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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. Parkinson-Krankheit

Die Parkinson-Krankheit (Morbus Parkinson) ist nach dem Londoner Arzt James
Parkinson benannt, der das Krankheitsbild im Jahre 1817 erstmals beschrieb [131]. Morbus
Parkinson (MP) ist nach dem Morbus Alzheimer (MA) die zweithidufigste
neurodegenerative Erkrankung, die neuropathologisch auf einer fortschreitenden
Degeneration melaninhaltiger, dopaminerger Zellen vor allem in der Pars compacta der
Substantia nigra beruht. Ein weiteres Kennzeichen sind Lewy-Korper, Ubiquitin-positive,
eosinophile, zytoplasmatische Einschlusskorper, deren Anwesenheit charakteristisch, aber
nicht spezifisch ist [95]. Bis heute gibt es keinen eindeutigen biologischen Marker, so dass
die neurologische Untersuchung der Goldstandard zur Diagnose des MP ist [95]. Zu den
Hauptkriterien zdhlen eine Bradykinesie/Akinesie in Kombination mit einem Rigor,
Ruhetremor oder Haltungsinstabilitit. Je nach vorherrschender Symptomatik kdnnen eine
tremor-dominante und eine akinetische Form unterschieden werden.

Der MP wird, beruhend auf dem Erkrankungsalter in drei verschiedene Gruppen eingeteilt:
in die juvenile Form, beginnend vor dem 20. Lebensjahr, die frith beginnende Form (early
onset Parkinson’s disease (EOPD)) mit einem Erkrankungsalter zwischen dem 21. und
dem 50. Lebensjahr und die spit beginnende Form (late onset Parkinson’s disease
(LOPD)) mit einem Erkrankungsbeginn nach dem 50. Lebensjahr. Die Definition des
EOPD ist in der Literatur uneinheitlich, da das Erkrankungsalter studienabhingig zwischen
40 Jahren [43, 46], 45 Jahren [127] und 50 Jahren [2, 81] differiert. Patienten mit einem
frithen Erkrankungsbeginn haben wahrscheinlich einen langsameren Krankheitsverlauf und
weniger kognitive Defizite als Patienten mit spatem Erkrankungsbeginn, dafiir aber eine

hohere Inzidenz von Dystonien und Levodopa-induzierten Dyskinesien [43].

Trotz intensiver Forschung ist die Ursache des MP weitgehend ungeklidrt. Am Ende des 19.
Jahrhunderts wurde von einer genetischen Atiologie ausgegangen, da beobachtet wurde,
dass etwa 15 % der Patienten einen Verwandten mit der gleichen Erkrankung hatten [52].
Die genetischen Erwédgungen traten in den Hintergrund, als im Rahmen der epidemischen

Enzephalitis lethargica (1918-1920) viele betroffene Personen einen postenzephalitischen
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Parkinsonismus entwickelten [140] und wurden erst 20 bis 30 Jahre spiter mit der
Entdeckung einer hohen familidren Inzidenz des MP wieder aufgegriffen [120]. Seit 1983
wird erneut ausgiebig iiber eine exogene Ursache nachgedacht, nachdem mehrere
kalifornische Drogenabhéngige durch die Injektion von mit MPTP (1-Methyl-4-Phenyl-
1,2,3,6 Tetrahydropyridin) verunreinigtem Heroin ein akinetisch-rigid betontes Parkinson-

Syndrom entwickelt hatten [96].

1.2. Epidemiologie
1.2.1. Deskriptive Epidemiologie

Sowohl die Inzidenz-, als auch die Pridvalenzrate des MP steigen mit zunehmendem
Lebensalter an. Vor dem 40. Lebensjahr ist der MP selten, die Priavalenzrate nimmt jedoch
nach dem 50. Lebensjahr fast exponentiell zu. In der 8. Lebensdekade betrigt die
geschitzte Priavalenzrate in der europidischen und nordamerikanischen Bevolkerung 1:1000

—3:1000. Ménner sind insgesamt etwas haufiger betroffen, als Frauen [177].

1.2.2. Analytische Epidemiologie

Lebensalter

Das Alter ist der einzige bisher eindeutig akzeptierte Risikofaktor [97], da sich mit
zunehmendem Alter das Dopamin im Striatum zu verringern scheint. Eine Beschleunigung
dieses Prozesses konnte eine Rolle in der Atiologie des MP spielen und fiihrt zu den in der

Abbildung 1 aufgefiihrten Hypothesen.

Nikotin

Ein bisher sehr konsistenter epidemiologischer Befund ist die negative Assoziation des
Zigarettenrauchens zu MP. Diese Beobachtung konnte bisher durch verschiedene Studien
mit unterschiedlichem Studiendesign [24, 32, 54, 65, 80, 114, 155, 167, 181] und auch
durch eine Meta-Analyse der publizierten Studien aus dem Jahr 2002 nachgewiesen
werden [67]. Noch ist keine befriedigende Erkldrung fiir den scheinbar schiitzenden Effekt

des Zigarettenrauchens gefunden worden.
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Abbildung 1: Modellhafte Hypothesen zum Zellverlust beim MP. Klinische Symptome eines MP
scheinen erst bei einem Zellverlust in der Substantia nigra von 70 — 80 % aufzutreten. a) Normaler
altersbedingter Zellverlust. b) Schnellerer Zellverlust vom Tage der Geburt an, z. B. durch ein
bestimmtes genetisches Merkmal. c¢) Reduzierte Zellzahl bei der Geburt, aber normaler
altersbedingter Zellverlust, z. B. durch prénatale Infektionen oder Plazentaabnormalititen. d)
Zerstorung einer begrenzten Anzahl von Zellen, z. B. durch ein akutes exogenes Ereignis, wie ein
Schidel-Hirn-Trauma, mit nachfolgendem normalen altersbedingten Zellverlust. €) Eine chronische
exogene Exposition, z. B. durch Pestizide, konnte zu einer leicht beschleunigten Zelltod-Rate
fithren (modifiziert nach [13]).

Umweltgifte

Seit der zufélligen Entdeckung des MPTP-induzierten Parkinsonismus vor 24 Jahren wird
vermutet, dass Umweltgifte zur Atiologie des MP beitragen konnten. MPTP iiberwindet
nach systemischer Injektion die Blut-Hirn-Schranke und wird in den Astrozyten vom
Enzym Monoaminooxidase (MAO) Typ B in das aktive Toxin 1-Methyl-4-Phenylpyridin
(MPP+) umgewandelt. MPP+ wird selektiv von den dopaminergen Zellen der Substantia
nigra aufgenommen und akkumuliert besonders in den Mitochondrien. Dort inhibiert es
spezifisch den Komplex I und fiihrt zu einer vermehrten Freisetzung von freien Radikalen
und zu einer oxidativen Zellschiddigung. Der hierdurch ausgeloste Parkinsonismus zeichnet
sich durch eine sehr kurze Latenzphase von nur 7 bis 14 Tagen, durch einen selektiv auf
die Substantia nigra beschriankten Zellverlust und durch das Fehlen von Lewy-Korpern aus
[191]. Die auffallende Ahnlichkeit zwischen diesem Parkinsonismus und MP legt die
Vermutung nahe, dass Toxine aus der Umwelt, die dem MPTP in der Struktur oder der

biologischen Aktivitdt dhneln, eine Ursache fiir MP sein konnten. Strukturell dem MPTP
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verwandte Substanzen unserer Umwelt sind z. B. Pestizide vom Typ des Paraquat.
Pestizide werden unterschieden in Insektizide (z. B. Carbamate, Organophosphate,
Organochlorverbindungen, Pyrethroide, Rotenon), Herbizide (z. B. Bipyridylium-
Komponenten, wie Paraquat, Diquat, auBlerdem chlorierte Phenoxycarbonsduren und
Benzonitrile) sowie Fungizide (z. B. Benzimidazolcarbamate und Triazolderivate) [99].
Pestizide, die in jeweils einer Fall-Kontroll-Studie mit einem erhohten MP-Risiko
assoziiert waren, sind z. B. das Dithiocarbamat, das die Toxizitit des MPTP zu steigern
vermag [182] und das Dieldrin, ein Organochlorid, das in einer Studie in sechs von 20
Gehirnen von MP-Patienten gefunden worden ist, jedoch doch in keinem von 14

Kontrollgehirnen [158].

Weitere exogene Faktoren

Weitere Faktoren, wie Schidel-Hirn-Traumen, Infektionen, Erndhrungsgewohnheiten,
Brunnenwasserkonsum, Stoffe, wie Mangan, Karbonmonoxid, Karbondisulfid und Zyanid,
Einnahme bestimmter Medikamente (Neuroleptika) etc. werden immer wieder mit der
Atiologie des MP in Verbindung gebracht, sollen aber im Rahmen dieser Arbeit nicht

naher erldutert werden [141].

Allgemeingiiltige analytisch-epidemiologische Erkenntnisse zu é&tiologisch relevanten
exogenen Faktoren bei MP sind trotz intensiver Forschungsanstrengungen bislang
bruchstiickhaft geblieben. Parallel wurde deswegen stets auch nach genetischen Ursachen

gesucht.

1.3. Genetik des Morbus Parkinson

Ein genetischer Beitrag zur Entstehung des MP ist unumstritten. Die Ergebnisse
verschiedener Forschungsansitze, z. B. von Fall-Kontroll- und Familienuntersuchungen,
Zwillingsstudien, Analysen groBer Stammbdume mit mehreren an MP erkrankten

Familienmitgliedern und Allel-Assoziationsstudien untermauern diese Hypothese.
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1.3.1. Fall-Kontroll- und Familienuntersuchungen

Fall-Kontroll-Studien und Untersuchungen bei Verwandten von MP-Patienten zeigten,
dass abgesehen vom Alter, eine positive Familienanamnese den groften Risikofaktor fiir
die Erkrankung darstellt [160]. Die ersten entsprechenden Ergebnisse wurden im Jahre
1949 von Mjones publiziert, der 40 % seiner Fille als familidr einstufte [120]. Spitere
Studien bestétigten ein erhohtes kumulatives Risiko fiir ein Parkinson-Syndrom bei

Geschwistern und Kindern von MP-Patienten [12, 32, 51, 93, 110, 157, 160, 179, 202].

1.3.2. Zwillingsstudien

Die Ergebnisse der frithen Zwillingsstudien sprachen gegen einen genetischen Beitrag zur
Atiologie des MP, da die ermittelten Konkordanzraten zwischen monozygoten und
dizygoten Zwillingen annédhernd gleich waren [112, 187, 189]. Weiterfiihrende Studien, die
klinisch diskordante Zwillingspaare zusétzlich mittels Positronen-Emissions-Tomographie
(PET) untersuchten, um dadurch auch priklinische Verdnderungen des nigrostriatalen
dopaminergen Systems feststellen zu konnen, wiesen allerdings eine signifikante
Konkordanz nach [23, 138]. Eine Studie aus dem Jahre 1999 untersuchte die bislang grof3te
Gruppe unselektierter Zwillinge aus der ,,National Acadamy of Science/National Resource
Council World War II Veteran Twins“ Kohorte. Nachdem auch in dieser Studie dhnliche
Gesamtkonkordanzraten bestanden, wurden die MP-Patienten nach ihrem Erkrankungsalter
in zwei Gruppen aufgeteilt. Die Konkordanzraten mono- und dizygoter Zwillingen mit
einem Erkrankungsbeginn nach dem 50. Lebensjahr waren im Wesentlichen identisch. In
der Gruppe der Patienten mit dem Erkrankungsbeginn vor dem 50. Lebensjahr waren die
Konkordanzraten monozygoter Zwillinge erhoht. Dieses Ergebnis fiihrte zu der Annahme,
dass genetische Faktoren keine bedeutende Rolle in der Atiologie des LOPD spielen,
jedoch bei einem Erkrankungsbeginn vor dem 50. Lebensjahr bedeutsam zu sein scheinen

[178].



Einleitung 6

1.3.3. Studien von ,,Multicase-Familien* und groBen Stammbiumen

Bei der Untersuchung von kleineren (Multicase) und groeren Stammbédumen von an MP
erkrankten Patienten sind seit 1997 insgesamt sieben krankheitsassoziierte Gene (o
Synuklein, Parkin, UCH-LI1, PINKI, DJ-1, LRRK2, ATPI13A2) und sechs Genorte entdeckt
worden [20, 38, 44, 45, 69, 84, 98, 100, 128, 139, 144, 169, 184]. In der Reihenfolge ihrer
Entdeckung wurden sie PARKI bis PARK 3 bezeichnet. Mutationen innerhalb dieser Gene
fiihren zum Auftreten von monogenen Parkinson-Syndromen, die zumindest in drei Genen
so hdufig sind, dass sie klinisch relevant sind. Mutationen im Parkin und im PINKI
wurden weltweit bei einem beachtlichen Anteil der Patienten mit EOPD entdeckt,

Mutationen im LRRK? bei Patienten mit spatem Erkrankungsbeginn.

Monogene Parkinson-Syndrome haben in erheblichem Malle zu einem besseren
Verstindnis der Atiopathogenese des MP beigetragen, obwohl sie die Entstehung der

Erkrankung fiir die Mehrzahl der MP-Patienten nicht erkldren konnen.

1.3.4. Allelassoziationsstudien

Neben der Untersuchung familidr erblicher MP-Formen kann die Erforschung der
molekularen Pathologie auch iiber die Analyse so genannter Kandidatengene erfolgen. Als
Kandidatengene werden Gene bezeichnet, die bereits bekannt sind und wegen ihrer
Funktion mit dem Pathomechanismus einer Erkrankung in Verbindung gebracht wurden.
Diese Gene werden auf Mutationen und Polymorphismen der codierenden Region
untersucht. Polymorphismen sind Variationen in der Wildtypsequenz, die mit einer
Héaufigkeit von mehr als 1 % in der Population vorkommen. Man unterscheidet
Polymorphismen mit funktioneller Relevanz von Sequenzvarianten ohne funktionelle
Relevanz [9]. Beispiele fiir funktionell relevante Polymorphismen sind z. B. die
Polymorphismen in der N-Acetyltransferase 2 (NAT2), die zu einer Verminderung der
enzymatischen Funktion fiithren [26], sowie der Polymorphismus in der Promotor-Region
des a~Synukleins, der in vitro regulatorischen Einfluss auf die Expression des a-Synuklein-
Gens hat [29].

In Allelassoziationsuntersuchungen werden Patienten und gesunde Kontrollen beziiglich

der Auftrittshdufigkeit einzelner Allele verglichen. Hierfiir ist es wichtig, dass sich die
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Patienten und die Kontrollen mdglichst nur in dem zu untersuchenden Merkmal
unterscheiden. Sie werden daher hinsichtlich des Alters, Geschlechts und ethnischen
Hintergrunds angepasst.

In den vergangenen Jahren wurde eine groBe Anzahl von Assoziationsstudien an
verschiedenen MP-Kandidatengenen durchgefiihrt, z. B. an Genen deren Proteine an der
Detoxifikation von Metaboliten beteiligt sind, wie die NAT2, die Glutathion-S-Transferase
(GST) und Gene aus der Cytochrom P450-Familie, an Genen, deren Proteine in den
Dopamin-Metabolismus involviert sind, wie die MAO A und B, die Dopaminrezeptoren
und der Dopamintransporter, an Genen des familidren MP, wie a-Synuklein und Parkin, an
Genen von Lipoproteinen, wie dem Apolipoprotein E (ApoE) und an mitochondrialen

Genen [172].

