einer 

Wellenl�nge von 260 nm wurde die Absorption gemessen, wobei eine optische 

Dichte von 1 einer Konzentration an doppelstr�niger DNA von 50 �l/ml entspricht 

[Sambrook 1989]. Die gemessene DNA Konzentration betrug f�r alle Proben im 

Mittel 1,9ng/�l. 

S�mtliche Proben wurden im Anschlu� an die Extraktion in einer PCR [Mullis 1987] 

amplifiziert und auf einem Agarosegel zur anschlie�enden Beurteilung des PCR 

Produktes elektrophoretisch aufgetrennt. Beide Verfahren werden im Anschlu� noch 

ausf�hrlich besprochen.

F�r DNA Proben, welche in der PCR kein oder nur wenig Produkt liefern, besteht die 

M�glichkeit, diese durch eine F�llung mit Isopropanol weiter aufzureinigen. Dieses 

Verfahren entfernt Salze, welche bei der Extraktion der DNA in den Proben 

verblieben sind und das Gelingen der PCR erheblich beeintr�chtigen k�nnen. Dazu 

wird die DNA – L�sung mit 1/10 Volumen 3M NA –Acetat – L�sung versetzt und im 

Anschluss 0,6-0,8 Volumen Isopropanol zugegeben. Durch Natrium – Acetat werden 

monovalente Kationen gebildet. Sie bewirken zusammen mit Isopropanol, welches 

die Hydrath�lle der DNA verdr�ngt ein Ausfallen der DNA zu unl�slichem 

Niederschlag. In der Zentrifuge wird bei maximaler Umdrehungszahl f�r 15 min die 

DNA zu einem Pellet abzentrifugiert. Der �berstand wird nach der Zentrifugation 

abgenommen und die DNA mit 70%igem Ethanol nachgewaschen. Dabei werden 

Salze, die im Gegensatz zur DNA in Ethanol l�slich sind herausgel�st. Es folgt ein 

weiterer Zentrifugationsschritt bei maximaler Umdrehungszahl f�r 5 Minuten. Nach 

einer Trockenzeit von weiteren 5 Minuten an der Raumluft wird das aufgereinigte 

Pellet dann im gew�nschten Ausgangsvolumen Ampuwa – Wasser bzw. TE-Puffer 

resuspendiert.

4.3 Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

Prinzip der Polymerase Ketten Reaktion

Die PCR Methode wurde 1986 von K.B. Mullis eingef�hrt. Sie erm�glicht die gezielte 

Vervielf�ltigung ausgew�hlter DNA-Sequenzen aus dem Ausgangsmaterial, z.B. 
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genomischer DNA. Das Prinzip der PCR ist die in zyklischen Reaktionsschritten 

ablaufende enzymatische Vermehrung eines DNA-Abschnittes zwischen zwei 

gegenl�ufig an komplement�re DNA-Str�nge gebundenen Oligonukleotiden. 

Vorraussetzung sind also die Kenntnis der Nukleotidsequenzen beiderseits des 

gew�nschten Abschnittes und Verf�gbarkeit der geeigneten Oligonukleotide.

Die Vermehrung der DNA l�uft dann folgenderma�en ab: Die als Doppelhelix 

vorliegende DNA wird im ersten Schritt bei 95� C denaturiert, d.h. durch L�sung der 

Wasserstoffbr�cken in ihre beiden Einzelstr�nge aufgeteilt. Die beiden synthetisch 

hergestellten Oligonukleotide, auch Primer genannt, k�nnen sich nun komplement�r 

an die DNA Matrize  anlagern (Annealing). Von diesen Primern ausgehend kann mit 

Hilfe zugegebener Desoxinukleotidtriphosphate (dATP, dGTP, dCTP und dTTP) 

dann die Kettenverl�ngerung erfolgen (Elongation). Sie wird von der thermostabilen 

Polymerase des Bakteriums Thermus aquaticus, der Taq-Polymerase, in 5`-3`-

Richtung katalysiert. Das Temperaturoptimum der Taq-Polymerase liegt bei 70 – 80 

�C. Um zu verhindern, dass die Primermenge zum limitierenden Faktor wird, werden 

Primer im �berschu� in die Reaktion gegeben. Die neu entstandenen DNA-

Doppelstr�nge werden im n�chsten Zyklus erneut denaturiert, es folgt eine erneute 

Annealing- und Elongationsphase. In der Regel werden die Zyklen 20-50 mal 

wiederholt.

Optimierung der PCR Bedingungen

Je nach Primerpaar werden verschiedene Bedingungen ben�tigt, um eine optimale 

Reaktion zu erm�glichen. Eine wichtige Rolle spielt hier vor allen Dingen die 

Annealing-Temperatur. Weitere beeinflussende Faktoren k�nnen die MgCl-

Konzentration oder die Zugabe weiterer Reagenzien (z.B. DMSO) sein.

Die Optimierung der Temperatur erwies sich in diesem Falle jedoch bei allen PCRs 

als ausreichend. Dazu wurde anhand der vom Hersteller angegebenen 

Schmelztemperatur ein ansteigender Temperaturgradient gew�hlt. Es wurde ein 

PCR Ansatz hergestellt, der dann bei verschiedenen Temperaturen amplifiziert 

wurde. Die Schmelztemperatur eines Primers ist unter anderem von seinem Gehalt 

an Guanin und Cytosin abh�ngig (3 Wasserstoffbr�cken zur komplement�ren Base).
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Ziel der Optimierung ist es, eine möglichst hohe Ausbeute an möglichst reinem PCR 

Produkt zu erhalten.

Es wird zunächst ein sogenannter Mastermix angefertigt, der dann zusammen mit 

der jeweiligen DNA auf die einzelnen PCR-Tubes verteilt wird. Dazu werden für 

einen PCR-Ansatz auf Eis folgende Reagenzien zusammenpippetiert:

Reagenz Stammlösung Endkonzentration
10x PCR Puffer 
(Genecraft)

10x 1x

dNTPs der Firma 
Invitrogen 

100mM 0,02mM

Primer Forward 100mM 0,4uM
Primer Reverse 100mM 0,4uM
Taq Polymerase 
(Genecraft)

5U /ul 1U

DNA Durchschnittlich 121 ng/µl 9,5ng

Das restliche Volumen wurde mit Ampuwa auf 25µl aufgefüllt

Von dem  Mastermix werden dann auf Eis je 25µl in einzelne Tubes gegeben, 

gemischt, kurz abzentrifugiert und direkt vom Eis in den auf 95°C vorgeheizten 

Thermocycler überführt. Die PCR-Cycler bieten die Möglichkeit einen 

Temperaturgradienten einzustellen, so dass in einer horizontalen Reihe für jeden 

Ansatz eine andere Annealingtemperatur festgelegt werden kann.

Arbeitsbeispiel für Exon 11 (CDCrel-1):

Der Mastermix wird immer mit einem Überschuß von einem Ansatz hergestellt d.h. 

für eine PCR mit 7 Temperaturen werden 8 Ansätze hergestellt:

Master Mix 8 x 25ul
HPLC Wasser 106,4µl
10 x PCR Puffer 20,0µl
DNTPs ,2mM 16,0µl
Taq Polymerase , 5U/µl 1,6µl
Primer 2228, 10pMol 8µl
Primer 2229, 10pMol 8µl
DNA 40µl

Die Schmelztemperatur Tm beträgt für die Primer 2228 und 2229 61,4°C bzw. 

60,5°C. Es wurde der Gradient 50-70 gewählt und die Ansätze bei folgenden 

Annealingtemperaturen amplifiziert:
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Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4 Ansatz 5 Ansatz 6 Ansatz 7
51,7°C 53,2°C 55,8°C 58,4°C 61,8°C 64,6°C 66,8°C

Ein üblicherweise durchgeführtes PCR Programm sah wie folgt aus:

Schritte Zeit Temperatur in°C
1 Denaturierung 3 min 95
2 Denaturierung 30 sec 95
3 Annealing 30 sec 50-70
4 Elongation 1 sec 72

Wiederholung der Schritte 
2-4 insgesamt 34 mal

5 Elongation 5 min 72
6 Kühlen 4

Nach Optimierung der Bedingungen für alle Primerpaare wurde jede Patientenprobe 

mit jedem Primerpaar in einer PCR amplifiziert. Dazu wurden die Patientenproben in 

96-well Mikrotiterplatten vorgelegt. Neben 95 Patientenproben enthält jede der Platte 

auch eine Negativkontrolle. Es wurde für jede PCR ein Mastermix für 96 Proben 

hergestellt. Von diesem wurden auf eine 96 Well PCR Platte je 20µl übertragen.

Zuletzt wurden mit einer 8-Kanalpipette aus jeder Patientenprobe 5µl DNA in den 

Mastermix gegeben. Auch diese Schritte fanden wie oben beschrieben alle auf Eis 

statt. Die Platten wurden dann mit Folie verschlossen und nach kurzem Mischen und 

Abzentrifugieren direkt vom Eis in den vorgeheizten PCR- Cycler (95°C) überführt. 

Die Konzentration der DNA Proben betrug im Durchschnitt 1,9ng /µl.

4.4 Prinzip der „Nested PCR“

Die Nested PCR wurde in dieser Arbeit eingesetzt, um bei der Amplifikation der 

Proben für die Analyse von Single Nukleotid Polymorphismen (SNP) im 

Pyrosequenzierer DNA-Proben einzusparen. Es wird hierzu bereits vorhandenes 

PCR-Produkt verwendet, welches die für die Analyse gewünschten Abschnitte 

enthält. Nun werden die Primer so gewählt, dass sie innerhalb der vorhandenen 

Fragmente diejenigen Bereiche einschließen, die im Rahmen der Pyrosequenzierung 

untersucht werden sollen und aus dem vorhandenen Fragment die gewünschten 

Abschnitte in einer erneuten PCR amplifiziert.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Nested PCR. Die zunächst amplifizierten größeren 
Genabschnitte werden einer erneuten PCR mit anderen Primern unterzogen, die den 
gewünschten Zielabschnitt gerade noch umfasst (Eigene Grafik nach Vorlage aus Quelle: 
en.wikipedia.org/wiki/Nested_PCR).
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4.5 Gelelektrophorese zur Beurteilung des PCR Produktes

Prinzip der Agarosegelektrophorese

Die Gelelektrophorese stellt eine einfache Methode zur Auftrennung von DNA 

Abschnitten nach ihrer Größe dar.

Ein Agarosegel wird mit den PCR Amplifikaten beladen und in eine wässrige Lösung 

gegeben, die 1x TBE-Puffer enthält. Da DNA negativ geladen ist wandert sie in 

einem elektrischen Feld zur Anode. Die Geschwindigkeit, mit der sich die ein 

Fragment im Gel fortbewegt ist abhängig von seiner Größe: Ein langes Fragment legt 

in derselben Zeit eine kürzere Strecke zurück als ein kurzes. Um die Länge der 

Fragmente bestimmen zu können gibt man zusätzlich einen Längenstandard mit auf 

das Gel. Dem Gel wird außerdem ein interkalierender, floureszierender Farbstoff, 

das Ethidiumbromid zugegeben, so dass die DNA-Moleküle unter einer UV- Lampe 

sichtbar gemacht und mit einer Kamera fotografiert werden können. 

Für die Herstellung  eines 2% igen Agarosegels wird die Agarose in 1x TBE Puffer 

aufgekocht, nach kurzer Abkühlzeit werden 3µl Ethidiumbromid 1% zugegeben und 

das noch flüssige Gel in eine Gelkammer gegossen. Nach etwa 30 minütiger 

Abkühlzeit bildet sich eine feste Agarosematrix, an deren oberem Rand nach 

Entfernung der eingebrachten Plastikkämme Probentaschen vorhanden sind. Diese 

Probentaschen können nun mit den PCR Produkten beladen werden. Hierzu werden 

üblicherweise 5µl PCR-Produkt mit 3µl 10x Agarose Blaupuffer vermischt, und dann 

in die Gel-Taschen gegeben. 

4.6 dHPLC-Mutationsscreening

Prinzip der dHPLC

dHPLC steht für Denaturing High Performance Liquid Chromatographie. Sie eignet 

sich gut zur schnellen und sicheren Erkennung von Mutationen oder 

Polymorphismen in DNA Fragmenten mit einer Länge zwischen 100 und 500 

Basenpaaren.

Sie funktioniert nach dem Prinzip der Ionenpaar-Umkehrphasen-Chromatographie.
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Eine S�ule aus Polystyren-Divinylbenzol stellt die unpolare, station�re Phase, 

w�hrend die mobile Phase TEAA (Triethylammonium–Kation) enth�lt, welches an 

anionische Phosphatgruppen der DNA bindet. Es ensteht ein nach au�en 

ungeladenes Ionenpaar. �ber hydrophobe Wechselwirkungen der Alkylgruppen des 

TEAA mit der S�ule kommt es zur Bindung der DNA an die S�ule. Mit steigender 

Aceonitrilkonzentration in der mobilen Phase werden dann DNA - Fragmente aus der 

S�ule ausgewaschen. Hierbei macht man es sich zu nutze, dass Homo- und 

Heteroduplex DNA-Fragmente verschiedene Schmelzeigenschaften haben. DNA –

Heteroduplices bestehen aus zwei Einzelstr�ngen, die in einer Base nicht 

miteinander �bereinstimmen. Durch den Verlust der Wasserstoffbr�cke in einer 

Heteroduplex-DNA liegt an dieser Stelle der hydrophile Kern der  DNA – Doppelhelix 

frei. Hier kann der w�ssrige Anteil der mobilen Phase angreifen. Bei der 

entsprechenden Analysetemperatur vergr��ert sich dieser Bereich und der teilweise 

denaturierte Heteroduplex wird von der S�ule eluiert.

Die Homoduplex DNA hingegen eluiert erst bei einer h�heren 

Acetonitrilkonzentration und damit sp�ter. Die im Eluat vorhande DNA–Konzentration 

wird an einem Detektor bei 260nm photometrisch bestimmt und in einem 

Chromatogramm dargestellt.

Heteroduplices entstehen bei DNA die homozygot eine Mutation aufweist indem zwei 

DNA Proben miteinander gepoolt werden. Die Proben werden denaturiert und dann 

erneut renaturiert, was dazu f�hrt, dass sich einerseits die urspr�nglichen 

homozygoten Doppelstr�nge mit oder ohne Mutation andererseits jedoch auch 

Heteroduplices aus dem Wildtypstrang und dem Strang mit der Mutation ausbilden. 

So wird sichergestellt, dass auch eine homozygote Mutation nicht �bersehen wird.

Heteroduplex Bildung 

Um Heteroduplices zu bilden wurden zu gleichen Teilen die PCR Produkte zweier 

Proben miteinander gemischt. Die gepoolten Proben wurden dann in einem 

Thermocycler (Gene–Amp PCR System 9700) zun�chst bei 94� C f�r 2 min 

denaturiert. In den folgenden 30 Minuten wurde dann die Temperatur langsam auf 

10�C abgesenkt. Dadurch kam es zur Anlagerung der Einzelstr�nge aneinander und 

zur Bildung der oben beschriebenen Heteroduplices. Die Aufbewahrung der Proben 

nach diesem Schritt erfolgte bei 4�C oder bei –20�C.
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dHPLC Methodenetablierung 

F�r die Analyse eines DNA- Fragmentes im dHPLC besteht der Gradient aus 4 

verschiedenen Abschnitten, in denen jeweils verschiedene Mischungsverh�ltnisse 

der Puffer A und B bestehen. Im ersten Schritt, der Equilibrierungsphase, wird die 

Ausgangskonzentration der Puffer hergestellt. Im darauffolgenden Schritt, dessen 

Dauer 0,1 Minuten betr�gt werden 5�l der DNA Probe injiziert. Der Anteil des Puffers 

B steigt in dieser Phase um 3% was einem Anstieg des Acetonitrilanteils um 0,75% 

entspricht. W�hrend des 3. Schrittes, in dem auch die Elution von der S�ule 

stattfindet, kommt es zum Aufbau eines linearen Gradienten: Puffer B steigt 

innerhalb von 2 min kontinuierlich um 5% pro Minute an. In Schritt 4 erfolgt die 

Reinigung der S�ule mit der Ausgangskonzentration an Puffer B. Insgesamt betr�gt 

die Dauer eines Messdurchlaufes 2,5 Minuten.

Nach Ablauf der obigen 4 Schritte wird die S�ule erneut mit der 

Ausgangskonzentration an Puffer f�r die n�chste Messung equilibriert. Durch 

Ver�nderung des Startgradienten, d.h. dem Verh�ltnis von Puffer A zu Puffer B, kann 

die Retentionszeit ver�ndert werden. Erw�nscht ist eine Retentionszeit die bei etwa 

1,7 min liegt. Um den geeigneten Startgradienten und damit die gew�nschte 

Retentionszeit f�r jedes DNA–Fragment zu ermitteln wurde PCR Produkt aus 

Kontroll-DNA verwendet und bei unterschiedlichen Startgradienten analysiert.

Zur Ermittlung der jeweils geeigneten Analysetemperatur f�r die verschiedenen 

Fragmente wurde die WAVEMAKER Software Version 4.1 verwendet. Sie ermittelt 

f�r jedes DNA-Fragment ein Schmelzprofil anhand dessen dann die 

Analysetemperatur bestimmt wird.

Die optimale Analysetemperatur wird so gew�hlt, dass die  Homoduplex-DNA zu 

99% in der nicht denaturierten, helikalen Form vorliegt, d.h. die Homoduplex-DNA 

gerade erst beginnt zu denaturieren. F�r einige Fragmente ergeben sich aus der 

Schmelzkurve zwei oder mehr Analysetemperaturen. Dies ist der Fall, wenn die 

Steigung der Schmelzkurve mehr als 5�C Temperaturdifferenz aufweist zwischen 

dem Bereich, in dem die DNA zu 100% helikal und demjenigen, in dem die DNA zu 

0% helikal vorliegt.
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Abb. Ermittlung der Temperaturen für einen DNA Abschnitt mit 2 Schmelzdomänen.

Abbildung 3: Die Analysetemperaturen werden anhand der Schmelzkurve und dem Verhalten 
des DNA Fragmentes so ermittelt, dass jeder Bereich des Fragmentes analysiert wird. Es 
handelt sich hier beispielhaft um die Schmelzkurve und die ermittelten Analysetemperaturen 
für den Exonabschnitt Ex1a des Pael-R Gens (2 Analysetemperaturen).

Analyse der gepoolten Patientenproben

Unter Berücksichtigung der im Vorfeld ermittelten, optimalen Bedingungen wurden 

die verschiedenen Exonabschnitte in einer PCR aus Patientenproben amplifiziert. 

Die Patientenproben wurden in 96-well Platten gefüllt, welche bis zu 95 

Patientenproben und eine Negativkontrolle enthielten. Von der DNA wurden dazu in 

der jeweils vorliegenden Verdünnung  5µl pro PCR Ansatz eingesetzt.

Jede Platte mit Patientenproben wurde für jedes Exon amplifiziert. Für GPR37

Exon1a-2c, für CDCrel-1 Exon 2-12. Der Erfolg der PCR wurde für GPR37 durch 

Auftragen sämtlicher PCR- Produkte auf Agarosegele, für CDCrel-1 nur durch 

Auftragen von Stichproben und der Negativkontrolle überprüft. Von den PCR 

Produkten zweier Platten wurden dann immer 2 Proben zu gleichen Teilen (7,5 µl/ 

Probe) in einer neuen 96-well Platte gemischt und durch Denaturieren und 

langsames Abkühlen mölgliche Heteroduplices gebildet.

Da man beim Parkinson-Syndrom von einer multifaktoriell bedingten Erkrankung 

ausgehen kann (Foltynie et al.2002, Klein 2001) und es relativ unwahrscheinlich ist, 

dass alle verwendeten Patientenproben die gleichen Auffälligkeiten aufweisen, kann 

man so auch homozygote Veränderungen mit großer Wahrscheinlichkeit erkennen. 

Es ist also nicht nötig, jede einzelne Patientenprobe mit einer Wildtypprobe zu 

poolen.
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Interpretation des dHPLC Chromatogramms

Grunds�tzlich gilt f�r die Interpretation der Chromatogramme immer, dass alle 

Elutionsprofile eines DNA Fragmentes mit einander verglichen werden m�ssen. Es 

l�sst sich das Chromatogramm einer Variante, welches im Idealfall 4 Peaks aufweist 

in der Regel leicht vom Chromatogramm einer Wildtypprobe mit einem Peak  

unterscheiden. H�ufig finden sich f�r eine Variante jedoch nicht die oben 

beschriebenen 4 Peaks sondern nur 3 oder 2 Peaks.

H�ufig tritt auch ein niedriger, in die Breite gezogener „Vorpeak“, eine Schulter, auf. 

Findet sich dieses Muster in allen Chromatogrammen dieser Messung, so kann man 

davon ausgehen, dass es sich um eine Verunreinigung z.B. durch Primer-Dimere 

oder PCR- Artefakte, und nicht um eine DNA-Variante handelt.

Treten Elutionsprofile mit 2, 3 oder 4 Peaks auf, so werden die ungepoolten 

Einzelproben in einem weiteren Durchlauf, nach Heteroduplexbildung noch einmal 

einzeln gemessen. Hiermit wird abgekl�rt, ob sich in einer oder beiden Proben eine 

Variante findet. Hier gilt, dass f�r eine heterozygote Variante im Chromatogramm 

mehr als ein Peak auftreten wird, w�hrend f�r eine homozygote Probe die 

Retentionszeit im Vergleich mit einer Wildtyp-Einzelprobe ver�ndert ist. Da 

verschiedene Elutionsprofile auf verschiedene Varianten hinweisen k�nnen, m�ssen 

unterschiedliche Chromatogramme unterschiedlichen Gruppen zugeordnet werden. 

4.7 Sequenzierung

Die aus der dHPLC gewonnenen Ergebnisse wurden mit Hilfe der direkten, 

zyklischen Sequenzierung best�tigt: einige Einzelproben mit auff�lligem 

Elutionsmuster werden sequenziert, best�tigt sich der Verdacht einer Variante, so 

werden alle auff�lligen Proben analysiert.