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Polymorphismen in der Promotorregion des
o-Synuklein, im ApoE, Parkin, GST und NAT2 untersucht, die im Folgenden niéher

erldutert werden.

aSynuklein

Eine Hauptkomponente der Lewy-Korper ist das a-Synuklein, dessen codierendes Gen auf
dem Chromosom 4q21.3-q22 lokalisiert ist. Drei Mutationen und zwei Triplikationen in
diesem Gen sind bei der autosomal-dominanten Form des MP gefunden worden [40, 90,
139, 164, 201]. In der Promotorregion des a-Synuklein, 10 kb aufwirts entfernt vom
Startcodon des a-Synuklein befindet sich der NACP (non-amyloid component of plaques)-
Repl, ein Dinukleotid-Repeat-Polymorphismus, bestehend aus den Dinukleotiden
(TC)(TT)(TC)TA)(CA) in unterschiedlicher Anzahl. Bisher sind fiinf verschiedene Allele
mit einer Groflendifferenz von zwei Nukleotiden identifiziert worden [197]. Sie haben eine
GroBe von 257 bp (Allel -1), 259 bp (Allel 0), 261 bp (Allel 1), 263 bp (Allel 2) und 265
bp (Allel 3). Neben dem NACP-RepI-Polymorphismus sind zehn SNPs (Single nucleotide
polymorphisms) im o-Synuklein identifiziert worden, von denen acht im Promotor und

zwel im Intron 4 liegen [39].
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Apolipoprotein E:

ApoE ist ein polymorphes Protein mit drei Isoformen €2, €3 und €4, das in hoher
Konzentration im Gehirn vorkommt [106]. Es ist ein Serumprotein, das am Transport, an
der Ablagerung und dem Metabolismus von Cholesterin beteiligt ist. Das Gen fiir das
ApoE ist auf dem Chromosom 19 lokalisiert. Die Polymorphismen im Codon 112 und 158
fiihren iiber Punktmutationen zu Aminosdureaustauschen. Es resultieren daraus die
Isoformen: ApoE-€2 (Cystein/Cystein), ApoE —€3 (Cystein/Arginin) und ApoE —€4
Arginin/Arginin [7].

Parkin

Parkin wurde im Jahre 1998 von einer japanischen Arbeitsgruppe erstmalig identifiziert
[84]. Es befindet sich auf dem Chromosom 6q25.2-q27 und beinhaltet 12 Exons. Parkin
spielt eine Rolle beim Proteinabbau iiber den Ubiquitin-Proteasom-Abbauweg und wirkt
als E3-Ubiquitin-Ligase [30], die aktivierte Ubiquitin-Reste auf verschiedene zum Abbau
bestimmte Zielproteine iibertragt [163]. Mutationen im Parkin sind bei einer Vielzahl von
Patienten mit EOPD entdeckt worden [60, 61, 62, 63, 81, 86]. Dariiber hinaus sind auch
Polymorphismen im Parkin beschrieben worden. Der Polymorphismus S/N/67 befindet
sich im Exon 4 und fiihrt durch eine Transition von G zu A zu einem Austausch von Serin
durch Asparagin. Im Exon 10 befindet sich der Polymorphismus R/W366, der durch einen
Austausch der Base C durch T die Aminosédure Arginin durch Tryptophan ersetzt und der
Polymorphismus V/L380, der durch den Austausch der Base G durch C die Aminosiure

Valin durch Leucin ersetzt [188].

Glutathion-S-Transferase

GST sind dimere Enzyme, die basierend auf ihren biochemischen, immunologischen und
strukturellen Eigenschaften in sieben Klassen bzw. Familien untergruppiert sind. Fiinf von
ihnen, Alpha, Kappa, Mu, Pi und Theta sind im Cytosol lokalisiert, Omega und Zeta sind
membrangebunden in Mikrosomen [17, 137]. GST katalysieren die Konjugation des
Glutathion an elektrophile Xenobiotika, um diese zu inaktivieren und deren Ausscheidung
zu erleichtern. Zusitzlich haben sie auch eine intrazelluldare Transportfunktion. Da GST
eine bedeutende Rolle in der Detoxifikation von potentiell genotoxischen Verbindungen
spielen, sind sie ein wichtiger protektiver Faktor in der chemischen Karzinogenese.

AuBlerdem metabolisieren sie verschiedene Pestizide und Umweltgifte [196].
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Polymorphismen im GSTMI, im GSTTI, GSTPI und GSTZI wurden im Rahmen der

vorliegenden Studie im Zusammenhang mit MP untersucht.

GSTM1 befindet sich auf dem Chromosom 1p13.3 [148], GSTTI auf dem Chromosom
22q11.2 [168] und die Polymophismen beider Gene resultieren aus Gendeletionen [137,
156].

GSTPI1 liegt auf dem Chromosom 11ql13. Durch Basenaustausche an den
Nukleotidpositionen 313 und 341 entstehen insgesamt drei verschiedene Haplotypen, die
GSTPI-Allele *A, *B und *C. Der Basenaustausch an Nukleotidposition 313 fiihrt zu
einem Aminosidurenaustausch von Isoleucin zu Valin, an Position 341 von Alanin zu Valin

(Tabelle 1) [4].

Tabelle 1: Entstehung der GSTPI-Allele durch Basenaustausche an den Nukleotidpositionen
313 und 341 des GSTPI1-Gens

Nukleotidposition 313 Nukleotidposition 341
GSTPI-Allele A — G) (C > T)
GSTPI*A A (Ile) C (Ala)
GSTPI*B G (Val) C (Ala)
GSTPI*C G (Val) T (Val)

Im GSTZI, das auf dem Chromosom 14q24.3 liegt, befinden sich drei polymorphe Loci.
An Nukleotidposition 94 fiihrt eine Transition von A zu G zu einem Austausch von Lysin
durch Glutaminséure (Lys32Glu), an Nukleotidposition 124 fiihrt eine Transition von G zu
A zu einem Austausch von Arginin durch Glycin (Arg42Gly) und an Nukleotidposition
245 fiihrt eine Transition von C zu T zu einem Austausch von Methionin zu Threonin

(Met82Thr) [18, 180].

N-Acetylransferase 2
NAT besitzt zwei Isoenzyme, NAT1 und NAT2, deren codierende Gene mit einem

Abstand von mehr als 25 kb auf dem Chromosom 8p21.3-23.1 lokalisiert sind [68]. NAT
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katalysieren die Ubertragung einer Acetylgruppe auf ein breites Spektrum von Aminen,
darunter sowohl Arylamine, als auch heterozyklische aromatische Amine.
Polymorphismen im NAT fithren zu interindividuellen Unterschieden in der
Biotransformation verschiedener Medikamente, Pridkarzinogene oder anderer Xenobiotika
mit einer primdren Amin- oder Hydrazin-Struktur [36, 64]. Schnell- und Langsam-
Acetylierer unterscheiden sich im Auftreten von Nebenwirkungen nach Einnahme von
Medikamenten, die acetyliert werden wund in ihrer Suszeptibilitit gegeniiber
Krebserkrankungen [147].

Polymorphismen an sieben verschiedenen Nukleotidpositionen im NAT2 fithren durch
charakteristische Verbindungen zu acht verschiedenen Allelen (Tabelle 2). Zur besseren
Veranschaulichung sind in der Tabelle 2 die Polymorphismen unterstrichen. Fiinf der
Nukleotidtransitionen fithren zu einem Aminosdureaustausch: Arginin zu Glutaminsdure
an Position 191, Isoleucin zu Threonin an Position 341, Arginin zu Glutamin an Position
590, Lysin zu Arginin an Position 803 und Glycin zu Glutaminsédure an Position 857. Die
Transitionen an Position 282 und 481 haben keinen Einfluss auf die Aminosiduresequenz

[26].

Tabelle 2: Charakteristische Verbindungen von Punktmutationen an sieben verschiedenen

Nukleotidpositionen definieren die NAT2-Allele [186]

Allel Nukleotidposition
191 282 341 481 590 803 857

*4
*S5A
*5B
*5C
*6A
*7B
*13

*14B

@)

>aaoaaoaaaaaa
HHEHMHEMHEOOQOQO
H a3 000 4
oo oNeoNeN !

QaaoaakPaoaaa
> >l > >
QaakPaaaaa

Der gegenwirtige Stand der Forschung geht davon aus, dass der sporadische MP nicht
einer Ursache allein zugeordnet werden kann, sondern dass vielmehr die nigrale
Degeneration mit oder ohne Ausbildung von Lewy-Korpern eine gemeinsame Endstrecke

multifaktorieller Krankheitsprozesse darstellt (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Modell zur Atiologie des MP.

1.4. Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war, die Hypothese einer multifaktoriellen Genese des MP zu
tiberpriifen.

Im ersten Teil der Arbeit sollten die Hiufigkeiten von bekannten genetischen
Polymorphismen ausgewihlter MP-Kandidatengene (a-Synuklein, ApoE, Parkin, GST und
NAT?2) bei MP-Patienten und Kontrollen verglichen werden.

Hierfiir mussten zuverlidssige und praktikable Methoden gefunden und z. T. neu etabliert
werden, um die Bestimmung an Blutproben einer groBen Stichprobe reproduzierbar
durchzufiihren.

Alle untersuchten EOPD-Patienten und Kontrollen mussten vor Einschluss in die Studie
einen Fragebogen mit Fragen u. a. zur Wohnsituation, zu Erndhrungsgewohnheiten, zum
Beruf und zur Exposition mit Toxinen und Nikotin beantworten. Im Rahmen einer anderen
Studie wurden die Daten ausgewertet und eine Job-Exposure-Matrix erstellt. Hierauf
konnte zuriickgegriffen werden, um im zweiten Teil der Arbeit die Pestizidexposition und

das Rauchen im Zusammenhang mit MP zu analysieren.
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Zuletzt sollte die Korrelation ausgewéhlter genetischer und nicht-genetischer Faktoren, wie
der Zusammenhang zwischen MP, einer Pestizidexposition und GST bzw. NAT2 und

zwischen dem Erkrankungsalter und ApoFE untersucht werden.
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2. Patienten, Material und Methoden

2.1. Stichprobe

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 200 an MP erkrankte kaukasische
Patienten untersucht, von denen 113 vor dem 50. Lebensjahr und 87 nach dem 50.
Lebensjahr erkrankt waren. Uber Mitgliedsdaten der deutschen Parkinsonvereinigung
wurden geeignete Patienten ausfindig gemacht. Weitere Patienten wurden iiber Karteien
niedergelassener Neurologen und Hausédrzte in Norddeutschland rekrutiert. Die
Kontrollgruppe bestand aus 125 nicht an MP erkrankten kaukasischen Probanden aus dem
Raum Liibeck. Dieses Vorgehen wurde von der Ethikkommission der Universitidt zu
Liibeck (s. u. 7.2.) sowie dem Datenschutzbeauftragten des Landes Schleswig-Holstein
genehmigt. Nach Abgabe ihres schriftlichen Einverstdndnisses wurde von den Patienten
beider Untersuchungsgruppen und den Probanden der Kontrollgruppe eine vendse
Blutprobe zur DNA-Extraktion entnommen. Die neurologische Untersuchung der
Patienten wurde durch einen einzigen Arzt (Herrn Dr. med. Helfried Jacobs aus der
Neurologischen Klinik der Universitdt zu Liibeck) durchgefiihrt. Die Diagnose Morbus
Parkinson wurde nach den Kiriterien der ,,UK Parkinson’s disease Society Brain Bank
gestellt. Patienten galten als sicher erkrankt, wenn sie unter mindestens zwei der drei
Kardinalsymptomen (Ruhetremor, Rigor und Akinese) litten, sowie ein eindeutiges
Ansprechen auf Levodopa zeigten. Wenn nur eines der klassischen Kardinalsymptome
bestand, wurden die Patienten als wahrscheinlich erkrankt angesehen. Mit Hilfe der
Hoehn-Yahr-Skala [71] erfolgte die Einteilung des Krankheitsstadiums.

Weiterhin hatten die Probanden der EOPD- und der Kontrollgruppe Fragen zur
Schulbildung, zum Beruf, zur Wohnsituation, zur Erndhrung und zur Exposition mit
Toxinen und Nikotin zu beantworten. Um die Berufstitigkeit hinsichtlich der Exposition
mit potentiell neurotoxischen Stoffen bewerten zu konnen, wurde iiber die Analyse der
subjektiven Angaben hinaus, im Rahmen einer weiteren Studie, eine Job-Exposure-Matrix

(JEM) von Herrn Dr. med. Helfried Jacobs erstellt.

Job-Exposure-Matrix
Hierbei wurde in einer detaillierten Berufsanamnese fiir jede iiber ein Jahr ausgeiibte

Titigkeit der Beruf, die Branche, der Ort der Arbeit, die genaue Titigkeit sowie die
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hauptsédchlichen Arbeitsstoffe erfragt. Jedem nach dem statistischen Bundesschliissel
kodierten = Beruf = wurde unter Unkenntnis des  Fall-Kontroll-Status  eine
Expositionseinschitzung beziiglich etwa 80 relevanter Stoffe durch Experten zugeordnet.
Traten Berufsnennungen im Zusammenhang mit Branchenbezeichnungen auf, die eine
Modifikation der Expositionseinschitzung erforderlich machten, so erhielt das
entsprechende Berufs-/ Branchenpaar eine eigene Expositionsklassifizierung. Dabei wurde
eine dreistufige Kategorisierung der Expositionswahrscheinlichkeit (0: sehr niedrig, 1:
unter 50 %, 2: iiber 50 %) mit einer zweistufigen Klassifizierung der Expositionsstérke (a:
gering, b: hoch) kombiniert. Auf der Grundlage der JEM wurde bei den Probanden fiir jede
Arbeitstitigkeit eine FEinschidtzung der Expositionswahrscheinlichkeit und —stidrke

hinsichtlich jedes Stoffes vorgenommen.