Das Prinzip der zyklischen Sequenzierung ist eine Kombination aus PCR und DNA 

Sequenzierung nach Sanger [Sanger 1977]. W�hrend des Sequenziervorganges 

wird das vorgegebene DNA-Segment amplifiziert. Da hier jedoch nur jeweils einer 

der beiden Primer zugegeben wird handelt es sich um eine lineare, nicht um eine 

exponentielle Amplifikation. Neben den 4 dNTPs, die �blicherweise f�r eine PCR 

eingesetzt werden, werden hier auch ddNTPs zugegeben. Diese sind an 
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unterschiedliche Flavochrome gekoppelt. Wird ein ddNTP anstelle eines dNTPs in 

das Amplifikat eingebaut, so kommt es zum Kettenabbruch, da die 3`Hydroxygruppe 

fehlt und damit keine neuen dNTPs angelagert werden k�nnen. Es entstehen auf 

diese Weise verschieden lange  DNA Fragmente. Diese Fragmente werden nun mit 

Formamid denaturiert und auf ein Gel aufgetragen. Es handelt sich dabei um ein 

denaturierendes Sequenziergel, wodurch verhindert werden soll, dass die 

Einzelstr�nge intramolekulare Sekund�rstrukturen ausbilden und damit ihre 

Laufeigenschaften im Spannungsfeld von anderen Faktoren abh�ngen, als ihrem 

Molekulargewicht. Abh�ngig von ihrer L�nge wandern die DNA Fragmente mit 

unterschiedlicher Geschwindigkeit durch das Gel. Nach der Passage eines 

definierten Gelabschnittes werden die Fragmente durch einen Laserstrahl zur 

Fluoreszenz angeregt.

Eine Software ist in der Lage, die dabei entstehenden Lichtsignale farbstoffspezifisch 

und basenspezifisch zu erkennen und ein entsprechendes Intensit�tsprofil zu 

erstellen. Die Sequenzreihenfolge kann dann aus der zeitlichen Reihenfolge 

errechnet werden. 

Durchführung der Sequenzierung 

Bevor die eigentliche Sequenzierung stattfinden kann, bedarf es einiger Schritte zur 

Vorbereitung der Proben. Zun�chst muss von den entsprechenden Patientenproben 

eine weitere PCR angesetzt werden. Das gesamte PCR Produkt wird danach auf ein 

Agarosegel aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die entsprechenden 

Banden, welche nun ausschlie�lich PCR Produkt des gew�nschten Abschnittes und 

keinerlei Verunreinigungen, wie z. B. nicht verbrauchte Primer enthalten, werden 

dann auf einer UV Platte mit Hilfe eines Skalpells herausgetrennt. Es folgt die 

Aufreinigung des PCR Produktes, mit dem Qiagen QIA-quick Gelextraktions–Kit. 

Hierzu werden die  ausgeschnittenen Banden �ber Anionen-Austauschers�ulen nach 

dem von der Firma vorgegebenen Protokoll aufgereinigt. Es wurde jedoch die DNA 

nicht, wie von der Firma geraten im letzten Schritt mit dem im Kit enthaltenen Elution 

Buffer, sondern mit HPLC-Wasser eluiert. Auf diese Weise besteht bei geringer DNA 

Ausbeute die M�glichkeit, die Probenmenge in der Vakuumzentrifuge durch 

Verdunstung von Wasser einzuengen und damit die DNA Konzentration zu erh�hen, 

ohne dabei den Gehalt an Salzen aus dem Puffer zu ver�ndern. Anschlie�end wurde 

das Eluat erneut elektrophoretisch aufgetrennt und die Intensit�t der Banden 
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beurteilt. Anhand der Bandenintensit�t wird dann die Menge an Eluat bestimmt, 

welche in der Sequenzierreaktion zum Einsatz kommen soll. Um Fehler zu 

minimieren werden in der Regel beide komplement�ren DNA Str�nge mit den jeweils 

bereits in der PCR verwendeten Primern sequenziert.

Alle weiteren ben�tigten Reagenzien sind bereits im DTCS Quick Start Mastermix 

der Firma Beckman Coulter enthalten: Er enth�lt die 4 dNTPS, ddNTPs mit dem 

entsprechenden Floureszensfarbstoff, eine DNA Polymerase sowie Reaktionspuffer.

Sequenzierreaktion

Der Ansatz, welcher in die Sequenzierreaktion gegeben wird setzt sich wie folgt 

zusammen:

Die Sequenzierreaktion l�uft dann im Thermocycler nach folgendem Protokoll und 30 

wiederholenden Zyklen ab:

Zeit Temperatur Wiederholung
1:30 min 94�C 1x
20 sec 96�C
20 sec 57�C
1min 60�C

30x

Unbegrenzt 4�C

Alkoholfällung

Der Sequenzierreaktion folgt dann die Alkoholf�llung. Dazu wird zun�chst die 

Reaktion durch einen sogenannten Stop Mix abgestoppt:

Stopmix :

1 Volumenanteil 3M Na-Acetat pH 5,2

1 Volumenanteil 100mM Na2-EDTA pH8,0

Je Reaktionsansatz werden folgende Reagenzien in ein 1,5ml Eppendorfgef��  

vorgelegt:

4�l Stop Mix

1�l Glycogen

Reagenz Menge
Aufgereinigtes PCR Produkt Nach Konzentration 1,3 –2,5�l
HPLC Wasser PCR Produkt und Wasser zusammen 5,6 

�l
Primer ( forward bzw. reverse) 1,4 �l
DTCS Quick Start Master Mix 3�l
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10 �l Produkt aus der Sequenzierreaktion

Zus�tzlich wird jedes Reaktions–R�hrchen mit je 10 �l HPLC-Wasser ausgesp�lt, um 

so viel Produkt wie m�glich in die F�llung zu geben. In einem ersten F�llungsschritt 

werden 6 Volumina 100% Ethanol zugegeben und die DNA in 30 Min bei 14000 

Umdrehungen/min abzentrifugiert. Das Ethanol wird dann abgenommen, zur�ck 

bleibt ein DNA Pellet, welches dann mit 70%igem Ethanol in zwei weiteren Schritten 

jeweils f�r 15 min bei 14000 Umdrehungen/min erneut gewaschen wird. Nach jedem 

Schritt erfolgt das vorsichtige Abnehmen des Ethanol-�berstandes. Nun wird das 

Pellet in einer Vakuumzentrifuge bei 30�C und ge�ffnetem Eppendorf –Gef�� f�r 12 

min getrocknet um s�mtliche Ethanolreste zu entfernen, bevor es in 40�l Sample 

Loading Solution (SLS) der Firma Beckman Coulter (im DTCS Quick Start Kit 

enthalten) resuspendiert wird.

Kapillarelektrophorese

Die Sample Loading Solution enth�lt Formamid, welches mit DNA 

Wasserstoffbr�cken ausbildet und die Bildung inter- oder intramolekularer 

Basenpaare verhindert. Die gel�ste DNA wird dann nach Anleitung des Herstellers 

auf die Probenplatte pipettiert und mit einem Tropfen Mineral�l bedeckt, um ein 

Verdunsten der Probe zu verhindern. Eine Pufferplatte wird mit fertigem 

Sequenzierpuffer best�ckt und der Polyamidgelvorrat im Ger�t �berpr�ft. Bei jedem 

Messvorgang des Sequenzierger�tes k�nnen �ber acht Kapillaren acht Proben 

gleichzeitig analysiert werden. Das Polyacrylamidgel in den Kapillaren wird nach 

jedem Messdurchgang erneuert. Es enth�lt Harnstoff als denaturierenden Faktor.

Der technische Ablauf erfolgt in  3 Schritten: Im ersten Schritt findet die Injektion der 

Proben bei einer Spannung von 2 kV statt, dieser Vorgang dauert etwa 15 Minuten. 

Nun erfolgt die Denaturierung der Proben f�r 120 Sekunden, wozu die Temperatur in 

den Kapillaren kurzfristig auf 90�C erh�ht wird. Sie sinkt dann wieder auf 50�C ab. Im 

letzten Schritt werden die DNA Fragmente bei 4,2 kV in 85 Minuten  aufgetrennt. Zur 

Auswertung der Ergebnisse mit der Analysesoftware (Version 5 der Firma Beckman 

Coulter) werden die Sequenzen der beiden Str�nge, die sich aus der Sequenzierung 

mit den beiden entgegengesetzten Primern ergeben haben miteinander und mit einer 

vorgegebenen Referenzsequenz verglichen.
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4.8 Pyrosequenzierung

Da es sich bei der Echtzeit Pyrophsphat–DNA–Sequenzierung um ein sehr schnelles 

und zuverl�ssiges Verfahren handelt, das bei bekannten Polymorphismen in kurzer 

Zeit eine gro�e Probenmenge analysieren kann, eignet es sich besonders gut zur 

Erfassung von Kontrollkollektiven oder zur Bestimmung der H�ufigkeit einer 

Ver�nderung in einem Patientenkollektiv.

Prinzip der Echtzeit Pyrophosphat–DNA–Sequenzierung

Das Prinzip dieses Verfahrens wurde aus Arbeiten von Nyren und Lundin (1985) und 

Ronaghi et al. (1996 und 1998) abgeleitet. Es dient der Sequenzierung kurzer DNA–

Abschnitte noch w�hrend diese synthetisiert wird. Es beruht darauf, dass w�hrend 

der DNA Synthese Pyrophosphat freigesetzt wird welches dann indirekt 

luminometrisch gemessen werden kann.

Man macht sich hierzu eine Enzymkaskade zunutze: In die Reaktion werden ein 

Enzym–Puffer–Gemisch, welches unter anderem auch eine Klenow DNA–

Polymerase enth�lt und, nach einem festgelegten Schema dNTPs schrittweise 

zugegeben. Wird ein Nukleotid durch die Polymerase eingebaut, so entsteht 

Pyrophosphat, welches dann seinerseits mit Adenosin-5`-Phosphosulfat unter 

Einflu� von Sulfurylase zu ATP reagiert. Das Lichtsignal entsteht dann in einem 

weiteren Schritt, in welchem ATP, katalysiert durch Luciferase, mit Luciferin zu 

Oxyluciferin (und damit sichtbarem Licht) reagiert.

Um einer Verf�lschung der Reaktion durch das Nukleotid  dATP vorzubeugen wird 

an seiner Stelle als Nukleotidanalogon dATPaS eingesetzt. Vor jeder neuen 

Nukleotidzugabe werden �bersch�ssige Nukleotide aus der vorangegangenen 

Reaktion durch eine Apyrase degradiert. F�r jedes eingebaute Nukleotid kann das 

entstandene Lichtsignal unter Ber�cksichtigung seiner Intensit�t durch eine Charge 

Couple Device (CCD) Kamera detektiert und mit der entsprechenden Software als 

Pyrogramm dargestellt werden.

Bevor die Proben jedoch in die eigentliche Pyroreaktion gegeben werden k�nnen 

bedarf es vorbereitender Schritte: Zun�chst mu� selektiv ein DNA–Einzelstrang f�r 

die folgende Analyse isoliert werden.
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Dazu macht man sich die hohe Bindungsaffinität des Biotins zu Streptavidin zunutze. 

Es wird in eine herkömmliche Polymerase Ketten Reaktion einer der Primer mit einer 

5`Biotin Markierung zugegeben, so dass einer der amplifizierten Stränge biotinyliert 

vorliegt. Diese werden in einem weiteren Schritt an mit Streptavidin gekoppelte 

Sepharose-Beads gebunden und unter Hitzeeinwirkung und Schütteln in einem 

Thermocycler immobilisiert. Es folgt eine Strangauftrennung durch Denaturierung in 

Natronlauge. Die nicht biotinylierten Einzelstränge lösen sich von den Beads. Über 

eine Vakuumpumpe werden die Beads auf einem Filter aus Zellulose festgehalten, 

da sie zu groß sind um den Filter zu passieren, während die nicht gebundenen 

Einzelstränge und andere PCR Bestandteile wie z.B die Primer in den folgenden 

Waschschritten herausgewaschen werden können. Der Transfer der Streptavidin 

Sepharose Beads mit den daran gebundenen Einzelsträngen wird mit Hilfe von 96 

zylindrischen Zellulosefiltern, welche an eine Vakuumpumpe angeschlossen sind 

bewerkstelligt.

Nach Immobilisierung, Denaturierung und Neutralisation des biotinylisierten DNA 

Stranges folgt bei 80°C die Hybridisierung eines Sequenzierprimers, der so gewählt 

wurde, dass sein 3`Ende kurz vor der zu analysierenden, polymorphen Sequenz am 

Einzelstrang bindet. Im PSQ Pyrosequenzierer findet dann die eigentliche 

Pyrosequenzierreaktion wie oben beschrieben statt.

4.9 Statistische Methoden 

Zu Beginn jeder wissenschaftlichen Arbeit wird eine Arbeitshypothese formuliert, 

über deren Gültigkeit bzw. Ablehnung dann nach Vorliegen sämtlicher 

Arbeitsergebnisse entschieden werden muss.

Um dies möglichst objektiv beurteilen zu können werden hier standardisierte 

statistische Tests eingesetzt. Sie vergleichen erwartete Ergebnisse mit den 

erhaltenen Arbeitsergebnissen und entscheiden so darüber, ob eine 

Arbeitshypothese angenommen oder verworfen wird.

Als Arbeitshypothese wird in der Regel die Nullhypothese gewählt, welche in 

unserem Fall besagt, dass Patienten und Kontrollpersonen sich hinsichtlich der 

getesteten Merkmale genotypisch nicht unterscheiden. Da prinzipiell die Möglichkeit 

besteht, dass die Arbeitshypothese für belegt angesehen wird, obwohl sie in der 
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Realit�t zu verwerfen gewesen w�re, oder umgekehrt, da die Stichprobe zuf�llig kein 

realit�tsgetreues Bild liefert und damit keine R�ckschl�sse auf die Gesamtpopulation 

zul�sst, muss das Ergebnis zus�tzlich auf diese Fehlerm�glichkeiten �berpr�ft 

werden. Man unterscheidet hier den Fehler 1. Art, welcher besagt, dass die 

Entscheidung f�r die Arbeitshypothese in der Realit�t richtig gewesen w�re, obwohl 

die Alternativhypothese gew�hlt wurde, vom Fehler 2. Art. Beim Fehler 2. Art handelt 

es sich um den Fehler, bei der Nullhypothese zu bleiben, obwohl hier die 

Alternativhypothese zugetroffen h�tte. Nun k�nnen nicht beide 

Fehlerwahrscheinlichkeiten gleichzeitig �berpr�ft werden. Man w�hlt deshalb eine 

obere Grenze α f�r die Wahrscheinlichkeit des Fehlers 1. Art. Dabei ist α beliebig zu 

w�hlen, wird jedoch in der Regel auf 0,05 festgelegt. Ein α – Wert von 0,05 bedeutet, 

dass es in 5% der F�lle zu einer Ablehnung der Nullhypothese kommt, obwohl diese 

in der Realit�t korrekt w�re. Es kann nach Durchf�hrung eines Testes nur dann von 

einem signifikanten Ergebnis gesprochen werden, wenn zuvor ein α – Wert 

festgelegt wurde. Statistikprogramme berechnen h�ufig zus�tzlich den p – Wert. Ist 

der p – Wert kleiner als der α – Wert, so handelt es sich um ein signifikantes 

Ergebnis. Die Nullhypothese wird in diesem Fall verworfen.

Genotypische Homogenit�t und Genotypenverteilung in den Kollektiven 
- Hardy Weinberg Test –

Mit Hilfe des Hardy Weinberg Testes nach Haldane (1954), Weir (1990) Guo und 

Thompson (1992) soll f�r alle gefundenen Varianten gepr�ft werden, ob die 

Genotypenverteilung bez�glich dieses Locus innerhalb der Kollektive einer Hardy 

Weinberg Verteilung gen�gt. 

Dieser Test gibt Auskunft dar�ber, ob die Genotypenverteilung in einer Population 

zuf�llig ist, was der Nullhypothese entsprechen w�rde oder ob sie durch gerichtete 

Einfl�sse auf die genetische Struktur des Locus zustande kommen.  Er erm�glicht 

einen Vergleich von Patienten und Kontrollgruppen hinsichtlich ihrer Homogenit�t f�r 

alle Loci, an denen exonische Varianten gefunden wurden. Erh�lt man mit dem 

Hardy Weinberg Test ein signifikantes Ergebnis, so kann man von einem 

Zusammenhang zwischen der Variante und einer Ph�notypischen Auspr�gung, in 

unserem Fall der Parkinsonschen Krankheit ausgehen.
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Zur Durchf�hrung des Tests wurden die Daten in eine Kontingenztafel eingetragen. 

Ausgehend von den Randsummen dieser Tafel wurde dann die Wahrscheinlichkeit 

f�r diese Tafel berechnet. Die grafische Darstellung wurde mittels eines Mosaik-Plots 

durchgef�hrt. Zur �berpr�fung der G�ltigkeit des Hardy Weinberg Gleichgewichtes 

wurde hier der Chi Quadrat Test mit α=0,05  gew�hlt. Aus entsprechenden Tabellen 

konnte nun derjenige Wert bestimmt werden, f�r den das Hardy Weinberg 

Gleichgewicht G�ltigkeit besitzt. 

Mit Hilfe des Chi Quadrat Testes wurden dann die Ergebnisse aus dem Patienten-

und dem Kontrollkollektiv hinsichtlich der gefundenen Haplotypen miteinander 

verglichen und die Signifikanz dieses Ergebnisses �berpr�ft. F�r die Durchf�hrung 

der statistischen Tests wurde als Software JMP Version 6 von SAS Software 

eingesetzt. 

Allelische Assoziation in den beiden Stichprobengruppen

In manchen F�llen hat nicht eine einzige Variante Auswirkungen auf den Ph�notyp, 

in unserem Fall die Funktion eines Proteins, sondern erst die Summe genotypischer 

Ver�nderungen f�hrt zu einer Auspr�gung im Ph�notyp und spielt damit eine Rolle 

bei der Entstehung einer Erkrankung.

Um dies zu �berpr�fen macht es Sinn, beide Kollektive im  Bezug auf allelische 

Assoziationen hinsichtlich der gefundenen Ver�nderungen zu testen. Hierzu wurden 

die gefundenen Varianten, die auf einem Gen lokalisiert sind und f�r beide Kollektive 

untersucht wurden, herangezogen. Es wurde die genotypische Assoziation anhand 

folgenden Verfahrens untersucht: F�r die Analyse des allelische 

Koppelungsgleichgewichtes wurden die Haplotypen in beiden Kollektiven ausgez�hlt 

und ihre H�ufigkeiten miteinander verglichen. Hierzu wird nach erfolgter Ausz�hlung 

eine Kontingenztafel erstellt und ein Chi Quadrat Test durchgef�hrt. Unter Haplotyp 

versteht man die Allele miteinander gekoppelter Loci, welche sich auf einem 

Chromosom befinden. Da jeweils ein v�terliches und ein m�tterliches Chromosom 

vorliegen liegen auch zwei verschiedenen Allele (ein m�tterliche, ein v�terliches) vor. 

Bei mehreren Loci lassen sich jedoch nur f�r diejenigen Probanden die Haplotypen 

bestimmen, die f�r maximal einen Locus heterozygot sind. Ein R�ckschluss auf die 

einzelnen Allele ist bei mehreren heterozygoten Loci nicht m�glich.
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5 Ergebnisse

5.1 Ergebnisse für das CDCrel-Gen

5.1.1 Optimierung der PCR 

Damit eine Mutationsanalyse mittels dHPLC überhaupt möglich wurde, mussten 

zunächst die optimalen Bedingungen für die Durchführung der PCR für alle Exons 

beziehungsweise Exonabschnitte beider Gene ermittelt werden. Es wurde dazu für 

jedes Primerpaar die Annealingtemperatur in einer Gradienten-PCR ermittelt. 

Es wurde diejenige Temperatur als Annealingtemperatur gewählt, bei der sich nach 

Auftragen auf ein Agarosegel die deutlichste Bande abzeichnete. Um den Ablauf 

dieses Verfahrens zu verdeutlichen, sei hier beispielhaft die Optimierung der PCR 

von Exon 11 des CDCrel-1 Genes aufgeführt. Es wurden hier mit Kontroll-DNA 7 

Ansätze aus demselben Mastermix hergestellt, die dann im Gradientencycler mit 

dem Gradienten 50-70°C amplifiziert wurden.

M        51,7   53,2   55,8   58,4   61,8   64,6  66,8    NK

Abbildung 4: Gelbild der Gradienten PCR für Exon 11 nach elektrophoretischer Auftrennung. 
Über jeder Bande ist die Annealingtemperatur, die zur Amplifikation benutzt wurde angegeben. 
Die erwartete Länge des Produktes beträgt 284 bp; bei der mit NK bezeichneten Bande handelt 
es sich um die Negativkontrolle. Als Annealingtemperatur wurden für Exon 11 (CDCrel-1) 
schließlich 65°C gewählt.

Auf diese Weise wurde für sämtliche verwendeten Primerpaare die beste 

Annealingtemperatur ermittelt. Der Einsatz weiterer Veränderungen oder Reagenzien 

wie im Methodenteil kurz beschrieben, war für keines der Primerpaare nötig.

Exon 11

 284bp
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5.1.2 Ermittlung der PCR Bedingungen für die einzelnen Primerpaare

M     56  56,3  56,9 57,7 58,8 60,3 62  63,4 64,5 65,3 65,8 66°C

M         51,5      53,2     55,5     58,4       61,8     64,6    66,8°C

M                  51,5    53,2     55,5    58,4    61,8      64,6    66,8°C

M          51,5      53,2     55,5    58,4       61,8     64,6    66,8°C

M          51,5      53,2     55,5     58,4       61,8     64,6    66,8°C

Exon 2

 161bp

Exon 3

 248bp

Exon 4

 210bp

Exon 5

 267bp

Exon 6

 237bp
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M         51,5      53,2     55,5     58,4       61,8     64,6    66,8°C

M         51,5      53,2     55,5    58,4       61,8     64,6    66,8°C

M         51,5      53,2     55,5     58,4       61,8     64,6    66,8°C

M                    51,7     53,2     55,5     58,4       61,8     64,6    66,8°C

M         51,5      53,2    55,5     58,4       61,8     64,6    66,8°C

Abbildung 5: Gelbild der Gradienten PCR für Exon 2 bis 12von CDCrel-1 nach 
elektrophoretischer Auftrennung. Über jeder Bande ist die Annealingtemperatur, die zur 
Amplifikation benutzt wurde angegeben. Exon 11 wurde oben bereits beispielhaft angegeben.

Die Amplfikation von Exon 10 wurde aufgrund der Doppelbanden bei 66°C mit und 

ohne Q-Solution wiederholt. Hier fanden sich auch ohne die Zugabe von Q-Solution 

eindeutige Banden bei 273bp, so dass von einer Verunreinigung der PCR im ersten 

Versuch ausgegangen werden konnte. In der Folge konnten sämtliche 

Exon 7

 245bp

Exon 8

 217bp

Exon 9

 180bp

Exon 10

 273bp

Exon 12

 325bp
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Amplifikationen von Exon 10 bei 66°C ohne Zusatz weiterer Reagenzien problemlos 

durchgeführt werden.

M              #1        #2 #3           H20       #4         #5        #6     H20

Abbildung 6: Gelbild der Amplifkation von Exon 10 des CDCrel-1 Gens
mit und ohne Q-Solution

Für alle Primerpaare galten außerdem folgende PCR Bedingungen: einmalig zu 

Beginn für 3 min bei 95°C Denaturierung, dann über 30 Zyklen je 30 sec. 