2.2. Material

2.2.1. Chemikalien

Acrylamid 30 % Roth

Agarose Seakem® LE agarose FMC BioProducts
Ammoniumpersulfat Merck

Borséure Merck

Bromphenolblau Merck

dNTP-Set Amersham Pharmacia Biotech
ddNTP-Set Amersham Pharmacia Biotech
Dimethylsulfoxid Sigma

EDTA = Triplex III Merck

Essigsaure 100 % Merck

Ethanol Merck

Ethidiumbromid Merck

Ficoll Typ 400 Amersham Pharmacia Biotech
Formaldehyd 37 % Sigma

Formamid Fluka

Glycerin Merck

Harnstoff USB
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100 bp Leiter Gibco BRL
Kaliumhydrogencarbonat Merck
Magnesiumchlorid Merck

Natriumchlorid Merck

NEB-Puffer New England BioLabs
Phenol Gibco

Primer Biometra

Primer (fiir den LightCycler) TIB MOLBIOL
Proteinase K Merck
Restriktionsendonucleasen New England BioLabs
Salpetersidure Merck

Salzsédure rauchend 37 % Merck

Silbernitrat Merck
Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS) Gibco
Tag-DNA-Polymerase + Puffer Quantum Appligene
TEMED (Tetramethylethylendiamin) Sigma

Tris (hydroxymethylaminomethan) Merck

Xylen Cyanol FF Sigma

2.2.2. Stammlosungen

6x Ficoll-Ladepuffer: 15 % Ficoll in Wasser; 0,25 % Bromphenolblau;

0,25 % Xylen Cyanol FF
Formamid-Ladepuffer: 80 % Formamid; 10 mM EDTA (pH 8); 1 mg/ml

Bromphenolblau; 1 mg/ml Xylen Cyanol FF

Leidener-Losung: 155 ml 1 M NH4CI; 10 ml 1 M KHCOs3; 200 ul 0,5 M

EDTA (pH 8) auf 1 1 dH,O (steril filtriert)

Lyse-Puffer: 5 ml Tris/HCI (pH 8); 40 ml 5 M NacCl; 200 ul 0,5 M

EDTA (pH 8); auf 500 ml dH,O (steril filtriert)
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Polyacrylamid (PAA)-Losung: 400 g Harnstoff; 200 ml 30 %iges Acrylamid; 200 ml

(denaturierend) 5x TBE auf 1 1dH,0

Polyacrylamid (PAA)-Losung: 200 ml 30 %iges Acrylamid; 80 ml Glycerin; 200 ml

(nicht denaturierend) 5x TBE, 520 ml dH,0O; 1 ml TEMED

5x TBE-Puffer: 0,45 M Tris; 0,45 M Borsiure; 0,01 M EDTA (pH 8)

TE-Puffer: 10 mM Tris/HCI (pH 8,0); 1 mM EDTA (pH 8);
(autoklaviert)

2.2.3. Reaktionskits

SequiTHerm EXCEL™ [I DNA Sequencing KIT-LC Biozym
LightCycler-DNA Master SYBR Green | Roche

2.2.4. Geriate und Gebrauchswaren

Glasplatten:
Standard: Gibco BRL™S2, Gel Company
39,4 cm x 33,3 cm
41,9 cm x 33,3 cm

Echtzeit-PCR-Gerit: Light Cycler Roche Diagnostics
Elektrophoresekammern:

Blue Marine 100: Hoefer

Gelkammer, 35 cm Elektrodenabstand: Angew. Gentechn. Systeme

PAGE-Kammer Model S2: BRL Life Technologies Inc.
Sequenziergerit: LI-COR IR 2-DNA-Sequenzierer MWG Biotech
Spannungsgeber:

Electrophoesis Constant Power Supply
GPS 200/400: Pharmacia
Electrophoesis Power Supply PS3003: GIBCO BRL
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Electrophoesis Power Supply PS9009: GIBCO BRL
Thermocycler:
PTC-100 Peltier Effect Cycler MIJResearch
PTC-200 Peltier Thermal Cycler MIJResearch
Gene Amp System 9600 Perkin Elmer
Zentrifugen:
Biofuge A: Heraeus
Mini Centrifuge: National Labnet Co.
Diverses:
Light Cycler Kapillaren Roche Diagnostics Mannheim
Multiplate 96 + 12-Strip caps: Biozym
Pipetten 10 ul/ 200 ul/ 1000 ul: Eppendorf
Pipetten 2 ul/ 10 ul/ 20 p1/ 100 pl/ 200 pl: Labsystems
Pipettenspitzen: Sarstedt
Polaroidkamera SX 700 Sigma; Polaroidtyp 667-Film
Reaktionsgefiie 0,5 ml/ 1,5 ml: Sarstedt
Videodokumentationssystem: Biometra
Waage: Sartorius L420P

2.3. Methoden

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Experimente wurden in der Zeit von 1999 bis 2002
mit den zu dieser Zeit aktuellen Methoden durchgefiihrt. Die Diskussion der Ergebnisse

fand unter Beriicksichtigung der bis Oktober 2007 publizierten Literatur statt.

2.3.1. Verfahren zur DNA-Extraktion

Zur DNA-Extraktion wurde die Aussalzmethode aus Vollblut (nach [118]) verwendet. 10
ml Vollblut (EDTA/Heparin/Citrat) wurden zu 35 ml Leidenerlosung in ein
Greinerrohrchen gegeben und fiir 30 min auf Eis geschiittelt. Die Leukozyten wurden bei
4° C und 6000 rpm fiir 20 min abzentrifugiert und der Uberstand abgegossen. Das

Leukozyten-Pellet wurde in 10 ml Leidener-Losung resuspendiert und der beschriebene
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Reinigungsvorgang wurde solange wiederholt, bis das Pellet frei von groben
Verunreinigungen war. AnschlieBend wurde das Pellet in 3 ml Lysepuffer resuspendiert
und nach Zugabe von 200 ul Proteinase K (10 mg/ml) und 100 ul SDS (20 %) iiber Nacht
bei 55° C verdaut. Der Verdau wurde mit 1 ml 6 M NaCl-Losung gemischt und bei 20° C
und 6000 rpm fiir 25 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Rohrchen
gegossen und das Protein-Pellet verworfen. Durch Zugabe von 9 ml Ethanol (96 %) lie3
sich die DNA durch leichtes Schwenken ausflocken. Die DNA-Flocke wurde in ein mit 1
ml Ethanol (70 %) gefiilltes Eppendorf-Reaktionsgefdl (1,5 ml) iiberfiihrt und bei 4° C
und 12000 rpm fiir 13 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgegossen, die DNA bei
37° C getrocknet und abschlieBend in 200 - 500 ul 1 x TE-Puffer gelost.

2.3.2. Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (nach [150]) dient der Amplifizierung eines definierten
DNA-Abschnittes in vitro. Durch mehrfache Wiederholung eines Reaktionszyklus
vervielfiltigt sich das DNA-Segment exponentiell und man erhélt ein spezifisches PCR-
Produkt. Der Reaktionszyklus besteht aus der Denaturierung des DNA-Doppelstranges,
mit anschlieBender Hybridisierung zweier spezifischer DNA-Oligonukleotide (Primer) an
jeweils einen der FEinzelstringe  (Annealing-Phase) und einer  Primer-
Verldangerungsreaktion durch die Gegenwart einer DNA-Polymerase und aller vier
Desoxyribonukleosid-Triphospate (AINTPs) (Extensions-Phase).

Die PCR-Bedingungen und Reaktionsansitze richteten sich nach den eingesetzten Primern

und sind in der Tabelle I des Anhangs aufgefiihrt.

2.3.2.1. Gradienten-PCR

Die Gradienten-PCR ist ein wichtiges Verfahren zur Optimierung der Primer-spezifischen
PCR-Bedingungen, da in einem Durchlauf verschiedene Annealingtemperaturen parallel
getestet werden konnen.

Die PCR wurde in einem Gradientencycler durchgefiihrt, der einen definierten
Temperaturabfall, iiblicherweise in Schritten von 2° C, innerhalb eines Thermoblocks

ermoglichte. Getestet wurde der Temperaturbereich, der um die errechnete
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Annealingtemperatur (Formel: [(G + C) x 4 + (A + T) x 2 — 4 = Annealingtemperatur])
herum lag. Auf einem Agarosegel wurde anhand der Bandenstirke die geeignete

Annealingtemperatur ausgewdihlt.

2.3.2.2. PCR mit fluoreszenzmarkierten Primern

Das verwendete automatische Sequenziergerdt (LI-COR) besitzt zwei Laser-
Detektionssysteme, um die Fluoreszenzsignale der beiden Farbstoffe IRD-700 und IRD-
800 getrennt voneinander messen zu konnen. Hierfiir miissen die spezifischen Primer um
einen mit einem Floureszenzfarbstoff markierten M 13-Primer verlingert werden.

Zur Genotypisierung am LI-COR wurde nur der Vorwértsprimer mit einem Fluorophor,
dem IRD-800 Farbstoff, markiert, zur Sequenzierung wurde zusitzlich auch der
Riickwirtsprimer mit dem IRD-700 Farbstoff markiert, um in einem Reaktionsansatz
sowohl die Vorwirtssequenz, als auch den komplementidren Gegenstrang sequenzieren zu
konnen. Die PCR verlief wie unter 2.3.2. beschrieben, mit dem Ergebnis, dass die
Vorwirtssequenz vom IRD-700 Farbstoff und die Riickwirtssequenz vom IRD-800

Farbstoff markiert wurde.

2.3.2.3. Duplex-PCR

Bei der Duplex-PCR verwendet man zwei verschiedene Primerpaare in einem
Reaktionsansatz, um zwei DNA-Abschnitte gleichzeitig zu amplifizieren.

Die Reaktion wurde mit 2 ul DNA in einem Reaktionsvolumen von 10 pl durchgefiihrt,
das 0,4 ul von jedem Primer, 2 ul dNTPs, 1 pl 10x-Puffer und 0,05 pl Tag-Polymerase
enthielt. Die Amplifikation dauerte 35 Zyklen mit 1 min bei 95° C, 1 min bei 64° C und 1
min bei 72° C. Den PCR-Zyklen wurde eine Denaturierungsphase von 5 min bei 95° C
vorangestellt und eine Extensionsphase von 10 min bei 72° C angeschlossen. Die

verwendeten Primer sind in der Tabelle I des Anhangs aufgefiihrt.
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2.3.3. Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus-Analyse (SSCP)

Die SSCP-Analyse ist ein unspezifisches Screening-Verfahren, bei dem einzelstringige
DNA durch ein nicht denaturierendes Polyacrylamidgel wandert. Die DNA bildet unter
nicht denaturierenden Bedingungen eine Konformation aus, die durch die Primarstruktur
bestimmt wird und die Wanderungseigenschaften im Gel bestimmt. Andert sich die
Primérstruktur, z. B. durch eine Punktmutation, dndert sich auch die Konformation und

damit das Wanderungsverhalten der einzelstrangigen DNA.

2.3.4. Restriktionsverdau

Restriktionsverdaus werden mit bakteriellen Enzymen, den Restriktionsendonukleasen
durchgefiihrt, die doppelstrangige DNA innerhalb spezifischer Erkennungssequenzen
spalten. Solche Erkennungssequenzen bestehen aus wenigstens vier Basen und zeichnen
sich durch eine palindromische Struktur aus.

In der Tabelle III des Anhangs sind die verwendeten Restriktionsenzyme mit den

jeweiligen Reaktionsbedingungen aufgefiihrt.

2.3.5. DNA-Sequenz-Analyse

Die Sequenzierung nach der Didesoxy-Kettenabbruchmethode [152] wird in vier
Reaktionsansédtzen durchgefiihrt. Diese enthalten neben den vier dNTPs, ein jeweils
unterschiedliches Didesoxyribonukleosid-Triphospat (ddNTP). Wird das ddNTP in den
wachsenden DNA-Strang eingebaut, fiihrt dieses zum Abbruch der Synthese, da die fiir die
Kettenverldngerung bendtigte 3 -Hydroxyl-Gruppe im ddNTP fehlt. Auf diese Weise
erhdlt man in den vier Ansdtzen ein Gemisch aus unterschiedlich langen DNA-
Fragmenten, die jeweils mit dem entsprechenden ddNTP enden.

Die Analyse begann mit einer PCR mit fluoreszenzmarkierten Primern (s. u. 2.3.2.2.).
Diese wurde in einem Volumen von 25 pl durchgefiihrt, das 5 pul dNTPs, 2,5 ul 10x-
Puffer, je 1 ul Primer, 0,125 pl Tag-Polymerase und 5 ul verdiinnte DNA enthielt. Die
PCR- Bedingungen richteten sich nach den eingesetzten Primern (Tabelle I des Anhangs).

Im Anschluss wurden die PCR-Produkte mittels einer Agarosegelelektrophorese (s. u.
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2.3.6.1.) aufgetrennt und ihre DNA-Konzentration iiber die Bandenstirke abgeschitzt. Je
nach abgeschitzter Konzentration wurden die PCR-Produkte in einer Menge von 1 - 5 pl
mit 1,5 ul M13-700-Primer und 1,5 ul M13-800-Primer vermischt und mit dH,O auf 17 ul
aufgefiillt. In vier Reaktionsgefile (A, T, G und C) wurden je 3,9 ul des Gemisches
vorgelegt und jeweils 2 pl der vier verschiedenen Terminationsmixe des SequiTHerm
EXCEL™ ]I DNA Sequencing KIT-LC von Biozym hinzugefiigt. Nach erneuter PCR unter
folgenden Bedingungen: 94° C: 2 min// 94° C: 30 s / 58° C: 30 s / 72° C: 30 s (30
Zyklen)// 72° C: 10 min, wurden die DNA-Fragmente aller vier Reaktionsansitze auf
einem PAGE-Gel im automatischen Sequenziergerit LI-COR (wie unter 2.3.6.2.
beschrieben) elektrophoretisch getrennt, anschlieBend mit der BaselmagIR-Software

ausgewertet und auf dem Monitor sichtbar gemacht.

2.3.6. Gelelektrophorese

2.3.6.1. Agarosegel-Elektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese ist ein elektrophoretisches Trennverfahren, das DNA-
Molekiile aufgrund ihrer Wanderungsgeschwindigkeit in einem elektrischen Feld
auftrennt. Diese ist abhiingig von der angelegten Spannung, den Eigenschaften des Trigers
und der GroBe, Konformation und Ladung des Molekiils.

Es wurden jeweils 5 pl PCR-Produkt in Ficoll-Ladepuffer in die Geltaschen des
horizontalen Agarosegels pipettiert und bei 80 V fiir 45 min in einem TBE-Puffersystem
aufgetrennt. Die Agarosekonzentration richtete sich nach dem gewiinschten Trennbereich
und lag zwischen 1 % und 3 %. Durch die Zugabe von 25 pg Ethidiumbromid/100 ml
Gellosung, konnte die DNA mit Hilfe ultravioletter Bestrahlung sichtbar gemacht werden
und mit einer Polaroid-Kamera fotografiert werden. Im November 2000 wurde die

Polaroid-Kamera durch ein Video-Dokumentationssystem der Firma Biometra ersetzt.

2.3.6.2. Denaturierende Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE)

Polyacrylamidgele eignen sich zur Auftrennung kleinerer DNA-Fragmente, da sie im

Vergleich zu Agarosegelen eine sehr grofle Trennschirfe besitzen. Aus diesem Grund
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werden sie zur Auftrennung kleiner Restriktionsfragmente, zur SSCP-Analyse und zur
Elektrophorese nach Genotypisierung und Sequenzierung verwendet.

Zur Herstellung der PAGE-Gele wurde 10 %iges Ammoniumpersulfat zur PAA-Lsung (s.
u. 2.2.2.) gegeben und dieses Gemisch zwischen zwei Glasplatten gegossen. Nach einer
Polymerisationsphase von mindestens 1 h konnte das Gel mit PCR-Produkten, bzw.
Restriktionsfragmenten beladen werden, die zuvor fiir 2 min hitzedenaturiert worden
waren. Die Lademenge differierte zwischen den verschiedenen Methoden. Zur
vereinfachten Darstellung sind die Konzentrationsverhéltnisse der Gelgemische, die
Glasplattengrofle, die Elektrophoresebedingungen und die Gerite je nach verwendeter

Methode tabellarisch dargestellt (Tabelle IV des Anhangs).