Denaturieren bei 95°C, 30 sec. Annealingtemperatur und 30 sec. Extension bei 72°C. 

Am Ende der PCR eine einmalige  Extension über 5 min bei 72 °C.

Tabelle 5: Primer zur Amplifikation der Exone von CDCrel-1 und die ermittelte optimale 
Annealingtemperatur.

Exonabschnitt Produktlänge Primer Primersequenz 5`- 3` Annealing-
temperatur

Exon2 161 2294
2295

CTCACCGTGTCTCTCCGTCT
TGTCACAATGGGTGACAGC

64°C

Exon3 248 bp 2212
2213

GACAGGGTATTGGGCTTCTG
AAGGAGCTGCGTTAGGTCTG

58°C

Exon4 210 bp 2214
2215

GTTGGAGCCCCAGACCTAAC
TGAAAGGGAGTCCTTGGAGA

58°C

Exon5 267 bp 2216
2217

CCAAGATGGATGAGGACGAG
AGGCCTCGAGTGCTGTGG

64°C

Exon6 237 bp 2218
2219

CTAGGCGGCCACAGCACT
CCATATTGTAGGGGCTGCAC

65 °C

Exon7 245 bp 2220
2221

GGAGTGCAGCCCCTACAATA
GTCCCCCTGGTACTCTCAGC

64°C

Exon8 217 bp 2222
2223

GGACTTGTCTGGCCTCAAATC
AGGAGACAAAGCCCTCTGGT

58°C

Exon9 190 bp 2224
2225

TAACCGTGCAATTACGCTCA
CCTTCCCCCACCAGACCT

58°C

Exon10 273 bp 2226
2227

CAGGTCTGGTGGGGGAAG
GGACCGGCCCTCAGTTAT

66°C

Exon11 284 bp 2228
2229

ACCAAGTCCAGGGCTGTGAG
GGAGGAGCATCCCTGACG

65°C

Exon12 325 bp 2230
2231

GCGTCAGGGATGCTCCTC
GATCCCCCAAGGTCAGAGAG

58°C

Bande 1-3 
ohne Q-
solution, 
Bande 4-6 
mit
Q-solution
- 273bp
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Eine Amplifikation von Exon 1 gelang trotz verschiedenster Ansätze (Q-Solution, 

Formamid, Touchdown-PCR, verschiedene Polymerasen) nicht. Neben einem sehr 

hohen CG- Gehalt dieses Exons ergab die Sequenzierung erschwerend noch einen 

Längenpolymorphismus im Intron 1.

Abbildung 7: Längenpolymorphismus Intron 1 von CDCrel-1. Die Pfeile markieren den Beginn 
der Sequenzverschiebungen.

Dieser wurde mittels Polyacrylamidgelelektrophorese exemplarisch in 3 von 6 

untersuchten Proben bestätigt.

Abbildung 8: PAA-Gel mit Längenpolymorphismus in Banden 1,2 und 5.

Daher wurde Exon 1 für die nachfolgenden Untersuchungen ausgeschlossen.
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5.1.3 Optimierung der dHPLC Bedingungen für das CDCrel-1 Gen 

Die optimalen Bedingungen f�r die dHPLC Analyse der amplifizierten Fragmente 

bez�glich ihrer jeweiligen Analysetemperatur und der Pufferzusammensetzung 

w�hrend der verschiedenen Analyseschritte wurden mit Hilfe von PCR Amplifikaten 

aus CEPH-DNA ermittelt. 

Tabelle 6: dHPLC Bedingungen für CDCrel

Zeit in min
Laden Gradient Waschen Equilibrieren
0,0 0,1        2,1 2,2 2,4

PCR 
Fragment

%A %B %A %B %A %B %A %B %A %B

Analysetemperatur

2 50 50 47 53 37 63 50 50 50 50 67,5�C
3 48 52 45 55 35 65 48 52 48 52 62,9�C
4 49 51 46 54 36 64 49 51 49 51 62,5�C
5 45 55 42 58 32 68 45 55 45 55 62,9�C
6 46 54 43 57 33 67 46 54 46 54 62,4�C
7 46 54 43 57 33 67 46 54 46 54 63,6�C
8 47 53 44 56 34 66 47 53 47 53 61,5�C
9 46 54 43 57 33 67 46 54 46 54 63,6�C
10 47 53 44 56 34 66 47 53 47 53 65,8�C
11 46 54 43 57 33 67 46 54 46 54 61,8�C
11 46 54 43 57 33 67 46 54 46 54 66,0�C
12 45 55 42 58 32 68 45 55 45 55 62,8�C

5.1.4 Mutationsanalyse des CDCrel-1-Gens

Bei der Analyse der PCR – Fragmente von CDCrel-1 ergaben sich f�r Exon 

2,3,4,7,8,9,10,11 und 12 f�r alle Proben unauff�llige Elutionsprofile. Exemplarsich 

finden sich einige unauff�llige Elutionsmuster in Tabelle 5. Obwohl f�r Exon 5 einige 

Proben in den Einzell�ufen deutliche Auff�lligkeiten zeigten und daraufhin 

sequenziert wurden, konnte f�r diese Proben keine Sequenzvariante nachgewiesen  

werden. In Exon 7 fand sich eine auff�llige Probe, deren Sequenzierung das 

Vorliegen einer stummen Variante best�tigte. Es handelt sich hierbei um einen 

Basenaustausch von C nach T an Position c.6140, welcher keine �nderung der 

Aminos�uresequenz zur Folge hat (p.I82I, Isoleucin).
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Nachfolgend werden in Tabellen 7-9 nacheinander die unauffälligen Elutionsprofile, 

die auffälligen Elutionsprofile sowie die Einzelmessungen gezeigt

Tabelle 7: dHPLC-Elutionsprofile unauffälliger Patientenproben von CDCrel

PCR-
Fragment

dHPLC-
Analysetemp
eratur

Elutionsprofile

2 60,0°C
PA0001, PA0303

Time (Minutes)
21

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

20
18
16
14
12
10

8
6
4
2
0

0.
39 1.

08

1.
40

3 62,9°C
PA0001, PA0303
PA0015, PA0328
PA0529, PA0152
PA0095, PA0512

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

25

20

15

10

5

0

4 62,5°C
PA0052, PA0157
PA0051, PA0199
PA0095, PA0512

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

30

25

20

15

10

5

0

5 62,9°C

Time (Minutes)
210

A
bs

or
ba

nc
e

(m
V)

30

25

20

15

10

5

0
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6 62,4°C
PA0234, PA0326
PA0235, PA0336
PA0270, PA0355
PA0272, PA0356

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

30

25

20

15

10

5

0

7 63,3°C

Time (Minutes)
210

A
bs

or
ba

nc
e

(m
V)

30

25

20

15

10

5

0

8 61,5°C
PA0001, PA0303
PA0003, PA0304
PA0138, PA0539
PA0279, PA0359

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

30

25

20

15

10

5

0

9 64,8°C
PA0242, PA0341
PA0270, PA0355
PA0279, PA0359

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

30

25

20

15

10

5

0

10 65,8°C
PA1131, PA1195
PA1128, PA1191
PA1122, PA1186

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

30

25

20

15

10

5

0

11 61,8°C
PA0057, PA0161
PA0060, PA0167
PA0075, PA0181

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V
)

30

25

20

15

10

5

0
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11 66,0�C
PA0053, PA0158
PA0046, PA0155
PA0235, PA0336

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

30

25

20

15

10

5

0

12 62,8�C
PA0579, PA0717
PA0577, PA0715
PA0009, PA0315

Time (Minutes)
210

A
bs

or
ba

nc
e

(m
V)

30

25

20

15

10

5

0

Tabelle 8: Auffällige Elutionsmuster der PCR Fragmente Ex5 und Ex7 des CDCrel-Gens.

PCR –
Fragme
nt

dHPLC-Analyse-
temperatur

Elutionsprofile

Ex 5 62,9�C

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

30

25

20

15

10

5

0

Ex7 63,3�C

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

25

20

15

10

5

0
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Tabelle 9: Einzelläufe der im gepoolten Zustand auffälligen Proben.
PCR – Fragment Ex 
5, Messung bei 
62,9�C

Elutionsmuster Sequenzierung

Unauff�lliges 
Elutionsmuster

Time (Minutes)
210

A
bs

or
ba

nc
e

(m
V

)

30

25

20

15

10

5

0

Auff�lliges 
Elutionsmuster

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

20
18
16
14
12
10

8
6
4
2
0

Bei der Sequenzierung 
Konnte kein Hinweis auf 
eine kodierende 
Seqeunzvariante gefunden 
werden.
Es wurden 2 von 3 
auff�lligen Proben 
sequenziert.

PCR – Fragment
Ex 7, Messung bei 

63,3�C

Elutionsmuster Sequenzierung

Unauff�lliges 
Elutionsmuster

Time (Minutes)
210

A
bs

or
ba

nc
e

(m
V

)

30

25

20

15

10

5

0

Auff�lliges 
Elutionsmuster

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

30

25

20

15

10

5

0

5.1.5 Auswertung der Ergebnisse für CDCrel-1

Im CDCrel-1 Gen fanden sich in 315 Proben bei der Untersuchung der Exone 2-12 

bis auf eine stumme Variante (0,31%) in Exon 7 (c.6140C>T) f�r die Aminos�ure 

Isoleucin keine weiteren Auff�lligkeiten, weswegen hier keine weiteren statistischen 

Untersuchungen stattfanden. Auch auf einen Vergleich mit einer Kontrollgruppe 

wurde verzichtet. Exon 1 wurde bisher noch nicht analysiert. Es bestanden hier 
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wegen des sehr hohen GC-Gehalts (62 Prozent) erhebliche Schwierigkeiten in der 

Wahl der Primer und der Optimierung der PCR, welche nicht überwunden werden 

konnten. Während des Versuchs die Methoden für Exon 1 zu etablieren fand sich im 

Intron 1-Bereich in einigen Proben ein Längenpolymorphismus direkt im Anschluß an 

den kodierenden Bereich, welcher die Methodenetablierung zusätzlich erschwerte. 

Dieser Bereich wird daher Gegenstand einer anderen Arbeit.
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5.2 Ergebnisse für das Pael-R-Gen

5.2.1 PCR- Optimierung für Pael-R-Gen

Auch für das Pael-R Gen mussten zunächst die optimalen Bedingungen zur 

Durchführung der PCR für alle Exonabschnitte ermittelt werden. Wie bereits im 

Materialteil erwähnt, wurden die beiden Exone des Pael-R Gens aufgrund ihrer 

Größe und der Sensitivität der dHPLC  auf maximal 300 Basenpaare  in jeweils 3 

Teilabschnitten ( 1a-c und 2a-c) amplifiziert und untersucht.

Auch hier wurde im Gradientencycler die optimale Annealingtemperatur für jedes 

Primerpaar ermittelt. Die Zugabe weiterer Reagenzien war zur Optimierung der PCR 

nicht nötig.

M              56,0 °C     56,9 °C       58,3°C       59,0 °C

M           62,2     63,2       64,0      64,5     64,9       65 °C

M               56,0 °C        56,9 °C       58,3°C       59,0 °C

Exon 1a

 500bp

Exon 1b

 395bp

Exon 1c

 494bp
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M           56,0 °C     56,9 °C       58,3°C   59,0 °C

M             56,0 °C     56,9 °C     58,3°C       59,0 °C

M       50,0     50,5   51,0    51,5    53,5    55,5    58,4 °C

Abbildung 9: Gelbilder der Gradienten PCR für die beiden Exone von Pael-R nach 
elektrophoretischer Auftrennung. Über jeder Bande ist die jeweilige Annealingtemperatur, die 
zur Amplifikation benutzt wurde angegeben. Die gewählten Temperaturen sind in der 
nachfolgenden Tabelle aufgelistet.

Tabelle 10: Primer zur Amplifikation der Exone von Pael-R und die ermittelte optimale 
Annealingtemperatur

Für alle Primerpaare galten außerdem folgende PCR Bedingungen: einmalig zu 

Beginn für 3 min bei 95°C Denaturierung, dann über 30 Zyklen je 30 sec.

Exon 2a

 400bp

Exon 2b

 300bp

Exon 2c

 357bp

Exon-
abschnitt

Produktlänge Primer Primersequenz Annealing-
temperatur

Exon1a 500 bp 1886_Ex1aF
1887_Ex1aR

TGCCTAACTCTCAGCAGCAA
TTCCCTCTCCCCAAAGTTTC

57° C

Exon1b 395 bp 1888_Ex1bF
1889_Ex1bR

GGACCCTCCTGGGACCTG
AGTGCAATTGTCCACCCTTC

63°C

Exon1c 494 bp 1890_Ex1cF
1891_Ex1cR

AAGGAGAGCCGGGAAACTC
AGCCCCTGGAAGGCATTA

55°C

Exon2a 400 bp 1892_Ex2aF
1893_Ex2aR

GGGACACCGGGAATAAATGT
AGCAGGTGATGGTGAAAAGC

57°C

Exon2b 300 bp 1894_Ex2bF 
1895_Ex2bR

TTGGCTGTTACTTTTGTTTGC
CTGGGGTGACACAGGACTTA

57°C

Exon2c 357 bp 1935_Ex2c_NF
1936_Ex2c_NR

GGGGTTTCACAGCAGACAAT
GAAAAATATGAATTAAAAACTTTC

55°C
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Denaturieren bei 95�C, 30 sec. Annealingtemperatur und 30 sec. Extension bei 72�C. 

Am Ende der PCR eine einmalige  Extension �ber 5 min bei 72 �C.

5.2.2 Nested PCR für Pael-R

Um genomische DNA zu sparen wurde aus dem PCR - Produkt s�mtlicher Proben 

die mit Exon 2a amplifiziert worden waren sp�ter zur Analyse der Positionen c.1047 

(SNP1) und c.1329 (SNP2) im Pyrosequenzierer eine sogenannte „Nested PCR“ 

hergestellt. Hierf�r wurde 1�l PCR Produkt eingesetzt.

Es wurden Primer gew�hlt, welche auf dem bereits amplifizierten Exonabschnitt 

lagen und den jeweiligen Single Nukleotide Polymorphismus (SNP) mit einschlossen. 

F�r diese Primer wurden folgende PCR Bedingungen ermittelt:

Tabelle 11: Ermittelte Annealingtemperaturen für die zur Pyrosequenzierung benötigten Primer

Exonabschnitt Produktlänge Primer Primersequenz 5`- 3` Annealing-
temperatur

Ex2a (SNP1) 159 bp 2416_Ex2a1F
2401_Ex2a1R

BiotinGGACACCGGGAATAAATGTC
TGGCAGTTGTTGAGGAACAG 

56°C

Ex2a (SNP2) 141bp 2402_Ex2a2F
2417_Ex2a2R

CGGCAGAAAGGTGCATTATT
BiotinAGCAGGTGATGGTGAAAAGC

57°C

5.2.3 DHPLC-Analyse für Pael-R

Analog zu der Vorgehensweise bei CDCrel wurden die optimalen Bedingungen f�r 

die dHPLC Analyse der amplifizierten Fragmente bez�glich ihrer jeweiligen 

Analysetemperatur und der Pufferzusammensetzung w�hrend der verschiedenen 

Analyseschritte  mit Hilfe von PCR Amplifikaten aus CEPH-DNA ermittelt.

Tabelle 12: Optimierung der dHPLC Bedingungen für Pael-R
Zeit in min
Laden Gradient Waschen Equilibrieren
0,0 0,1        2,1 2,2 2,4

Exon –
Abschnitt

%A %B %A %B %A %B %A %B %A %B

Analysetemperatur

1a 41 59 38 62 28 72 41 59 41 59 64,0�C
1a 42 58 39 61 29 71 42 58 42 58 66,5�C
1b 42 58 39 61 29 71 42 58 42 58 62,8�C
1c 40 60 37 63 27 73 40 60 40 60 61,5�C
2a 41 59 38 62 34 66 41 59 41 59 57,0�C
2b 46 54 43 57 39 61 46 54 46 54 59,3�C
2b 45 55 42 58 38 62 45 55 45 55 59,5�C
2c 50 50 47 53 37 63 50 50 50 50 62,8�C
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5.2.4 Mutationsanalyse des PAEL-R Gens

In Exonabschnitt 1a bei der Messung mit 64°C, 1b, 1c, 2b und 2c fanden sich für alle 

333 Proben einheitliche, einem DNA-Homoduplex entsprechende Elutionsprofile, 

welche in der nachfolgenden Tabelle aufgelistet sind. 

Tabelle 13: dHPLC-Elutionsprofile unauffälliger Patientenproben von PAEL-R
Exonabschnitt dHPLC-

Analyse-
temperatur

Elutionsprofile

1a 64,0°C
PA0287,PA0289
PA0275,PA0277
PA0244,PA0252

Time (Minutes)
21

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

40

35

30

25

20

15

10

5

0

1b 62,8°C
PA0568, PA1167
PA0570, PA1169
PA0572, PA1171
PA0586, PA1186

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

20
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0

1c 61,5°C
PA0011, PA0320
PA0013, PA0323
PA0028, PA0150
PA0049, PA0156

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

30

25

20

15

10

5

0

2b 57,0°C
PA0102, PA0514
PA0103, PA0516
PA0104, PA0521
PA0113, PA0524

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

30

25

20

15

10

5

0
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2b 59,3°C
PA0128, PA0529
PA0129, PA0530
PA0138, PA0539
PA0204, PA0546

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

18
16
14
12
10
8
6
4
2
0

-2

2c 59,5°C
PA0005, PA0308
PA0009, PA0315
PA0010, PA0317
PA0011, PA0320

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

20
18
16
14
12
10
8
6
4
2
0

Auffällige Profile ergaben sich bei der Messung von Ex1a bei 66,5 °C und von Ex 2a. 

Der Exon 2a - Abschnitt enthält zwei bekannte Polymorphismen (rs724356 und 

rs3735270), welche kein einheitliches Elutionsprofil zulassen. Hier wurden für jedes 

Muster einzelne Proben sequenziert, um nicht weitere Varianten zu übersehen. 

Die entsprechenden auffälligen Elutionsprofile sind in der nachfolgenden Tabelle 

aufgelistet.

Tabelle 14: dHPLC Elutionsprofile auffälliger Proben des Pael-R Gens

Exon-
abschnitt

dHPLC-
Analyse-
temperatur

Elutionsprofile

Ex1a 66,5°C Auffälliges Profil:
pa0234, PA0237

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

10
9
8
7
6
5
4
3
2
1
0
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Ex2a 58,5°C Gruppe 1

Time (Minutes )
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V
)

3 0

2 5

2 0

1 5

1 0

5

0

Ex2a 58,5°C Gruppe 2

Time (Minutes )
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)
3 0

2 5

2 0

1 5

1 0

5

0

Ex2a 58,5°C Gruppe 3

Time (Minutes )
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

3 0

2 5

2 0

1 5

1 0

5

0

Für Exon2a ließen die Einzelmessungen der Proben trotz unterschiedlich breiter 

Peaks keine Rückschlüsse auf die Genotypen der beiden SNPs zu, so dass hier 

später eine Pyrosequenzierung angeschlossen wurde. Im Falle einer zusätzlichen 

Variante hätte sich wahrscheinlich ein signifikant anderes, zusätzliches Elutionsprofil 

gezeigt.
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Tabelle 15: Einzelmessungen und Sequenzierung auffälliger Proben aus Exon 1a des Pael-R 
Gens

Exon 1a, 
Messung 
bei 66,5°C

Elutionsprofil Sequenzierung

Unauffälliges 
Elutionsprofil

Time (Minutes)
210

A
bs

or
ba

nc
e

(m
V

)

10

9

8

7

6

5

4

3

2

1

0 0.
39

0.
49

1.
77

Auffälliges 
Elutionsprofil

T i m e  ( M i n u t e s )
10

A
bs

or
ba

nc
e

(m
V

)

5

4

3

2

1

0

0.
39

0.
49

1.
67 1.

78

Das auffällige Elutionsprofil fand sich bei der Messung von Exon 1a bei 66,5°C in 25 

von den insgesamt 333 gemessenen Patientenproben. Drei der im Einzellauf 

auffälligen Proben wurden sequenziert. Sie wiesen alle denselben Basenaustausch 

von T nach C an Position 709 des Exons auf, der jedoch stumm ist, d.h. nicht zu 

einem Aminosäureaustausch führt (c.48T>C, p.L16L). In beiden Fällen wird die 

Aminosäure Leucin kodiert.

Im ersten Abschnitt von Exon 2 (Exon2a) fanden sich zwei weitere, bereits 

beschriebene SNPs. Beim ersten SNP (rs724356) handelt es sich um einen 

Basenaustausch von T nach C an Position c.1047, welcher für die Aminosäure 

Threonin kodiert. Bei dem zweiten SNP (rs3735270) handelt es sich um einen 

Austausch von G nach C an Position c.1329, welcher für die Aminosäure Leucin 

kodiert. Beide Polymorphismen sind stumm, d.h. sie haben keinen 

Aminosäureaustausch zur Folge.
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5.2.5 Mutationsanalyse durch Pyrosequenzierung

Da es nicht möglich war bestimmte dHPLC Muster für die einzelnen 

Kombinationmöglichkeiten dieser Polymorphismen zu bestimmen wurden hier 

sowohl die Patienten- als auch die Kontrollproben hinsichtlich dieser beiden SNP mit 

Hilfe der Pyrosequenzierung analysiert. Es zeigte sich, dass sich die 

Allelhäufigkeiten bei den Kontrollpersonen im Vergleich zu den Patienten deutlich 

unterscheiden.

Tabelle 16: Ergebnisse aus der Pyrosequenzierung hinsichtlich des 1. SNPs in Ex2a. Hier 
wurde ein Sequenzierprimer in 3´-5´ Richtung des kodierenden Stranges gew�hlt, deshalb 
handelt es sich bei dem sequenzierten Bereich um die Reversesequenz. Der Basenaustausch 
von T nach C wird hier als Basenaustausch von A nach G angezeigt.

SNP1 (rs 724356 )      zu analysierende Sequenz: 5�- A/GGTGGTGA –3�

Histo
gramme

A/A

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

C A G C T G T G A

A/G

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

C A G C T G T G A

G/G

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

C A G C T G T G A

Pyro
Gramme

1 1 0

1 2 0

1 3 0

1 4 0

1 5 0

1 6 0

E S C A G C T G T G A

5

A / A

1 1 0

1 2 0

1 3 0

1 4 0

1 5 0

1 6 0

1 7 0

1 8 0

1 9 0

2 0 0

2 1 0

E S C A G C T G T G A

5

A / G

1 1 0

1 2 0

1 3 0

1 4 0

1 5 0

1 6 0

1 7 0

E S C A G C T G T G A

5

G / G

Anzahl in
Patienten
Proben

18/246
7,0 %

101/246
41,0 %

127/246
52,0 %

Anzahl in
Kontroll
Proben

21/275
8,0 %

94/275
34,0 %

160/275
58,0 %

Pearsons
Chi-
Quadrat p=0,890 p=0,105 p=0,133

Nach Auswertung der gewonnenen Pyrosequenzierungs-Ergebnisse für den ersten 

SNP war die Allelkombination G/G mit 52% bzw. 58% am häufigsten anzutreffen, 

gefolgt von A/G mit 41% bzw. 34% und mit größerem Abstand A/A mit 7% bzw. 8%.  