2.3.7. Silberfarbung

Die Silberfarbung ist eine hochempfindliche Farbetechnik fiir die Anfdrbung von
Nukleinsduren in Polyacrylamid-Gelen. Sie beruht auf der Komplexbildung von
Silberionen an Makromolekiilen bei pH-Werten iiber 10,5.

Die Gele wurden in 10 %igem Ethanol fiir 10 min und anschlieBend in 1 %iger
Salpetersdure fiir 1 min inkubiert. Nach dreimaligem Spiilen mit dH,O wurde das Gel fiir
20 min mit Silbernitrat (2,02 g AgNOs/l) gefdrbt und danach nochmals mit dH,O gespiilt.
Die Entwicklung fand unter Sicht statt (29,6 g Natriumcarbonat + 540 ul 37 %ige
Formaldehydlosung/l) und wurde nach ca. 3 - 7 min mit 10 %iger Essigsdure gestoppt.
Abschlieend wurde das Gel fiir 5 min in dH,O gebadet, auf Trockenpapier geblottet und

auf einem heizbaren Geltrockner im Vakuum bei 60° C getrocknet.

2.3.8. Schmelzkurvenanalyse auf dem Light Cyler

Mit dem Light Cycler (LC) ist es moglich, in einer relativ kurzen Zeit von 45 bis 60
Minuten eine quantitative oder qualitative PCR duchzufiihren. In diesem PCR-Gerit wird
anstatt eines Thermoblocks Luft zur Schaffung der im PCR-Zyklus geforderten
Temperaturen verwendet, die mit Hilfe eines Gebldses gleichmidBig um die feinen
Glaskapillaren, in denen sich die Proben befinden, verteilt wird. Durch das giinstige

Verhiltnis von Kapillarvolumen zu Kapillaroberflache und durch das Verwenden von Luft
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ist eine schnelle und gleichmiBige Temperaturiibertragung auf die Probe gewihrleitstet.
Auch kann durch die Kombination dieser beiden Komponenten ein PCR-Zyklus in weniger
als 30 s absolviert werden. Die Erfassung der PCR-Poduktzunahme in der Kapillare erfolgt
durch Messung eines Fluoreszenzsignals. Hierfiir verfiigt der LC iiber ein optisches System
bestehend aus drei Messkanilen fiir die Wellenldngen im Bereich von 530 nm (Kanal 1),
640 nm (Kanal 2) und 710 nm (Kanal 3), welches die Fluoreszenzen aller 32 in einem
Karussell angeordneten Kapillaren misst. Die Fluoreszenzdaten werden sofort auf dem

Computerbildschirm erfasst und konnen somit in Echtzeit verfolgt werden.

2.3.8.1. Analyse mit dem SYBR-Green-Farbstoff

Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I ist ein Farbstoff, der sich ausschlieBlich an doppel-
stringige DNA bindet und nur im gebundenen Zustand in dem Male fluoresziert, dass sein
emittiertes Licht vom 530-nm-Kanal (Kanal 1) des LC detektiert werden kann. Die
Intensitdt des Signals ist proportional abhidngig von der Menge an gebildeter
doppelstriangiger DNA. Diese Eigenschaft macht man sich bei der Schmelzkurvenanalyse
zunutze, da es beim Erreichen des Schmelzpunktes (Tm) der DNA zu einem starken
Fluoreszenzabfall kommt. Der Schmelzpunkt ist definiert als die Temperatur, bei der die
Hilfte der komplementidren Sequenzen hybridisiert vorliegt.

Als Reaktionsgefdale wurden diinne Glaskapillaren der Firma Roche verwendet, in denen
sowohl die Amplifikation, als auch die Analyse durchgefiihrt werden konnte. In jede
Kapillare wurden je 0,5 ul des Primers Parkin Exon 40 (3 uM) (s. u. Tabelle I des
Anhangs), 0,2 ul MgCl, (20 mM), 4,8 ul dH,O und 1 pl des LightCycler-DNA-Master-
Mixes des SYBR Green-KITs pipettiert. Die Reaktion begann mit der Amplifikation, die
unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt wurde: 95° C: 30 s// 95° C: 0 s/ 55° C: 5s/
72° C: 15 s (40 Zyklen)//. Anschlielend wurde das Reaktionsgemisch kurz denaturiert und
dann eine Schmelzkurve erstellt, deren Anfangstemperatur 65° C betrug und deren

Endtemperatur von 95 ° C mit einer Geschwindigkeit von 0,1° C/s erreicht wurde.
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2.3.8.2. Analyse mit Hybridisierungssonden

Die Analyse mit spezifischen Hybridisierungssonden basiert auf einem Fluzoreszenzsignal,
das entsteht, wenn zwischen zwei benachbarten Fluoreszenztrigern ein Fluoreszenz-
Resonanz-Energie-Transfer (FRET) stattfindet.

Es wurden zwei verschiedene Hybridisierungssonden, eine Donor-Sonde (Anker) und eine
Akzeptor-Sonde (Sensor) bendtigt, die mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert waren. Der Anker war an seinem 3”- Ende mit Fluorescein, der kiirzere Sensor am
5’- Ende mit dem Light Cycler-Red-Fluoreszenzfarbstoff verlangert. Die Sonden banden
spezifisch im Abstand von hochstens zwei Basenpaaren an die komplementire DNA-
Zielsequenz im Bereich des Polymorphismus und gelangten so in eine rdumliche Nihe.
Der Sensor iiberdeckte dabei die variable Sequenz und da der Anker deutlich
bindungsstirker war, wurde auch nur der Sensor in der Schmelzpunktanalyse erfasst. Die
Fluorophore wurden mit einer Blau-Licht emittierenden Diode (470 nm) beleuchtet,
wodurch das Fluorescein spezifisch angeregt wurde. Aktiviertes Fluorescein emittierte
energiereiches griines Licht, das durch die geringe Distanz den Farbstoff Light Cycler-Red
640 zur Emission von rotem Licht anregte, das im Kanal 2 gemessen werden konnte.

Die Schmelzkurvenanlyse mit Hybridisierungssonden wurde in einem Gesamtvolumen von
10 pl durchgefiihrt, welches 1 ul des Sensors (2 uM), 1 ul des Ankers (2 uM), 0,4 ul
MgCl, (20 mM) und 5 pl PCR-Produkt (s. u. 2.3.2.) enthielt. Die Sequenzen der
verwendeten Sonden sind in der Tabelle V des Anhangs aufgelistet. Nach einer kurzen
Denaturierungsphase von 20 s bei 95° C wurde das Gemisch auf die Starttemperatur von
40° C abgekiihlt und dann eine Schmelzkurve erstellt, bei der die Temperatur mit einer
Geschwindigkeit von 0,2° C/s bis zur Endtemperatur von 95° C anstieg. Sobald der
Schmelzpunkt der Sonden erreicht war, kam es durch das Abbrechen des Energietransfers
zwischen beiden Sonden zu einem starken Abfall des Fluoreszenzsignals, das wihrend der
gesamten Messung zeitgleich auf dem Monitor verfolgt werden konnte. Eine Anderung der
Sequenz unter der Sensorsonde, z. B. bei einem Polymorphismus fiihrte zu einer
Erniedrigung des Schmelzpunktes. Beim Vorliegen eines heterozygoten Genotyps erhielt

man zwei Schmelzpunkte.
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2. 4. Statistik

Die statistischen Berechnungen erfolgten nach einer Beratung durch Frau Dr. Konig aus
dem Institut fiir medizinische Biometrie und Statistik der Universitdt zu Liibeck und
wurden mit der Statistiksoftware SPSS (Statistical Package for Social Sciences) fir
Windows (SPSS Inc., Chicago) durchgefiihrt.

Die Daten sind als Mittelwert + Standardabweichung oder in Prozent angegeben. Die
statistische Relation zwischen den Hiufigkeiten der Kandidatengene und MP wurde durch
den Chi-Quadrat-Test (y2-Test) berechnet. Eine Cox-Regressionsanalyse fiir proportionale
Hazards wurde durchgefiihrt, um den Einfluss der Umwelttoxine und des Nikotins auf die
Entwicklung eines MP zu bestimmen.

Die Kaplan-Meier-Methode erlaubte es, die Wahrscheinlichkeit des Auftretens der
Krankheit aus den beobachteten Lebensaltern zu schitzen. Zur Veranschaulichung diente
die graphische Darstellung der krankheitsfreien Uberlebensrate (disease free survival) in
Abhiingigkeit von dem Erkrankungsalter. Zum Vergleich zweier Uberlebenszeitkurven
diente ein log-rank-Test.

Da es sich bei der vorliegenden Arbeit um eine deskriptive, hypothesengenerierende Studie
handelt, wurde trotz Mehrhypothesenproblems nicht fiir multiples Testen Kkorrigiert.
Unterschiede zwischen zwei Messgruppen wurden daher als statistisch interessant
bezeichnet, wenn der p-Wert kleiner als 0,05 war.

Die Berechnungen nach dem Cox-Regressionsmodell und der Kaplan-Meier-Methode
wurden mit Unterstiitzung von Frau Prof. Patricia L. Kramer von der Oregon Health &

Science University in Portland, OR, USA durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Beschreibung der Stichprobe

3.1.1. Patienten

Es wurden 200 an MP erkrankte Patienten untersucht, die aufgrund ihres Erkrankungsalters
in zwei Kollektive aufgeteilt wurden: Patienten, die vor dem 50. Lebensjahr erkrankten
(EOPD-Patienten) und Patienten mit einem Erkrankungsalter nach dem 50. Lebensjahr
(LOPD-Patienten).

Die Allel- und Genotypenhéufigkeiten des Parkin, des o-Synuklein und des ApoE wurden
sowohl fiir die EOPD-, als auch fiir die LOPD-Patienten bestimmt. Es zeigte sich jedoch an
unseren eigenen Untersuchungsergebnissen [85] und den Ergebnissen der aktuelleren
Literatur, insbesondere Tanner ef al. 1999 [178], dass genetische Faktoren vor allem in der
Entstehung des MP mit einem frithen Erkrankungsbeginn eine wichtige Rolle zu spielen
scheinen. Aus diesem Grund wurden die Allelassoziationsstudien der weiteren
Polymorphismen daraufthin nicht mehr an den LOPD-, sondern nur noch an den EOPD-

Patienten und den Kontrollen durchgefiihrt.

Im Folgenden werden die Patienten hinsichtlich ihrer klinischen und
expositionsanamnestischen Daten beschrieben. Da eine Beschrinkung der Untersuchung
auf die EOPD-Patienten stattfand, wurde auf eine ausfiihrliche Charakterisierung der

LOPD-Patienten verzichtet.

Patienten mit EOPD

In diesem Kollektiv wurden 113 kaukasische Patienten deutscher Herkunft
zusammengefasst, von denen 49 weiblich (43,4 %) und 64 ménnlich (56,6 %) waren. Das
durchschnittliche Alter betrug 45 +/- 4,0 Jahre und das durchschnittliche Erkrankungsalter
36,8 +/- 6,7 Jahre (Bereich 15 — 47 Jahre) (Tabelle VI.1 des Anhangs). Zum
Untersuchungszeitpunkt rauchten 26 der Patienten (23 %), 40 (35,4 %) haben frither
geraucht und 43 (38,1 %) haben nie geraucht. Herbizide (Unkrautvernichtungsmittel)
wurden von 85 (75,2 %) Patienten niemals, von 10 (8,9 %) sehr selten, von fiinf (4,4 %)

bei Bedarf und von drei (2,7 %) Patienten regelmilig eingesetzt. Insektizide
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(Schidlingsbekdmpfungsmittel) nutzten 78 (69 %) Patienten nie, 14 (12,4 %) sehr selten,
neun (8 %) bei Bedarf und zwei (1,7 %) Patienten regelmifBlig (Tabelle VI.3 des Anhangs).

Patienten mit LOPD

Dieses Kollektiv setzte sich aus 87 kaukasischen Patienten zusammen, von denen 46
weiblich (52,9 %) und 41 ménnlich (47,1 %) waren. Das durchschnittliche Alter betrug 71
+/- 7,9 Jahre und das durchschnittliche Erkrankungsalter 64 +/- 8,3 Jahre (Tabelle VIII des
Anhangs).

3.1.2. Kontrollen

Die Kontrollgruppe stammte aus derselben geographischen Region wie die Patienten. Es
waren 125 kaukasische Probanden mit einem Durchschnittsalter von 44 +/- 4,6 Jahren, von
denen 55 weiblich (44 %) und 70 minnlich (56 %) waren (Tabelle VII.1 des Anhangs).
Zum Untersuchungszeitpunkt rauchten 53 der Probanden (42,4 %), 37 (29,6 %) haben
frither geraucht und 34 (27,2 %) haben nie geraucht. Herbizide wurden von 96 (76.8 %)
Probanden niemals, von acht (6,4 %) sehr selten, von sieben (5,6 %) bei Bedarf und von
zwel (1,6 %) Probanden regelmiBig eingesetzt. Insektizide nutzten 93 (74,4 %) Probanden
nie, 10 (8 %) sehr selten, sieben (5,6 %) bei Bedarf und zwei (1,6 %) Probanden
regelmifig (Tabelle VII.3 des Anhangs).

3.2. Analyse der Polymorphismen

Zur Durchfiihrung der Analysen der verschiedenen Polymorphismen mussten Methoden
etabliert werden, die durch einen niedrigen zeitlichen und apparativen Aufwand
zuverldssige Ergebnisse produzierten. Da die Methodenetablierung ein wesentlicher Teil
der vorliegenden Arbeit war, werden die hiermit im Zusammenhang stehenden Ergebnisse

im Folgenden den Ergebnissen der Assoziationsstudien vorangestellt.
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3.2.1. a+Synuklein

Die Bestimmung der Allele des NACP-Repl im o-Synuklein erfolgte auf einem
automatischen Sequenziergerdt der Firma LI-COR. Zu diesem Zweck musste der
Vorwirts-Primer um eine M13-Sequenz verlingert werden und zum PCR-Gemisch
zusitzlich ein fluoreszenzmarkierter M13-Primer gegeben werden. Nach der
Amplifizierung wurde die DNA auf einem denaturierenden Polyacrylamidgel im
automatischen Sequenziergerit elektrophoretisch aufgetrennt, wodurch vier verschieden
gro3e Banden mit einer Grofle von 265 bp, 263 bp, 261 bp und 259 bp entstanden. Parallel
wurden die Produkte einer Marker-Analyse der Kontrollen 1331.01 und 1331.02 mit den
Repeat-Markern D3S1304 und D5S1505 aufgetrennt, um einen GroBenstandard zu
erstellen. Die beiden Kontrollen stammten vom Centre d’etudes de polymorphisme
humains, die deren DNA-Sequenz analysiert und veroffentlicht hatten, so dass sich die
Moglichkeit bot, die Banden der bekannten Kontrollen den entsprechenden Allelgrofen
zuzuordnen. In der Stichprobe der vorliegenden Arbeit wurden vier verschiedene NACP-
Repl-Allele, das NACP-Repl-Allel 0 (259 bp), das NACP-Repl-Allel 1 (261 bp), das
NACP-Repl-Allel 2 (263 bp) und das NACP-Repl-Allel 3 (265 bp) detektiert (Abbildung
3).