In der Kontingenzanalyse wurden keine signifikanten Unterschiede der 

Allelzusammensetzungen zwischen 246 Parkinson-Patienten und 275 

altersentsprechende Kontrollen gefunden. Die höchsten Übereinstimmungen 

hinsichtlich der prozentualen Verteilung entfiel dabei auf die am seltensten 
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vorkommende Basenkombination A/A. Somit unterscheiden sich Parkinson- und 

Kontrollpatienten hinsichtlich des der Verteilungen des Polymorphismus rs724356 

des PAEL-R Gens nicht. Die beobachtete Genotypenverteilung entspricht dabei der 

Erwartung unter der Annahme einer Hardy–Weinberg-Verteilung.

Tabelle 17: Auswertung der Patienten- und der Kontrollproben für den 2. SNP (rs 3735270) des 
PAEL-R Gens.

SNP rs 3735270   zu analysierende Sequenz:  5�- GACTG/CT –3�

Histo
gramme

G/G

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

C G A C T G C G T

G/C

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

C G A C T G C G T

C/C

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

C G A C T G C G T

Pyro
gramme

1 0 2

1 0 4

1 0 6

1 0 8

1 1 0

1 1 2

1 1 4

1 1 6

1 1 8

1 2 0

E S C G A C T G C G T

5

G / G

1 0 2

1 0 4

1 0 6

1 0 8

1 1 0

1 1 2

1 1 4

1 1 6

1 1 8

1 2 0

1 2 2

1 2 4

1 2 6

E S C G A C T G C G T

5

G / C

1 0 1

1 0 2

1 0 3

1 0 4

1 0 5

1 0 6

1 0 7

1 0 8

1 0 9

1 1 0

1 1 1

1 1 2

1 1 3

1 1 4

1 1 5

1 1 6

E S C G A C T G C G T

5

C / C

Anzahl in
Patienten
Proben

133/ 262
51,0 %

104/262
40,0 %

25/262
9,0 %

Anzahl in
Kontroll
Proben

77/267
29,0 %

133/267
50,0 %

57/267
21,0 %

Pearsons 
Chi 
Quadrat p<0,0001 p=0,0193 p=0,0002

Die meisten Pyrosequenzierungs-Messungen erbrachten dieses mal die 

Allekombination G/C mit 40% bzw. 50% als h�ufigste Beobachtung, gefolgt von G/G 

mit 51% bzw. 29% und C/C mit 9% bzw. 21%. Bei der statistischen Auswertung 

mittels Kontingenzanalyse von 262 Parkinsonproben und 267 Kontrollproben 

bez�glich des Polymorhismus rs3735270 des PAEL-R Gens zeigte sich, dass das 

G/G-Allel mit 51% in Parkinsonpatienten hochsignifikant �berrepr�sentiert ist 

(p<0,0001). Entsprechend zeigte sich eine signifikante Abnahme der verbleibenden 

G/C und C/C-Allelkombinationen im Vergleich zu den altersentsprechenden 

Kontrollen.
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5.2.6 Ermittlung und Vergleich der kombinierten Allelh�ufigkeiten f�r 
Patienten – und Kontrollproben des PAEL-R Gens

Im Anschluß an die für jeden Polymorphismus allein bestimmten Allelhäufigkeiten 

wurde für die verschiedenen Kombinationsmöglichkeiten der beiden SNPs die 

Allehhäufigkeiten für die gepaarten Gruppen ermittelt. 

Abbildung 10: Vier von 16 M�glichkeiten der Kombination der einzelnen Haplotypen f�r die 
beiden Single Nukleotid Polymorphismen in Exon 2a. Es resultieren letzlich 4 m�gliche 
Haplotypen-Kombinationen . Der Haplotyp wird ab hier so angegeben, wie er auf dem 
kodierenden Strang in 5�- 3`- Richtung gelesen werden w�rde.

SNP 1 
(rs 724356 )     

SNP 2 
( rs 3735270 )

Haplotyp

T
T

G
C

T     G
T     C

T
C

C
G

T     C
C     G

C
T

C
C

C     C
T      C

C
C

G
G

C     G
C     G

Tabelle 18: Allelh�ufigkeiten f�r die Patienten und Kontrollproben. Der Haplotyp wird hier so 
angegeben, wie er auf dem kodierenden Strang in 5�- 3`- Richtung gelesen werden w�rde.

Haplotyp Patientenproben Kontrollkollektiv Pearsons Chi-Quadrat

T_C 1/382
(0,26%)

1/414
(0,24%)

p=0,9428

T_G 88/382
(23,04%)

78/414
(18,84%)

p=0,1454

C_C 94/382
(24,61%)

187/414
(45,17%)

p<0,0001

C_G 199/382
(52,10%)

148/414
(35,75%)

p<0,0001

Summe
382

(100%)
414

(100%)

Bereits hier fällt auf, daß die C_G Allelkombination in der Patientengruppe mit 52,1% 

prozentual deutlich häufiger auftritt, als in der Kontrollgruppe mit 35,75%. Zur 

Überprüfung des Signifikanzniveaus wurden die ermittelten Werte in eine 

Kontingenztafel eingetragen und Parkinson- und Kontrollgruppen für jeden Haplotyp 

einzeln miteinander verglichen. Hierbei zeigte sich eine hochsignifikante (p<0,0001) 
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Überrepräsentierung der C_G-Kombination bzw. Unterrepräsentierung der C_C-

Kombination in den Patientenproben beim Vergleich mit den altersentsprechenden 

Kontrollen. Für den Haplotyp T_G erbachte der Chi Quadrat Test keinen 

signifikanten Unterschied zwischen Patienten und Kontrollgruppe (p= 0,145). Der 

Haplotyp T_C war in beiden Gruppen übereinstimmend jeweils nur ein einziges Mal 

anzutreffen.

Die Überrepräsentierung des G-Allels im Polymorphismus c.1329G>C resultiert somit 

zu hochsignifikant verschiedenen Haplotypen-Kombinationen an Positionen c.1047 

und c.1329 in PAEL-R Patienten- und Kontrollkollektiven. Die Bedeutung dieser 

Unterschiede werden im Diskussionsteil erörtert.

5.3 Genotypisierung in einem Kontrollkollektiv

5.3.1 Genotypisierung durch dHPLC Analyse für CDCrel-1

Im Anschluss an die Genotypisierung der Patientenproben wurden Proben eines 

Kontrollkollektivs ebenfalls auf die in den Patientenproben gefundenen 

Veränderungen hin überprüft. Da für CDCrel-1 außer einer stummen Variante in 

Exon 7 (c.6140C>T) keine weiteren Auffälligkeiten gefunden wurden, wurde hier auf 

einen Vergleich mit einer Kontrollgruppe verzichtet.

5.3.2 Genotypisierung durch dHPLC Analyse für PAEL-R

In Pael-R fand sich im ersten Abschnitt von Exon 1 ein Polymorphismus (c.48T>C), 

welcher durch Messung im dHPLC eindeutig zu identifizieren war, weswegen auch 

ein Kontrollkollektiv bestehend aus 264 Personen mittels dHPLC gescreent wurde. 

Da es durch Poolen der Proben relativ unwahrscheinlich war, eventuelle homozygote 

Proben zu übersehen wurde hier auf eine weitere Kontrollanalyse z.B. durch 

Pyrosequenzierung verzichtet. Auch hier wurden einige der auffälligen Proben zur 

Kontrolle im Anschluss an die dHPLC Messung sequenziert. Sie wiesen alle den 

erwarteten Polymorphismus entsprechend einem Basenaustausch von T nach C an 

Position 709 des Exons auf, der jedoch stumm ist, d.h. nicht zu einem 

Aminosäureaustausch führt (c.48T>C, p.L16L). Die entsprechenden Elutionsmuster 

des Kontrollkollektives sind in der nachfolgenden Tabelle aufgelistet. 
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Tabelle 19: Elutionsmuster bei der Messung des Kontrollkollektivs

Exonabschnitt Messtemperatur Elutionsmuster
Ex1a 66,5°C Gruppe1

Time (Minutes)
210

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

14

12

10

8

6

4

2

0

Gruppe 2

T im e  ( M in u te s )
10

Ab
so

rb
an

ce
(m

V)

4

3

2

1

0

- 1

Es wurde in den Einzelmessungen der insgesamt 264 gemessenen Kontrollproben 

das auffällige Elutionsmuster 12mal gefunden. Zur Sicherung des Ergebnisses 

wurden 2 der auffälligen Proben sequenziert. Es fand sich derselbe Polymorphismus 

wie bereits in den Patientenproben.

Tabelle 20: Elutionsmuster der Einzelmessungen im Kontrollkollektiv

Ex1a, Messung bei 
66,5°C

Elutionsmuster Sequenz

Unauffälliges Muster

T i m e  ( M in u t e s )
10

A
bs

or
ba

nc
e

(m
V

)

5

4

3

2

1

0

- 1
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Auffälliges Muster

T i m e  ( M in u t e s )
10

A
bs

or
ba

nc
e

(m
V

)

5

4

3

2

1

0

- 1

Der statistische Vergleich des Kontrollkollektives mit den Patientenproben wurde der 

Übersicht halber bereits im Anschluss an die Pyrosequenzierung dargestellt.



72 DISKUSSION 

6 Diskussion

Genetische Aspekte in der Pathogenese des Morbus Parkinson werden in letzter Zeit 

zunehmend beachtet. Insbesondere die Entdeckung von Parkin-Mutationen beim 

juvenilen Parkinson-Syndrom hat sukzessive die Aufklärung von Protein-Protein-

Interaktoren dieses pathogenetisch relevanten Ubiquitin-Ligase-Enzyms gestattet. 

Auch diese Interaktoren haben sich teilweise in die Konzepte eines gestörten 

proteasomalen Abbauweges eingliedern lassen. Der Anteil der genetischen 

Subtypen der Parkinson-Erkrankung weist eine starke Heterogenie auf, sodaß die 

Untersuchung weiterer Marker zur Aufdeckung der krankheitsrelevanter Proteine 

hilfreich sein kann.

Unter anderem akkumulieren die Interaktionspartner des Parkin, das Septin CDCrel-

1 (PNUTL1, SEPT5) und der G-Protein gekoppelte Transmembranrezeptor Pael-R 

(GPR37) im Gehirn von jugendlichen Parkinson-Patienten. International existieren 

derzeit keine Daten, in welcher Häufigkeit und im welchem Umfang Erkrankungen 

auf Mutationen in diesen Genen zurück zu führen sind. In dieser Arbeit wurden 

deshalb Proben von Parkinson-Patienten auf Mutationen innerhalb aller Exone in 

diesen beiden Genen untersucht.

Im CDCrel-1-Gen wurde in Exon 7 ein auffälliges Allel (0,31%) gefunden, dessen 

Sequenzierung das Vorliegen einer stummen Variante bestätigte. Es handelt sich 

hierbei um einen Basenaustausch von C nach T an Position c.6140. Von den 

insgesamt 364 untersuchten Patientenproben wurden 49 von der statistischen 

Auswertung ausgeschlossen, da bei ihnen keine vollständigen 

Untersuchungsergebnisse der Exons 2-12 vorlagen. Die Mutationsanalyse für Exon 1 

wurde durch einen Längenpolymorphismus im Intron 1 verhindert. Somit kann das 

Vorhandensein von Varianten bzw. krankheitsverursachenden Mutationen für CDCrel 

bei Parkinson-Patienten derzeit noch nicht komplett ausgeschlossen werden. 