Abbildung 3: Ausschnitt eines 6 %igen

denaturierenden Polyacrylamidgels.
i ; : Dargestellt ist die elektrophoretische
m £ o g

“ - ﬂ 263 bp Auftrennung von PCR-Produkten
‘m 4 e Wi 261 bp verschieden groBer NACP-Repl-Allele.
m s i 259 bp Das NACP-Repl-Allel 0 hat eine GroBe
i i von 259 bp, das NACP-Repi1-Allel 1 von
i 261 bp und das NACP-Repl-Allel 2 von

01020112 1,1 1,1 0,1 22 1,1 00 1,1 1,1

263 bp.

Die Allelhdufigkeiten des NACP-Repl sind in Tabelle 3, die Genotypenhdufigkeiten in
Tabelle 4 dargestellt.
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Tabelle 3: Verteilung der Allelfrequenzen des NACP-Rep1

NACP-Repl Allele EOPD-Patienten LOPD-Patienten Kontrollen
0 46 (20,7 %) 40 (23 %) 70 (28 %)
1 163 (73,4 %) 119 (68,4 %) 168 (67,2 %)
2 13 (5.9 %) 14 (8 %) 12 (4.8 %)
3 0 1 (0,6 %) 0

Tabelle 4: Verteilung der Genotypfrequenzen des NACP-Repl

NACP-Repl EOPD-Patienten LOPD-Patienten Kontrollen
Genotypen

0/0 7 (6,3 %) 7 (8 %) 8 (6,4 %)
0/1 29 (26,1 %) 21 (24,1 %) 51 (40,8 %)
0/2 32,7 %) 5 (5,7 %) 32,4 %)
111 62 (55,9 %) 45 (51,7 %) 54 (43,2 %)
1/2 10 (9 %) 7 (8 %) 9 (7,2 %)
2/2 0 1(1,1 %) 0
1/3 0 1 (1,1 %) 0

Es wurde kein Unterschied zwischen MP-Patienten und Kontrollen beziiglich der
Allelhdufigkeiten (x? = 4,52, p = 0,2) bzw. der Genotypenhdufigkeiten (¥? = 9,83, p =
0,13) gefunden. Auch nachdem die Patientengruppe auf die EOPD-Patienten beschriankt
wurde, zeigte sich kein Unterschied in der Verteilung der Allele (3% = 3,94, p = 0,14) oder
der Genotypen (¥2 =5,91, p=0,21).

Da an derselben Stichprobe im Rahmen einer weiteren Studie [146] die Hiufigkeit des
Polymorphismus IVS§4+78insG im a-Synuklein untersucht wurde, war es moglich, auf die
vorliegenden Daten zuriickzugreifen, um eine Haplotypanalyse durchzufiihren und zu
tiberpriifen, ob zwischen dem NACP-Repl-Polymorphismus und dem [VS4+78insG-
Polymorphismus ein Zusammenhang besteht. Tabelle 5 zeigt die Genotypen beider loci

und die Anzahl der Individuen mit jeder moglichen Genotyp-Kombination.
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Tabelle 5: Rep1/IVS4+78insG-Genotyp-Kombinationen der EOPD-Patienten

1VS4+78insG Rep1-Genotypen
Genotypen 00 01 02 11 12 22
11 9 26 2 34 9 0
12 3 44 1 45 7 0
22 3 10 2 34 3 0

Ein y*-Test wurde durchgefiihrt, um zu ermitteln, ob eine Assoziation zwischen einem
Haplotyp und EOPD existiert. Fiir die Berechnung wurden dabei die compound-
heterozygoten Individuen (kursive Eintrdge in der Tabelle 5) nicht beriicksichtigt, da fiir
diese Fille keine eindeutige Haplotypbestimmung méglich war. Das Ergebnis des y>-Test
ergab 13,38 mit p > 0,25. In der Stichprobe wurde demnach keine Assoziation zwischen

einem Haplotyp und MP gesehen.

3.2.2. Apolipoprotein E

Die Bestimmung der ApoE-Allele erfolgte durch eine Auftrennung der Fragmente auf
einem PAGE-Gel nach einem Restriktionsverdau. Bevor die PCR an der gesamten
Stichprobe angewendet wurde, erfolgte eine Optimierung der PCR-Bedingungen mit Hilfe
einer Gradienten-PCR im Temperaturbereich von 58° - 72° C mit und ohne Zugabe von
DMSO. Geeignete Bedingungen fiir die verdffentlichten ApoE-Primer zeigten sich in
einem PCR-Gemisch mit 10 % DMSO bei einer Annealingtemperatur von 60° C
(Abbildung 4).

72 70 68 66 64 62 60 58 °C

Abbildung 4: Ausschnitt eines 1 %igen
Agarosegels. Dargestellt ist das Ergebnis einer
Gradienten-PCR mit dem ApoE-Primer. Die
geeignete Annealingtemperatur liegt zwischen
60° und 62° C (Spuren 6 und 7). In der linken
Spur ist eine 100 bp Leiter (L) als
GroBenstandard und in der rechten Spur eine
H,0O-Kontrolle aufgetragen.
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Die PCR-Produkte wurden durch das Enzym Hha 1 verdaut und im Anschluss daran auf
einem 6 %igen denaturierenden PAGE-Gel aufgetrennt und durch Silberfirbung sichtbar
gemacht.

Innerhalb des ApoE-Gens befinden sich zwei Polymorphismen im Codon 112 und 158, so
dass man fiir jeden moglichen Genotyp eine unterschiedliche Anzahl DNA-Fragmente
unterschiedlicher Lénge erhielt. Fir die Zuordnung dieser Bandenmuster wurden
ausgewihlte Proben sequenziert. In Abbildung 5 sind die verschiedene DNA-Fragmente

und die daraus resultierenden Genotypen des ApoE dargestellt.

e il Abbildung 5: Ausschnitt eines 6%igen
denaturierenden PAGE-Gels nach Silberfarbung.
Dargestellt sind Restiktionsfragmente von
€3.3 €24 €44 €2,3 €34 Patienten mit verschiedenen ApoE-Genotypen.

Die Ergebnisse der Analyse der Polymorphismen sind in den Tabellen 6 und 7

zusammengefasst.

Tabelle 6: Verteilung der Allelfrequenzen des ApoE

ApoE-Allele EOPD-Patienten LOPD-Patienten Kontrollen
€2 16 (7,1 %) 9 (5,2 %) 36 (14,5 %)
€3 171 (75,6 %) 145 (83,3 %) 179 (72,2 %)
4 39 (17,3 %) 20 (11,5 %) 33 (13,3 %)
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Tabelle 7: Verteilung der Genotypfrequenzen des ApoE

ApoE-Genotypen EOPD-Patienten LOPD-Patienten Kontrollen
€2/€2 1 (0,9 %) 0 0
e€2/e3 10 (8,8 %) 9 (10,3 %) 33 (26,6 %)
€2/ed 4 (3,5 %) 0 (0 %) 32,4 %)
€3/e3 66 (58,4 %) 59 (67,8 %) 58 (46,8 %)
€3/e4 29 (25,7 %) 18 (20,7 %) 30 (24,2 %)
ed/ed 32,7 %) 1 (1,2 %) 0

Sowohl in der Verteilung der ApoE-Allele (¥ = 12,3, p = 0,002), als auch der ApoE-
Genotypen (% = 20,5, p = 0,001) zeigten sich statistisch interessante Unterschiede
zwischen MP-Patienten und Kontrollen. Diese bestanden auch nach Beschrinkung der
Patientengruppe auf EOPD-Patienten (ApoE-Allele (2 = 7,4, p = 0,03), ApoE-Genotypen
(X2 =16,5, p=0,006)). Es zeigte sich eine negative Assoziation zwischen dem ApoE —€2-
Allel und MP bzw. EOPD und eine positive Assoziation zwischen dem ApoE —€4,4-
Genotyp und MP bzw. EOPD.

Es folgte eine Analyse, bei der die EOPD-Patienten in drei Gruppen (APOE2, APOE3 und
APOE4) geteilt wurden, um zu iiberpriifen, ob ApoE-Allele das Erkrankungsalter bei MP
modifizieren. In der Gruppe APOE2 wurden EOPD-Patienten mit dem Genotyp
ApoE —€2,2 und ApoE —€2,3, in der Gruppe APOE3 Patienten mit dem Genotyp
ApoE —€3,3 und in der Gruppe APOE4 Patienten mit den Genotypen ApoE —€3,4 und
ApoE —€4,4 zusammengefasst. Individuen mit dem Genotyp ApoE —€2,4 wurden von
dieser Untersuchung ausgeschlossen. Das Durchschnittsalter der EOPD-Patienten in den
verschiedenen Gruppen zeigt die Tabelle 8.

Durch die Kaplan-Meier-Uberlebens-Analyse wurden Unterschiede in der Verteilung des
Erkrankungsalters zwischen den Gruppen dargestellt. Das Vorhandensein von mindestens
einem ApoE —€2-Allel (APOE2-Gruppe) fiihrte zu einem spéteren Erkrankungsbeginn im
Vergleich zur APOE3-Gruppe (p = 0,0006) oder der APOE4-Gruppe (p = 0,003).
Zwischen der APOE3- und APOE4-Gruppe fand sich kein deutlicher Unterschied (p =
0,42) (Abbildung 6).
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Tabelle 8: Darstellung des Durchschnittserkrankungsalters und der Standardabweichungen

in den verschiedenen APOE-Gruppen

Erkrankungsalter .
ApoE (Mittelwert) Standardabweichung
ApoE?2 (€2/€2 oder €2/€3) 40,4 Jahre 5,7
ApoE3 (e3/€3) 35,6 Jahre 6,4
ApoE4 (€3/e4) oder £4/e4) 38,8 Jahre 6,2
Summe 37 Jahre 6,5
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é Abbildung 6: Ergebnisse der
5 Kaplan-Meier-Analyse fiir alle
\Z 027 untersuchten ~ EOPD-Patienten.

Dargestellt ist die krankheitsfreie
Uberlebensrate in Abhingigkeit

00 vom Erkrankungsalter.

Erkrankungsbeginn (in Jahren)

3.2.3 Parkin

Die Analyse der Polymorphismen im Exon 4 und Exon 10 des Parkins erfolgte durch
Restriktionsverdaus, wobei S/N167 mit dem Enzym AlwN I, R/W366 mit dem Enzym Nci 1
und V/L380 mit dem Enzym Bsp1286 I detektiert wurde [188]. Nach elektrophoretischer
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Auftrennung auf einem 3 %igen Agarosegel entstanden Restriktionsfragmente, die in der

Abbildung 7 dargestellt sind.

Y

100 bp 2 4 5 ) 100 bp
Leiter Leiter

Abbildung 7a Abbildung 7b

Abbildung 7: Ausschnitte von 3 %igen Agarosegelen. In
die linke Spur ist jeweils eine 100 bp-Leiter zur
GroBenbestimmung aufgetragen worden.
Abbildung 7 a: Darstellung von Restriktionsfragmenten
von Patienten mit unterschiedlichen V/L380-Genotypen:
homozygoter 380V/V-Genotyp in den Spuren 1 — 3,
homozygoter 380L/L-Genotyp in der Spur 4 und
heterozygoter 380V/L-Genotyp in der Spur 5. In der rechten
Spur ist eine H,O-Kontrolle aufgetragen.
Abbildung 7 b: Darstellung von Restriktionsfragmenten
von Patienten mit unterschiedlichen S/NI167-Genotypen:
homozygoter 1675/5-Genotyp in den Spuren 1 — 6 und 8
und heterozygoter /67S/N-Genotyp in der Spur 5.
- Abbildung 7 c: Darstellung von Restriktionsfragmenten
lLOeOuL;? . " von Patienten mit dem homozygoten 366R/R-Genotyp in
den Spuren 2 — 4. In der Spur 1 wird das unverdaute PCR-
Produkt dargestellt.

Abbildung 7¢

Aufgrund drei aufeinanderfolgender Arbeitsschritte, der Amplifizierung, dem Verdau und
der abschlieBenden Agarosegelelektrophorese, stellte sich diese Methode als sehr arbeits-
und zeitintensiv dar. Zur Detektion des Polymorphismus S/N/67 im Exon 4 wurde daher
ein schnelleres und weniger aufwindiges Verfahren mittels des Fluoreszenzfarbstoffes
SYBR Green 1 auf dem LC etabliert (s. u. 2.3.8.1), das sich den Schmelzpunktunterschied
zwischen dem Wildtyp und dem Polymorphismus zunutze machte. Die
Temperaturdifferenz resultierte aus der Transition von G zu A und der sich hieraus
ergebenden verringerten Anzahl von Wasserstoffbriickenbindungen im PCR-Produkt.

Die Etablierung dieser Methode fand an 100 LOPD-Patienten, 100 EOPD-Patienten und

100 Kontrollen statt, die zuvor schon durch das herkommliche Verfahren mittels
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Restriktionsverdau mit dem Enzym A/wN 1 charakterisiert worden waren. Der
Schmelzpunkt des PCR-Produktes des Exon 4 lag bei Probanden, die homozygot fiir den
Wildtyp waren, bei einer Temperatur von 88,17° C +/- 0,06° C und bei Probanden mit dem
heterozygoten Wildtyp/Polymorphismus bei 87,77 +/- 0,03° C. Probanden, die homozygot
fiir den Polymorphismus waren, kamen in der Stichprobe nicht vor. Die zuvor gewonnen
Ergebnisse konnten durch das neue Verfahren ausnahmslos reproduziert werden. Die
Arbeitszeit wurde hierbei beachtlich reduziert. Bendtigte man mit der herkommlichen
Methode etwa 10 h —11 h fiir die Detektion von 96 Proben, so waren es mit dem neuen
Verfahren nur noch 2 h fiir 96 Proben. Alle Ergebnisse wurden nochmals durch eine
SSCP-Analyse des Exon 4 iiberpriift (Abbildung 8) und einige zufillig gewihlte
Stichproben auch sequenziert (Abbildung 9).

g ahni o e o)

Abbildung 8: Ausschnitt eines 6% igen nicht-
denaturierenden PAGE-Gels. Dargestellt ist das
Ergebnis einer SSCP-Analyse des S/N167. Der
Ausschnitt  zeigt DNA-Fragmente von  sechs
verschiedenen Probanden. Die Spuren 3 und 6 fallen
durch ein verdndertes Bandenmuster auf. In diesen
Fragmenten fiihrte eine Transition von G zu A zu einer
Konformationsinderung und dadurch zu einem
verdnderten Migrationsverhalten im Gel.
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Abbildung 9: Ausschnitt eines 6% igen denaturienden
PAGE-Sequenzgels. Dargestellt ist ein kurzer
Abschnitt der Riickwirtssequenz des Exon 4 des
Parkins. Links ist die DNA eines Probanden mit dem
heterozygoten 167S/N-Genotyp und rechts mit dem
homozygoten 1675/S-Genotyp abgebildet.

An Position 601 des komplementiren DNA-Stranges
fiihrt die Transition von G zu A (komplementir C zu T)
zum Polymorphismus S/N 167 (Pfeil).

Die Ergebnisse der Allel- und Genotypbestimmung der drei Polymorphismen im Parkin

sind in den Tabelle 9 und 10 zusammengefasst.

Tab. 9: Verteilung der Allele der Polymorphismen im Parkin

EOPD-Patienten LOPD-Patienten Kontrollen

G 225 (99,6 %) G 170 (97,7 %) G 245 (98 %)
S/N167

A 1 (0,4 %) A 4 (2,3 %) A 512 %)

C 226 (100 %) C 174 (100 %) C 250 (100 %)
R/W366

T 0 T 0 T 0

G 197 (87,2 %) G 166 (95,4 %) G 233 (93,2 %)
V/L380

C 29 (12,8 %) C 8 (4,6 %) C 17 (6,8 %)

Der Polymorphismus R/W366 wurde weder in der Patientengruppe, noch in der
Kontrollgruppe nachgewiesen. Die Genotypverteilung des S/NI167 (x*> = 0,58, p = 0,45)
und des V/L380 (% = 2,52, p = 0,28) unterschied sich nicht zwischen Patienten und
Kontrollen. Nachdem die Patientengruppe auf die EOPD-Patienten beschrinkt wurde,

zeigte sich ein statistisch interessanter Unterschied in der Genotypverteilung des V/L380
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(x?> = 6,14, p = 0,046) und es fiel eine Assoziation zwischen dem heterozygoten Genotyp
380V/L und EOPD auf. Die Verteilung der Genotypen des S/N167 unterschied sich nach
Beschriankung auf die EOPD-Patienten nicht (32 = 2,34, p =0,13).

Tab. 10: Verteilung der Genotypen der Polymorphismen im Parkin

EOPD-Patienten LOPD-Patienten Kontrollen
1678/S 112 (99,1 %) 1675/S 83 (95,4 %) | 167S/S 120 (96 %)
S/N167 167S/N 1(0,9 %) 167S/N 4 (4,6 %) 167S/N 54 %)
167N/N 0 167N/N 0 167N/N 0
366R/R 113 (100 %) | 366R/R 87 (100 %) | 366R/R 125 (100 %)
R/W366 366R/W 0 366R/W 0 366R/W 0
366W/W 0 366W/W 0 366W/W 0
380v/v 86 (76,1 %) 380v/v 79 (90,8 %) | 380V/V 110 (88 %)
V/L380 380V/L 25 (22,1 %) 380V/L 8 (9,2%) 380V/L 13 (10,4 %)
380L/L 2 (1,8 %) 380L/L 0 (0 %) 380L/L 2(1,6 %)

3.2.4. Glutathion-S-Transferase

GSTM und GSTT

Die Genotypisierung der GST7-Klassen M und T wurde durch eine Duplex-PCR mit
anschlieBender Elektrophorese auf einem 2 %igen Agarosegel durchgefiihrt. Die
jeweiligen Primer konnten unverdndert aus der Literatur [117] {ibernommen werden. Da
sich die Polymorphismen in Deletionen duflerten, wurde nach einer Méglichkeit gesucht,
bei einem Fehlen der Bande auf dem Agarosegel zwischen einem Null-Genotyp und einer
fehlerhaften PCR-Reaktion zu unterscheiden. Aus diesem Grund wurde eine Duplex-PCR
durchgefiihrt, um durch den zweiten Primer, dessen Amplifikat immer vorhanden sein
musste, einen internen  Standard  (Kontrolle) iiber das  Gelingen der
Amplifizierungsreaktion zu haben. Die GSTM-Reaktion wurde durch das Gen Parkin Exon
4, die GSTT-Reaktion durch das Gen Parkin Exon 7 tiberpriift (Abbildung 10).
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— GSTM 1

«— Parkin Exon 4

Abbildung 10a

— GSTT1

«— Parkin Exon 7

Abbildung 10 b

Abbildung 10: Ausschnitte von zwei 2% igen Agarosegelen. In die linke Spur beider Gele wurde
als GroBenstandard eine 100 bp-Leiter aufgetragen.

Abbildung 10 a: Dargestellt ist das Ergebnis einer Duplex-PCR der Gene GSTMI und Parkin
Exon 4 zur Analyse der Polymorphismen im GSTM1. In den Spuren 1, 4, 6, 7 und 8 sind die PCR-
Produkte von Probanden mit dem GSTM-0-Genotyp abgebildet. In den Spuren 2, 3, 5, 9 und 10
sind die PCR-Produkte von Probanden mit dem GSTM-1-Genotyp abgebildet.

Abbildung 10 b: Dargestellt ist das Ergebnis einer Duplex-PCR der Gene GSTT!I und Parkin Exon
7 zur Analyse der Polymorphismen im GSTT!. In den Spuren 2 und 3 sind die PCR-Produkte von
Probanden mit dem GSTT1-0-Genotyp abgebildet, in den Spuren 1, 4, 5 und 6 sind die PCR-
Produkte von Probanden mit dem GSTT1-1-Genotyp abgebildet.

GSTZ1

Die Untersuchung der Polymorphismen Lys32Glu und Arg42Gly im GSTZI fand durch
Restriktionsverdaus mit anschlieBender Elektrophorese auf einem 6 %igen PAGE-Gel statt
(Abbildung 11). Die Reagenzien und Bedingungen wurden mit Ausnahme des Enzyms
Alw26 1, das durch das Isoschizomer BsmA 1 ersetzt wurde, aus der Literatur [117]
iibernommen. Zur Etablierung dieser Methode wurden Sequenzierungen vereinzelter
Proben durchgefiihrt, um die Banden auf dem PAGE-Gel (Abbildung 11) den Genotypen

korrekt zuordnen zu konnen.
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O e
o, <ot Abbildung 11: Ausschnitt eines 6 %igen denaturierenden
PAGE-Gels nach Silberfarbung. Dargestellt sind
fls SR alzie b A S Restriktionsfragmente von Probanden mit verschiedenen

GSTZI Lys32Glu-Genotypen: Der Genotyp GSTZI
Lys32Glu GG in den Spuren 1, 2 und 5, der Genotyp
GSTZI Lys32Glu AG in der Spur 3 und der Genotyp
GSTZI Lys32Glu AA in der Spur 4.

GSTP

Die Analyse der Polymorphismen im GSTPI fand auf dem LC mit Hybridisierungssonden
statt. Die Primer und Sonden fiir den Polymorphismus GSTPI+313 konnten aus der
Literatur [87] unveridndert iibernommen werden, fiir GSTP1+341 wurden neue Primer und

Sonden in Zusammenarbeit mit der Firma Tib Molbiol konzipiert.

Zwischen den Genotypfrequenzen der EOPD-Patienten und der Kontrollen fand sich fiir
keinen der GST-Polymorphismen ein Unterschied. Die Ergebnisse der statistischen

Berechnungen sind in der Tabelle 11 aufgefiihrt.
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Tabelle 11: Verteilung der GST-Genotypen innerhalb der Stichprobe

EOPD-Patienten Kontrollen
GSTTI-1-Genotyp 79 (69,9 %) 88 (70,4 %)
GSTTI1-0-Genotyp 34 (30,1 %) 37 (29,6 %)
%2 =0,01,p=0,93
GSTM1-1-Genotyp 58 (51,8 %) 56 (44,8 %)
GSTM1-0-Genotyp 54 (48,2 %) 69 (55,2 %)
X2 =1,16,p = 0,28
GSTZI Lys32Glu AA 11 (9,7 %) 17 (13,6 %)
GSTZI Lys32Glu AG 57 (50,4 %) 57 (45,6 %)
GSTZI Lys32Glu GG 45 (39,8 %) 51 (40,8 %)
x2 =1,06,p = 0,59
GSTZI Arg42Gly AA 2 (1,8 %) 2(1,6 %)
GSTZI Arg42Gly AG 12 (10,6 %) 16 (12,8 %)
GSTZ1 Arg42Gly GG 99 (87,6 %) 107 (85,6 %)
%2 =0,29,p = 0,87
GSTP1 AA 58 (51,3 %) 59 (47,2 %)
GSTPI AB 30 (26,6 %) 39 (31,2 %)
GSTP1 AC 11 (9,7 %) 17 (13,6 %)
GSTPI BB 10 (8,9 %) 7 (5,6 %)
GSTPI BC 4 (3,5 %) 2 (1,6 %)
GSTPI CC 00 %) 1 (0,8 %)
x> =4,07,p =0,54

3.2.4.1. GST und Pestizidexposition

Die Assoziation zwischen den GST-Genotypen und einer Pestizidexposition wurde durch

die Bestimmung der Hazard Ratio (HR) mittels einer Cox Regressionsanalyse untersucht.

Hierbei wurden alle Probanden eingeschlossen, die in ihrer Vergangenheit regelmifig oder

zumindest bei Bedarf Herbiziden oder Insektiziden ausgesetzt waren oder die in der JEM

bei den Stoffklassen Herbizide (JEM 55) oder Fungizide (JEM 56) einen Wert > 0

aufwiesen. Die GST-Genotypen wurden getrennt voneinander betrachtet. Tabelle 12 zeigt

die Genotypverteilung innerhalb der Stichprobe der exponierten Probanden und die

errechneten HR bzw. p-Werte. Ein Unterschied in der Verteilung der GST-Genotypen

zwischen pestizidexponierten EOPD-Patienten und Kontrollen ergab sich dabei nicht.
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Tabelle 12: Verteilung der GST-Genotypen innerhalb der mit Pestiziden exponierten

Stichprobe
GST Pestizidexponierte Pestizidexponierte
EOPD-Patienten Kontrollen
GSTTI-1-Genotyp 27 (77,1 %) 19 (65,5 %)
GSTTI-0-Genotyp 8 (22,9 %) 10 (34,5 %)
HR 1,426, p = 0,16
GSTMI-1-Genotyp 18 (51,4 %) 13 (44,8 %)
GSTMI-0-Genotyp 17 (48,6 %) 16 (55,2 %)
HR 1,281, p = 0,4
GSTZI Lys32Glu AA 4 (11,4 %) 4 (13,8 %)
GSTZI Lys32Glu AG 18 (51,4 %) 8 (27,6 %)
GSTZI Lys32Glu GG 13 (37.2 %) 17 (58,6 %)
HR 0,999, p = 0,96
GSTZI Arg42Gly AA 1(2.9 %) 0 (0 %)
GSTZI1 Arg42Gly AG 4 (11,4 %) 4 (13,8 %)
GSTZI Arg42Gly GG 30 (85,7 %) 25 (86,2 %)
HR 1,004, p = 0,75
GSTPI AA 19 (54,3 %) 14 (48,3 %)
GSTP1 AB 7 (20 %) 7 (24,1 %)
GSTPI AC 4 (11,4 %) 6 (20,7 %)
GSTPI BB 4 (11,4 %) 1(3,5 %)
GSTPI BC 12,9 %) 1(3,5 %)
GSTP1 CC 0 (0 %) 0 (0 %)

HR 1,005, p = 0,78

3.2.5. N-Acetyltransferase 2

Die sieben Polymorphismen im 1211 bp groBen, intronlosen NAT2-Gen wurden mit der

Schmelzkurvenanalyse unter Verwendung von Hybridisierungssonden auf dem LC (s. u.

2.3.8.2.) detektiert. Fiir drei der sieben Polymorphismen (Position 481, 590 und 857) war

diese Methode bereits publiziert [16], fiir die {ibrigen Polymorphismen wurde sie hieran

anlehnend etabliert und hinsichtlich der Wirtschaftlichkeit und Schnelligkeit optimiert. So

wurden die Amplifizierung und die Mutationsanalyse nicht in einem Reaktionsgefid3 auf

dem Echt-Zeit-PCR-Gerit, sondern nacheinander durchgefiihrt. Zuerst fand die PCR auf

einem Thermocycler in einem Gesamtvolumen von 40 ul statt. Das NAT2-Gen wurde

hierbei nicht im Ganzen amplifiziert, sondern in einen vorderen Abschnitt (bp 1 - bp 547)
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und einen hinteren Abschnitt (bp 442 - bp 914) geteilt. Fiir den vorderen Abschnitt wurden
der Vorwirts-Primer NAT2 P-69 F und der Riickwirts-Primer NAT2 P-547 R verwendet,
fiir den hinteren Abschnitt das Primer-Paar NAT2. 5 ul des PCR-Produktes wurden danach
zusammen mit einem Sondenpaar in eine Glaskapillare des LC iiberfiihrt, um dort in einem

Gesamtvolumen von 10 ul eine Schmelzkurve zu erstellen (Abbildung 12).

1l
1

40 45 5 a5 Bl ES g1t
Temperature [*C)

7

e
Temperatiee ['C]

Abbildung 12: Schmelzkurven am Beispiel der Hybridisierungssonde NAT2 803. Im
Koordinatensystem (oben), in dem die Temperatur gegen die Fluoreszenz aufgetragen ist, kommt
es beim Erreichen des Schmelzpunktes zu einem Fluoreszenzabfall. Dieser kann im
Koordinatensystem (unten) durch eine mathematische Umwandlung (Auftragung der ersten
negativen Ableitung der Fluoreszenz gegen die Temperatur) als préaziser Schmelzpunkt dargestellt
werden. Der homozygote Wildtyp (A803) wird durch den griinen Graph dargestellt, der
heterozygote Genotyp (A803G) durch den roten Graph und der homozygote Polymorphismus
(803G) durch den blauen Graph. Der Schmelzpunkt des PCR-Produktes des Wildtyps liegt bei ca.
56,5° C, der Schmelzpunkt PCR-Produktes des Polymorphismus bei ca. 51° C, beim heterozygoten
Genotyp finden sich beide Schmelzpunkte.

Auf diese Weise geniigte ein PCR-Ansatz des vorderen NAT2-Abschnitts zur Bestimmung
der Polymorphismen GI191A, C282T, T341C und ein PCR-Ansatz des hinteren NAT2-
Abschnitts fiir die Polymorphismen C48I1T, G590A, AS803G und G857A. Die Sonden fiir
C481T, G590A und G857A und das Primer-Paar NAT2 konnten unverindert aus der
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Literatur [16] iibernommen werden, der Vorwirts-Primer NAT2 P-69 F, der Riickwirts-
Primer NAT2 P-547 R und die weiteren Sonden wurden in Zusammenarbeit mit der Firma
Tib Molbiol synthetisiert. Durch die Identifizierung von sieben Polymorphismen im NAT2-
Gen: G191A, C282T, T341C, C48IT, G590A, A803G, G857A wurde die Verteilung der
NAT2-Allele: *4, *5A, *5B, *5C, *6A, *7B, *13 und *14B im Probandenkollektiv
bestimmt (Tabelle 13).