Hingegen verdichten sich in Tiermodellen neuerdings Hinweise darauf, dass der 

CDCrel-1 einschließende Lokus 22q11.2 bei neuropsychiatrischen Erkrankungen wie 

z.B. Schizophrenien eine gestörte Expression aufweist [Hiroi 2005]. Es kann somit 

spekuliert werden, dass Mutationen des CDCrel-1-Gens eventuell auch in einem 

Patientenkollektiv mit neuropsychiatrischen Verhaltensauffälligkeiten auftreten 

könnten.
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F�r das PAEL-R Gen wurden die beiden bekannten Polymorphismen in Exon 2 

rs724356 und rs3735270 auch in den untersuchten Patientenproben beobachtet. 

Zus�tzlich wurde in 25 von den insgesamt 333 gemessenen Patientenproben (7.5%) 

ein weiterer, bisher nicht bekannter Polymorphismus an Position c.48 in Exon 1 

identifiziert. Die Sequenzierung dieser Position wies einen Basenaustausch von T 

nach C auf, der nicht zu einem Aminos�ureaustausch von Leucin f�hrt. Auch in 264 

gemessenen Kontrollproben wurde diese stumme Variante 12 mal gefunden (4.5%) 

und in zwei Proben durch Sequenzierung best�tigt. In der aktuellen Studie konnten 

keine krankheitsverursachende Mutationen gefunden werden.

Auff�llig ist allerdings die statistische Verteilung des bereits bekannnten 

Polymorphismus rs373570 von PAEL-R. Bei den Parkinson-Patienten beobachtet 

man eine deutliche �berrepr�sentierung des G-Allels. Bei Parkinson-Patienten 

wurde die Homozygotie f�r das GG-Allel an Position c.1329 fast doppelt so h�ufig 

beobachtet wie in der Kontrollgruppe (51% Parkinson-Patienten, 29% 

Kontrollgruppe, p<0,0001). Diese Ver�nderungen deuten darauf hin, dass das 

Vorhandensein der signifikant h�ufiger auftretenden c.1329G>C-Variante ein 

Risikoallel darstellen k�nnte. Dieses k�nnte beispielsweise mit einer durch 

alternatives Splei�en entstandenen divergierenden Isoform einhergehen, bei der die 

funktionelle Bedeutung des Proteins modifiziert ist. Funktionelle Polymorphismen, die 

mit einer ver�nderten Rezeptorstruktur einhergehen, sind insbesondere bei den 

Dopaminrezeptoren bekannt, welche ebenfalls zur Gruppe der G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren z�hlen [Gelfort 2000]. Es ist denkbar, dass es sich bei dem 

C_G-Haplotyp f�r Pael-R um einen Suszeptibilit�tsfaktor handelt, der unter 

bestimmten Umweltbedingungen mit unvollst�ndiger Penetranz zur Auspr�gung der 

Parkinson’schen Erkrankung f�hrt. Insbesondere k�nnte hypothetisch eine 

verminderte Resistenz gegen�ber oxidativen Stressfaktoren vorliegen. Hierbei 

k�nnen allerdings auch andere Faktoren, wie eine ver�nderte Lokalisation oder 

Integration des Rezeptors in der Zellmembran urs�chlich sein.

Vor diesem Hintergrund ist es bedeutsam, dass Pael-R bereits im Normalzustand als 

schwierig zu faltendes Protein in �ber 50% der F�lle dem proteasomalen Abbauweg 

mittels Ubiquitinierung zugef�hrt wird [Takahahshi 2006]. Schon kleinste 
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Ver�nderungen der Aminsos�uresequenz k�nnten aufgrund der zu erwartenden 

Akkumulation von Pael-R dramatische Auswirkungen auf die dopaminergen Neurone 

zeigen. Insofern ist es auch denkbar, dass solche Mutationen bereits in der 

neuronalen Entwicklung in der Fetalperiode ihre Wirkung entfalten und aufgrund der 

anderen klinischen Symptomatik somit nicht in Parkinsonkollektiven gefunden 

werden.

Eine andere M�glichkeit besteht darin, dass dieser Haplotyp mit anderen 

funktionellen Polymorphismen gekoppelt ist, welche zu einer �nderung der 

Proteinbiosynthese f�hren k�nnen. Der n�chste Schritt w�re nun, die Promotor-

Region auf funktionelle SNPs zu untersuchen und durch Expressionsklonierung der 

Haplotypen eventuell Unterschiede in Transkriptmenge, Transkriptstabilit�t oder 

posttranskriptionalen Modifizierungen nachzuweisen.

Des Weiteren muss beachtet werden, dass das untersuchte Patientenkollektiv 

vorwiegend aus dem s�ddeutschen Raum stammt. Bei bekannter Heterogenit�t der 

Parkinsonerkrankung ist das Vorliegen einer zweiten unabh�ngigen Patientengruppe 

in anderen Regionen / L�ndern durchaus denkbar und sollte daher in einer zweiten 

unabh�ngigen Studie zumindest ausgeschlossen werden. Eine weitere M�glichkeit 

bieten sogenannte „genome-wide association studies“ bei denen die beobachteten 

Polymorphismen mit in Datenbanken hinterlegten Kontrollf�llen verglichen werden. 

Ein Beispiel hierf�r ist das international angelegte HapMap Projekt 

(http://www.hapmap.org/).
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Schlussfolgerungen

 Das Vorliegen krankheitsverursachender Mutationen kann für CDCrel-1 nicht 

sicher ausgeschlossen werden. Innerhalb des CDCrel-1 Gen in Exon 7 

existiert in einer Probe eine stumme Variante (c.6140C>T) ohne klinische 

Relevanz. Potentiell krankheitsverursachende Mutationen oder neue 

Polymorphismen konnten in einem Großteil des Gens weder für Patienten 

noch in den Kontrollen nachgewiesen werden.

 Das Pael-R Gen enthält innerhalb seiner Exons keine potentiell 

krankheitsverursachende Mutationen für den Morbus Parkinson. Ein bisher 

nicht beschriebener Polymorphismus in Exon 1 (c.48T>C ) hat keinen Einfluß 

auf die Aminosäuresequenz des Proteins.

 Die signifikante (p<0,0001) Überrepräsentation des G-Allels für den 

Polymorphismus c.1329G>C in PAEL-R (71% in Parkinson-Proben, 54% in 

der Kontrollgruppe), deutet darauf hin, dass dieses ein funktionellen 

Polymorphismus darstellt, der seine Wirkung möglicherweise außerhalb der 

untersuchten Genabschnittes entfaltet.

 Bei Parkinson-Patienten wurde die Homozygotie für das GG-Allel an Position 

c.1329 in PAEL-R fast doppelt so häufig beobachtet wie in der Kontrollgruppe 

(51% Parkinson-Patienten, 29% Kontrollgruppe, p<0,0001). Sofern sich diese 

Daten in einem unabhängigen Kollektiv bestätigen lassen, ist für diesen 

Marker eine Assoziation mit der Parkinson-Krankheit anzunehmen. Die 

funktionelle Bedeutung ist jedoch wahrscheinlich bei einem weiteren, noch 

unbekannten Polymorphismus zu suchen, der den Haplotyp mit dem G oder 

C-Allel an Position 1329 teilt.
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7 Zusammenfassung

F�r den autosomal-rezessiven juvenilen Parkinsonismus (AR-JP) sind verschiedene 

Krankheitsgene bekannt. Eines davon ist die E3 Ubiquitin-Ligase Parkin. Neben 

weiteren Interaktionspartnern sind insbesondere das Septin CDCrel-1 (PNUTL-1) 

und der G-Protein gekoppelte Transmembranrezeptor Pael-R (GPR-37) von 

Interesse, da einige Arbeiten Hinweise auf die Akkumulation dieser Proteine im ZNS 

juveniler Parkinson-Patienten ergeben haben.

Ziel dieser Arbeit war eine Mutationsanalyse aller Exone beider Gene, um relevante 

Mutationen aufzudecken. Hierf�r wurde mittels denaturierender 

Hochdruckfl�ssigchromatographie (dHPLC) f�r CDCrel-1 insgesamt 364 Proben und 

f�r Pael-R insgesamt 333 Proben von Parkinson-Patienten sowie 264 Proben einer 

Kontrollgruppe untersucht. Proben mit auf�lligem Elutionsprofil wurden 

anschliessend mittels zyklischer Sequenzierung �berpr�ft. F�r CDCrel-1 konnte in 

Exon 7 in einer der 315 vollst�ndig untersuchten Proben f�r Exon 2-12 (0,31%) eine 

stumme Variante nachgewiesen werden. Hierbei handelt es sich um einen 

Austausch der Base C mit T an Position 6140, soda� die Translation der Aminos�ure 

Isoleucin unver�ndert erfolgt (c.6140C>T, p.I182I). F�r Pael-R konnte neben zwei 

bekannten h�ufigen Polymorphismen (rs724356 und rs3735270) ein weiterer 

Polymorphismus c.48T>C, p.L16L mit stummer Kodierung von Leucin in 7,5% der 

Proben ausgemacht werden. Hierbei handelt es sich um einen Austausch der Base 

Thymidin mit Cytosin an Position 48. In der Kontrollgruppe waren es 4,5%. Da in der 

dHPLC f�r unterschiedliche Polymorphismen sich �hnliche Elutionsprofile zeigten, 

wurde zur genauen Berechnung von Genotypen und Allelfrequenzen f�r 246 bzw. 

262 Patienten mit Parkinson und 275 bzw. 267 „Old-People“-Kontrollen mittels 

Pyrosequenzierung die entsprechenden Allele f�r rs724356 und rs373570 bestimmt. 

Zuvor musste aufgrund des geringen DNA-Materials eine nested-PCR der relevanten 

Genabschnitte durchgef�hrt werden. F�r rs373570 wurde bei den 

Parkinsonpatienten das G-Allel in 71% der F�lle nachgewiesen, w�hrend in der 

Kontrollgruppe nur 54% der Proben dieses Allel trugen. Entsprechend wurde eine 

Homozygotie f�r das GG-Allel in 51% der Parkinsonf�lle bei nur 29% der 

Kontrollgruppen beobachtet. Die Allelfrequenz des Haplotypes C_G f�r PAEL-R ist in 

Parkinson-F�llen somit signifikant erh�ht (p>0,0001). Man kann also davon 

ausgehen, da� das G-Allel ein Marker f�r einen funktionellen Polymorphismus 
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darstellt, der außerhalb des untersuchten Genabschnittes liegt. Weitere Analysen, 

unter anderem Mutationsscreening der  Promotor-Region auf funktionelle SNPs und 

durch Expressionsklonierung der Haplotypen auf Unterschiede in Transkriptmenge, 

Transkriptstabilität oder posttranskriptionalen Modifizierungen sind vielversprechende 

Ansätze.
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8 Anhang

Exemplarische Darstellung einer vollständigen Sequenzierung des ersten 

Abschnittes von Exon 1 des PAEL-R mit Vorliegen des Polymorphismus.
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Exemplarische Darstellung einer vollständige Sequenzierung des ersten Abschnittes 

von Exon 1 des PAEL-R ohne Vorliegen eines Polymorphismus.
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