Tabelle 13: Verteilung der NAT2-Allele innerhalb der Stichprobe

NAT2-Allele EOPD-Patienten Kontrollen
4 48 (21,2 %) 61 (24,4 %)
*5A 9 (4 %) 11 (4,4 %)
*5B 88 (38,9 %) 100 (40%)
*5C 6 (2,7 %) 72,8 %)
*6A 62 (27,4 %) 62 (24,8 %)
*7B 6 (2,7 %) 3(1,2 %)
*13 73,1 %) 6 (2,4 %)
*14B 0 0

Die Verteilung der Allele unterschied sich nicht zwischen den EOPD-Patienten und
Kontrollen (¥2 = 3,48, p = 0,84). Auf dieser Grundlage konnten die NAT2-Genotypen fiir
die Patienten und Kontrollen bestimmt werden. Ein statistisch interessanter Unterschied in
der Verteilung der Genotypen zwischen EOPD-Patienten und Kontrollen zeigte sich dabei
nicht. Geht man davon aus, dass alle Individuen, die mindestens ein NAT2*4-Allel
(Wildtyp) besitzen, schnelle Acetylierer sind, waren unter den Patienten 38,9 % und unter
den Kontrollen 41,6 % genotypisch schnelle Acetylierer vertreten. Die hidufigsten Schnell-
Acetylier-Genotypen in beiden Kollektiven waren NAT2%4/%5B und NAT2*4/*6A. Es
wurden 16 verschiedene Langsam-Acetylierer-Genotypen gefunden, die insgesamt bei 61,1
% der Patienten und bei 58,4 % der Kontrollen vorkamen. Die héufigsten Langsam-
Acetylier-Genotypen in beiden Kollektiven waren NAT2*5B/*5B und NAT2*5B/*6A. Die
Verteilung der Langsam- und Schnell-Acetylierer-Genotypen ist in den Tabellen 14 und 15
dargestellt und sie unterschied sich nicht zwischen den EOPD-Patienten und den

Kontrollen (}2 = 20,73, p = 0,54).
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Tabelle 14: Verteilung der Langsam-Acetylier-Genotypen

NAT2-Genotypen EOPD-Patienten Kontrollen
*SA/*5A 2 (1,8 %) 0
*S5A/*5B 1 (0,9 %) 54 %)
*S5A/*5C 1(0,9 %) 0
*S5A/*6A 2 (1,8 %) 2 (1,6 %)
*S5A/*7B 0 1(0,8 %)
*5A/%13 1 (0,9 %) 1(0,8 %)
*5B/*5B 20 (17,7 %) 19 (15,2 %)
*SB/*5C 2 (1,8 %) 4 (3,2 %)
*SB/*6A 18 (15,9 %) 26 (20,8 %)
*SB/*7B 32,7 %) 1(0,8 %)
*5B/*13 32,7 %) 1(0,8 %)
*5C/*5C 0 0
*5C/*6A 2(1,8 %) 2(1,6 %)
*5C/*7TB 0 0
*5C/*13 1(0,9 %) 0
*6A/*6A 9 (8 %) 8 (6,4 %)
*6A/*7B 2 (1,8 %) 1 (0,8 %)
*6A/*13 2 (1,8 %) 2(1,6 %)
Summe 69 (61,1 %) 73 (58,4 %)

Tabelle 15: Verteilung der Schnell-Acetylier-Genotypen
NAT2-Genotypen EOPD-Patienten Kontrollen
4/%4 4(3,5 %) 9(7.2 %)
*4[*5A 0 2 (1,6 %)
*4/*5B 21 (18,6 %) 25 (20 %)
*4/*5C 0 1 (0,8 %)
*4/%6A 18 (15,9 %) 13 (10,4 %)
*4/*TB 1(0,9 %) 0
*4/*13 0 2 (1,6 %)
Summe 44 (38,9 %) 52 (41,6 %)

3.2.5.1. NAT2 und Pestizidexposition

Der Zusammenhang zwischen den NAT2-Genotypen und einer Pestizidexposition wurde

durch eine Cox-Regressionsanalyse untersucht. NAT2*4-positive oder NAT2*4-negative
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Probanden, d. h. Schnell- und Langsam-Acetylierer und eine Pestizidexposition waren die
Einflussgroen. Individuen mit einem oder mehr NAT2*4-Allelen wurden dabei als
NAT2*4-positiv gewertet. Eingeschlossen wurden Individuen, die in ihrer Vergangenheit
regelmifig oder zumindest bei Bedarf Herbiziden oder Insektiziden ausgesetzt waren oder
die in der JEM bei den Stoffklassen Herbizide (JEM 55) oder Fungizide (JEM 56) einen
Wert > 0 aufwiesen. Die Genotypverteilung innerhalb der Gruppe der exponierten
Probanden wird in der Tabelle 16 dargestellt. Die Unterschiede waren nicht statistisch

interessant; HR 0,955 (p = 0,62).

Tabelle 16: NAT2-Genotypenverteilung in der mit Pestiziden exponierten Stichprobe

Pestizidexponierte Pestizidexponierte

EOPD-Patienten Kontrollen
NAT2*4-positiv 8 (27,6 %) 11 (45,8 %)
NAT2*4-negativ 21 (72,4 %) 13 (54,2 %)

3.3. Rauchen und MP

Die Probanden wurden nach ihrem Rauchverhalten gefragt. In die Gruppe der Raucher
wurden sowohl die Personen eingeschlossen, die zum Untersuchungszeitpunkt rauchten,
als auch die Personen, die in der Vergangenheit geraucht hatten, aber zum
Untersuchungszeitpunkt bereits nicht mehr rauchten. Zur Gruppe der Nichtraucher
gehorten nur Probanden, die nie geraucht haben. Die Verteilung der Raucher und
Nichtraucher in der Gruppe der EOPD-Patienten und der Kontrollen ist in der Tabelle 17
dargestellt.

Unter den EOPD-Patienten fanden sich weniger Raucher, als unter den Kontrollen. Dieser

Unterschied war statistisch interessant; HR 0,668, p = 0,04.
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Tabelle 17: Verteilung der Raucher und Nichtraucher innerhalb der Stichprobe

Rauchen EOPD-Patienten Kontrollen

Nie 43 (39,4 %) 34 (27,4 %)
Friiher 40 (36,7 %) 37 (29,8 %)
Derzeit 26 (23,9 %) 53 (42,7 %)

3.4. Pestizidexposition und MP

Der Zusammenhang zwischen einer Pestizidexposition und MP wurde ebenfalls durch eine
logistische Regressionsanalyse untersucht. Als pestizidexponiert galten Individuen, die in
ihrer Vergangenheit regelmiBig oder zumindest bei Bedarf Herbiziden oder Insektiziden
ausgesetzt waren oder die in den Stoffklassen Herbizide (JEM 55) oder Fungizide (JEM
56) in der JEM einen Wert > 0 aufwiesen. In der Tabelle 18 ist das Vorkommen einer

Pestizidexposition innerhalb der Stichprobe dargestellt.

Tabelle 18: Vorkommen einer Pestizidexposition innerhalb der Stichprobe

EOPD-Patienten Kontrollen
Pestizidexposition 31 (27,4 %) 22 (17,6 %)
Keine Pestizidexposition 10 (9,7 %) 8 (7 %)
Unbekannt 54,9 %) 7 (6,2 %)

Es wurde eine Analyse der gesamten Stichprobe durchgefiihrt, die kein erhohtes MP-
Risiko nach einer Pestizidexposition erbrachte (p = 0,07, Konfidenzintervall: 0,302 — 1,05).
Auch eine Korrelation zwischen einer Pestizidexposition und dem Alter, dem Geschlecht
und der Familienanamnese bei EOPD-Patienten ergab kein statistisch interessantes

Ergebnis (p = 0,11, Konfidenzintervall: 0,32-1,13).
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Eine Ubersicht iiber die ausgewihlten klinischen Daten und Expositionsdaten der EOPD-
Patienten und Kontrollen sowie die ermittelten genetischen Daten bieten die Tabellen VI
und VII des Anhangs. In der Tabelle VIII des Anhangs finden sich die klinischen und
genetischen Daten der LOPD-Patienten.
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4. Diskussion

4.1. Stichprobe

Als Studiendesign wurde eine Fall-Kontroll-Studie gewihlt, da diese ermoglicht, den
Einfluss von Polymorphismen bzw. Expositionen auf die Entstehung auch von relativ
seltenen Erkrankungen, wie MP, zu untersuchen. Um statistisch relevante Ergebnisse zu
erhalten, ist es unerlésslich, eine geniigende Anzahl von Fillen und dementsprechend auch
von Kontrollen in die Studie mit einzubeziehen. Unsere Stichprobe bestand daher aus 113
EOPD-Patienten, 87 LOPD-Patienten und 125 Kontrollen. Im Laufe der Zeit konzentrierte
sich die Studie jedoch aufgrund der unter 3.1.1. genannten Griinde nur noch auf die
Patienten mit frithem Erkrankungsalter.

Eine umfassende Charakterisierung der Stichprobe fand durch die Beantwortung eines
Fragebogens mit Fragen zum Schulabschluss, zum Beruf, zum Arbeitsplatz und dem
Gebrauch verschiedener Arbeitsstoffe, zur Erndhrung, zur Trinkwasserversorgung, zum
Wohnort, zum Medikamentengebrauch, zum Rauchverhalten etc. statt, den jeder
Studienteilnehmer der EOPD- und Kontrollgruppe zu beantworten hatte. Weiterhin wurde
jeder Teilnehmer klinisch untersucht und die derzeitigen geistigen Fihigkeiten mittels
eines Intelligenztests und des Folstein Mini Mental Examination Scores (FMME-Scores)
[42] ermittelt. Durch die Abwesenheit eines diagnostischen Tests oder biologischen
Markers fiir MP ist die klinische Untersuchung entscheidend. Alle Untersuchungen wurden
deshalb von demselben Spezialisten fiir Bewegungsstorungen durchgefiihrt, so dass
Unterschiede in der klinischen Diagnose des MP, zu denen es bei mehreren Untersuchern
kommen konnte, vermieden wurden. Bisher fanden sich in der Literatur vorwiegend
Studien, die entweder umweltbedingte oder genetische Faktoren erforschten. Da bei den
Probanden der vorliegenden Studie im Rahmen einer weiteren Studie eine ausfiihrliche
Expositionsanamnese erhoben wurde, auf deren Ergebnisse zuriickgegriffen werden

konnte, war es moglich, auch das Zusammenwirken beider Faktoren zu untersuchen.
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4.2. Methoden

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit bestand aus der Etablierung und Entwicklung neuer
Methoden. Um an der groBen Stichprobe insgesamt 18 Polymorphismen in einer
angemessenen Zeit analysieren zu konnen, mussten Methoden gefunden werden, die
zuverldssig, schnell, mit wenig Arbeitsaufwand, kostengiinstig und mit einer moglichst
geringen Kontaminationsgefahr Ergebnisse erbrachten. Es wurde dafiir die Arbeit mit dem
LC neu eingefiihrt. Dieses ist ein schneller Thermocycler und gleichzeitig ein Fluorometer,
das durch die Arbeit mit unterschiedlichen Reagenzien vielfiltig eingesetzt werden kann.
Die Vorteile des Gerites, im Vergleich zur konventionellen PCR, sind eine viel schnellere
Amplifizierungszeit, eine auf ein Reaktionsgefdl (Glaskapillare) beschrinkte Analyse und
die Darstellung der Ergebnisse in Echtzeit auf dem Monitor. Insgesamt fiihrte dieses zu
einer Einsparung diverser Arbeitschritte, wie z. B. mehrfaches Pipettieren, Herstellen und
Beladen von Gelen und das Darstellen der Ergebnisse durch Fiarbung und/oder Fotografie
und damit neben einer deutlichen Zeitersparnis zu einer Minderung der potentiellen

Kontaminationsgefahr.

Die Schmelzpunktanalyse mit dem SYBR-Green-Farbstoff (s. u. 2.3.8.1.) am LC wurde fiir
die Untersuchung des Polymorphismus im Exon 4 des Parkin (S/N167) neu eingefiihrt und
etabliert. Zuvor war der S/NI67 an der gesamten Stichprobe bereits durch eine
konventionelle PCR mit anschlieBendem Restriktionsverdau und Agarosegelelektrophorese
detektiert worden. Die Schmelzkurvenanalyse auf dem LC fand ohne weitere
Arbeitsschritte direkt im Anschluss an die Amplifikation (40 Zyklen) im selben
Reaktionsgefdly statt. Man erhielt zwei verschiedene Schmelzpunkte, einen fiir den
Wildtyp, den anderen fiir den Polymorphismus, die von der Liange und dem GC-Gehalt der
DNA abhingig waren. Diese Methode hatte jedoch auch ihre Beschriankungen und konnte
nur dann eingesetzt werden, wenn aus dem Basenaustausch im Amplifikationsprodukt
auch ein Unterschied in der Anzahl der Wasserstoffbriickenbindung resultierte. Eine
Transversion von T zu A, von G zu C oder jeweils umgekehrt fiihrte zu keiner Anderung
der Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungen und somit auch zu keiner Anderung des
Denaturierungsverhaltens. Fiir die Analyse des S/N167 war die Methode sehr geeignet und
alle zuvor gewonnenen Ergebnisse konnten auf diese innovative Weise, mit weniger

Arbeitsschritten und einer Zeitersparnis fiir 96 Proben von ca. acht bis neun Stunden
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reproduziert werden. Zur weiteren Validation der neuen Methode wurden alle Ergebnisse

durch eine SSCP-Analyse iiberpriift und einige Stichproben auch sequenziert.

Einen weiteren Einsatz fand der LC in der Analyse der sieben Polymorphismen im NAT2.
Zuvor waren verschiedene publizierte Methoden in Betracht gezogen worden, u. a. die
Untersuchung mittels einer allelspezifischen PCR, bzw. Restriktionsverdaus, z. T. im
Anschluss an eine nested PCR [26]. Die Erfahrung mit Restriktionsverdaus bei der
Detektion der Polymorphismen im Parkin lehrte jedoch, dass diese Technik sehr arbeits-
und zeitintensiv war und nicht immer zufriedenstellende Ergebnisse erbrachte. Ein Fehler
oder eine Verunreinigung in einem der ersten Arbeitsschritte konnte erst nach der
elektrophoretischen Auftrennung aufgedeckt werden, so dass in so einem Falle unnotig
viele Schritte wiederholt werden miissten. Eine weitere Moglichkeit wire gewesen, das
gesamte Gen auf dem automatischen Sequenziergerit zu sequenzieren, um somit alle
sieben Polymorphismen nach einer Sequenzreaktion auswerten zu konnen. Aufgrund der
GrofBle des Gens lieB} allerdings die Sequenzierung im Ganzen keine zufriedenstellenden,
gut auswertbaren Ergebnisse zu.

Die Schmelzkurvenanalyse unter Verwendung von Hybridisierungssonden auf dem LC
erschien aufgrund der oben genannten Vorteile am geeignetsten zu sein. Fiir drei
Polymorphismen an den Positionen 481, 590 und 857 war diese Methode bereits publiziert
[15]. Da hierbei ein Primerpaar genutzt wurde, das den hinteren Abschnitt des NAT2 von
bp 442 - bp 914 amplifizierte, musste fiir den vorderen Abschnitt ein weiteres Primerpaar
synthetisiert werden, um die Polymorphismen an den Positionen 191, 282 und 341
analysieren zu konnen. Die neuen Primer und die vier neuen Sondenpaare wurden in
Zusammenarbeit mit der Firma 7ib Molbiol konzipiert. Es wire eine weitere Zeitersparnis
und Arbeitserleichterung gewesen, NAT2 im Ganzen zu amplifizieren, da kleinere PCR-
Produkte jedoch zu einer hoheren Genauigkeit der Schmelzpunktanalyse fiihrten, wurde
darauf verzichtet. Eine weitere Optimierung fand durch das Voranstellen einer
konventionellen PCR (s. u. 2.3.2.) statt, d. h., initial wurden zwei PCRs jeweils in einem 40
ul PCR-Ansatz durchgefiihrt, um den vorderen und hinteren Abschnitt des NAT2 zu
amplifizieren, so dass im Anschluss die Schmelzkurvenanalysen fiir alle sieben
Polymorphismen durchgefiihrt werden konnten. Hierdurch war die Amplifikationszeit
zwar einmalig ldnger, es mussten aber fiir jeden Patienten insgesamt nur zwei, statt sieben

PCRs durchgefiihrt werden.



Diskussion 51

Mit der Duplex-PCR konnte eine zuverlidssige und einfache Methode zur Bestimmung der
kompletten (homozygoten) Deletion des GSTMI- und des GSTTI etabliert werden. Um
den Erfolg der Amplifikation in jeder Probe nachzupriifen, war es erforderlich, einen
internen Standard zu verwenden, in diesem Falle ein nicht von der Deletion betroffenes
Amplikon. Seine GroBe wurde jeweils willkiirlich gewihlt, Voraussetzung war jedoch,
dass die zugehorigen Elektrophoresebanden gut voneinander abgrenzbar waren. Als
interner Standard bei dieser Arbeit wurde fiir die Analyse des GSTM1 das Parkin Exon 4
und fiir das GSTT! das Parkin Exon 7 gewdhlt. Die wesentliche Schwierigkeit der
Methode lag darin, geeignete PCR-Bedingungen zu finden, bei denen jeweils beide DNA-
Abschnitte gleich gut amplifiziert wurden und unspezifische PCR-Produkte vermieden
werden konnten. Zur Losung dieses Problems kam es vor allem auf die Erprobung

unterschiedlicher Primerkonzentrationen und Annealingtemperaturen an.

Die Methoden fiir die Analyse der Polymorphismen im ApoE und a—Synuklein konnten
weitestgehend aus der Literatur iibernommen werden und wurden, wie unter 3.2.

beschrieben, optimiert.

4.3. Polymorphismen und MP

4.3.1. orSynuklein

Mutationen im a-Synuklein fiilhren zum Auftreten von autosomal-dominant vererbten
monogenen Parkinson-Syndromen. Bislang sind drei Mutationen Ala53Thr [139],
Ala30Pro [90] und Glu46Lys [201] und zwei Triplikationen im a-Synuklein [40, 164]
entdeckt worden. Diese waren jedoch Einzelbefunde.

In der Promotorregion des a-Synuklein liegt ein Dinukleotid-Repeat-Polymorphismus
(NACP-Repl), der seit seiner Entdeckung im Jahre 1996 [197] Gegenstand intensivster
Forschung ist. Ein Vergleich der Allelverteilung in den publizierten Assoziationsstudien
mit den Daten der vorliegenden Arbeit zeigte, dass sich die Verteilung der
Allelhdufigkeiten zwischen kaukasischen und asiatischen Probanden deutlich unterschied
und das die Allelhdufigkeiten der vorliegenden Arbeit insgesamt in etwa die publizierten

Daten von Studien an kaukasischen Patienten wiederspiegelten (Tabellen 19 und 20).
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Tabelle 19: Vergleich der Allel-Héufigkeiten der NACP-Rep1-Allel zwischen ausgewéihlten

Studien bei Kaukasiern

NACP-Repl-

Allele 2 1 0 ' ? ’
Di(eI:lse; g;g;:it 0 0 156 (24,1 %) 450 (69,7 %) 39 (6 %) 1(0,2 %)
" [=33]95) 0 4(04%) 236(238%)  666(673%) 82(83%)  2(02%)
" [=5§]6 p | 1O1%) 608%) 193065% 46(613% T8A0T%)  406%
" [=82]35) 0 0 325256 %)  855(673%) 90 (7,1 %) 0
" [2;]56) 0 0 154 21,6 %) 503 (70,7 %) 55 (7,7 %) 0
(n[=117‘;]9) 0 0 359 (243 %) 1008 (682 %) 110 (7,4%) 10,1 %)
(n[133232) 0 0 179 (29,7 %) 374 (61,9 %) 51 (8.4 %) 0
(n[i72330) 0 0 98 (24,5 %) 279 (69.8%) 23 (5,75 %) 0
{Esfgsfﬂ; 10,02 %) 10(0,2%) 1700 (24,9 %) 4581 (67,1 %) 528 (1,7 %) 8 (0,1 %)

Tabelle 20: Vergleich der Allel-Hiufigkeiten des NACP-Repl-Allel zwischen ausgewihlten

Studien bei Asiaten

NACP-Repl-

Allele 2 1 0 1 2 3
[78] )
02%) 202%) 358(398%)  259(288%) 268(29.8%) 11(12%)

(n = 450)

[119] 7 (1.1 %) 0 297 (464 %) 194303 %) 131205 %) 11 (1,7 %)
(n = 320) ’ ’ ’ ’ ’

[174]
(o =412) 0 0 323(392%)  241(292%) 260 (31,6 %) 0
z:sfelsfég; 904 %) 2(0,1%) 978413 %) 694(294 %) 659 (27,9 %) 22 (0,9 %)

Trotz dieser deutlichen interethnischen Unterschiede weisen die Ergebnisse zweier

Metaanalysen von Assoziationsstudien an kaukasischen Probanden [116] und asiatischen

Probanden [119] in die gleiche Richtung. Beide Metaanalysen zeigten eine signifikante

Assoziation zwischen dem 259 bp Allel (NACP-Repi-Allel 0) und einem reduzierten

Risiko fiir MP. Auch in der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine erniedrigte Frequenz des
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NACP-Repl-Allels 0 unter den Patienten, ohne jedoch statistisch interessant zu sein.
Dieser Trend konnte durch die bislang groBte Studie im letzten Jahr bestitigt werden, die
an insgesamt 2692 MP-Patienten und 2652 Kontrollen die Variabilitit im o~Synuklein-
Promotor in Verbindung mit dem MP-Risiko untersuchte [108]. Hierfiir wurden die Daten
von insgesamt elf Arbeitsgruppen weltweit gemeinsam ausgewertet mit dem Ergebnis, das
Triger des Genotyps mit mindestens einem 259 bp Allel (NACP-Repl-Allel 0) ein
erniedrigtes MP-Risiko besalen. Ein weiteres Ergebnis dieser Studie war, dass der
Genotyp mit mindestens einem 263 bp Allel (NVACP-Repl-Allel 2) zu einem erhohten MP-
Risiko fiihrte.

Haplotypanalyse:

Neben dem NACP-Repl wurden zehn weitere SNPs im o-Synuklein identifiziert und
hinsichtlich einer Assoziation zu MP untersucht. Dabei zeigte der Polymorphismus
IV§4+78insG kombiniert mit dem NACP-RepI-Polymorphismus signifikante Unterschiede
in der Haufigkeit zwischen MP-Patienten und Kontrollen in zwei unabhingigen Haplotyp-
Analysen [39, 175]. Die Assoziation konnte sowohl in der asiatischen, als auch in der
kaukasischen Bevolkerung nachgewiesen werden.

Da die Haiufigkeiten des [VS4+78insG Polymorphismus an den Probanden der
vorliegenden Arbeit im Rahmen einer Bachelor-Arbeit [146] bestimmt worden waren, bot
es sich an, ebenfalls eine Haplotyp-Analyse durchzufiihren. Die Verteilung der
Rep1/1VS4+78insG-Genotyp-Kombinationen in der vorliegenden Stichprobe zeigte

allerdings keine Unterschiede.

Trotz fehlender Assoziation in der Haplotypanalyse weisen die Daten in Zusammenschau
mit den bisher publizierten Ergebnissen einen eindeutigen Trend auf und fithren zu der
Hypothese, dass eine steigende bp-Anzahl im NACP-Repl zu einem steigenden MP-Risiko
fiihrt.

Bisherige Untersuchungen zur funktionellen Relevanz des Polymorphismus wurden in
vitro durchgefiihrt und zeigten, dass die Varianten des NACP-Repl einen regulatorischen
Einfluss auf die Expression des a-Synuklein-Gens haben [29] Die Genexpression ist bei
Promotoren, die das NACP-Repl-Allel 1 tragen, im Vergleich zu Trigern des NACP-Rep1-
Allels 0 dreifach erhoht. Eine Uberexpression des a-Synuklein durch Verinderungen im

Promotorbereich (NACP-Repl-Allel 1) scheint daher ebenso wie ein mutiertes o~
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Synuklein, welches nicht mehr iiber den Ubiquitin-Proteasom-Abbauweg degradiert
werden kann, iber Akkumulation und Selbstaggregation zu Lewy-Korperchen-Formation
und Neurodegeneration zu fiihren. In vivo konnte das bedeuten, dass Triger des NACP-
Repl-Allels 0 weniger o-Synuklein exprimieren und dadurch ein geringeres MP-

Erkrankungsrisiko haben.

4.3.2. Apolipoprotein E

ApoE ist ein polymorphes Gen, das in der Population in drei Isoformen (€2, €3 und €4)
vorkommt, von denen das ApoE —€3 Allel sowohl in der kaukasischen, als auch in der
asiatischen Population das hiufigste ist. Deutliche interethnische Unterschiede in der
Allelhéaufigkeit zeigten sich in der Zusammenschau der bisher verodffentlichten Studien
inklusive der vorliegenden nicht. Der Vergleich der Ergebnisse wurde dadurch erschwert,
dass in vielen Studien versiaumt wurde, die Probanden hinsichtlich ihres ethnischen
Ursprungs zu charakterisieren [59, 109, 113] und dass bisher nur die Daten einer

asiatischen Studie zur Verfiigung standen (Tabellen 21 und 22).

Tabelle 21: Vergleich der Allel-H:iufigkeiten der ApoE-Allel zwischen ausgewihlten Studien

bei Kaukasiern

ApoE 2 &3 4
Di(f,s‘l?;ﬂ’f " 61.(9.4 %) 495 (76,4 %) 92 (14,2 %)
(n 53184) 43 (7,6 %) 418 (73,6 %) 107 (18,8 %)
(n [:}1]90) 76 (7,8 %) 780 (79,6 %) 124 (12,6 %)
(n [=82]91) 3489 %) 293 (76.7 %) 55 (14,4 %)
(n [3;]70) 60 (8,1 %) 564 (76,2 %) 116 (15,7%)
(n[1320(}9) 29 (6,9 %) 338 (80,9 %) 51(12,2 %)
(n[iosozll) 83 (8 %) 813 (78 %) 146 (14 %)
glls;gzs;lsngl; 386 (8,1 %) 3701 (77,5 %) 691 (14,4 %)
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Tabelle 22: Verteilung der ApoE-Allele in einer Allelassoziationsstudie bei Asiaten

ApoE €2 €3 €4
(n[17262]s) 34 (1.5 %) 372 81,6 %) 50 (10,9 %)

Bereits seit einigen Jahren wird die Rolle des ApoE- €4-Allels in Verbindung mit dem MA
diskutiert. Mehrere Studien belegten eine Assoziation zwischen dem ApoE- €4-Allel und
MA und der sporadischen senilen Demenz vom Alzheimer-Typ [37, 94, 170]. Da MP und
MA beides altersabhiingige neurodegenerative Erkrankungen mit vielen gemeinsamen
Merkmalen sind und epidemiologische Studien zeigten, dass direkte Verwandte von
Alzheimer-Patienten ein hoheres Risiko besitzen, an MP zu erkranken [72] und ebenso
umgekehrt Verwandte von MP-Patienten an MA [111], konnte es eine gemeinsame
atiologische, insbesondere genetische Verbindung zwischen beiden Erkrankungen geben.
Demzufolge konnten Varianten des ApoE auch mogliche Risikofaktoren in der

Entwicklung eines MP sein.

ApoE und MP

In verschiedenen Studien wurde, wie beim MA, ein Zusammenhang zwischen dem ApoE-
€4-Allel und einem erhohten MP-Risiko nachgewiesen [91, 101, 104, 130]. In der
vorliegenden Arbeit wurde keine eindeutig positive Assoziation zwischen einem ApoE-
Allel und MP entdeckt, es fiel im untersuchten Kollektiv jedoch eine Assoziation zwischen
dem homozygoten Genotyp ApoE—€4,4 und MP auf. Hierbei war interessant, dass der
homozygote Genotyp ApoE—€4,4 nur in der Patientengruppe (bei drei EOPD-Patienten und
einem LOPD-Patienten) und nicht in der Kontrollgruppe nachgewiesen wurde. Die
Vermutung, dass Probanden mit dem homozygoten Genotyp ApoE—€4,4 ein hoheres
Risiko haben an einem MP zu erkranken, wurde durch das Ergebnis einer weiteren Studie
an einer deutschen Stichprobe bekriftigt, die eine signifikante Assoziation zwischen dem
homozygoten Genotyp ApoE—€4,4 und EOPD beobachtet hatten [91], wobei kritisch
anzumerken ist, dass ApoE—€4,4 in beiden Studien jeweils nur viermal detektiert wurde.
Weiterhin zeigte sich in der untersuchten Stichprobe eine statistisch interessante Haufung
des ApoE-g€2-Allels in der Kontrollgruppe und damit eine negative Assoziation zwischen

dem ApoE-€2-Allel und MP.
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Insgesamt weisen die Ergebnisse der oben aufgefiihrten Studien alle in eine Richtung und
fiihren zu der Annahme, dass das ApoE—e4-Allel und insbesondere der homozygote
Genotyp ApoE—€4,4 zu einem erhohten MP-Risiko fiithrt und dass das Vorkommen des
ApoE—¢€2-Allels protektiv in der Entwicklung eines MP sein konnte. Im Gegensatz hierzu
steht das Ergebnis einer Metaanalyse von 22 unabhingigen Studien aus dem Jahr 2004, die
keine Assoziation zwischen dem ApoE-€4-Allel und MP fand, stattdessen aber eine
schwache Assoziation zwischen dem ApoE-€2-Allel und MP [75]. Eine signifikante
Assoziation zwischen dem ApoE-€2-Allel und MP wurde bislang nur in zwei Studien [41,
59] nachgewiesen, in einer weiteren Studie eine Assoziation zwischen MP und dem
ApoE—¢€2/ €4-Genotyp [176]. Zwei dieser Studien waren klein mit einer Anzahl von n = 46
sporadischen MP-Patienten [41], bzw. n = 68 Patienten [176], wodurch zwangsldufig auch
die Wahrscheinlichkeit einer von der Grundgesamtheit abweichenden Verteilung grofer
wurde. Der iiberwiegende Anteil der Studien entdeckte in ihren Stichproben keine
Assoziationen zwischen einem Allel bzw. Genotyp des ApoE und MP [7, 14, 22, 35, 83,
126, 129, 166, 193].

Trotz einer Vielzahl von Studien bleibt die Bedeutung des ApoE als Risikofaktor des MP
weitgehend unklar. Nach Zusammenschau der Studien besteht aber zumindest ein Hinweis
auf ein erhohtes Erkrankungsrisiko bei Triagern des homozygoten Genotyps ApoE—€4.,4

deutscher Herkunft.

ApoE und MP mit Demenz

Viele MP-Patienten entwickeln im Verlauf ihrer Erkrankung eine Demenz. Mogliche
Hinweise, dass das ApoFE hierfiir verantwortlich sein konnte, geben die Ergebnisse von fiinf
Assoziationsstudien, die iiber eine signifikante Hidufung des ApoE-g4-Allels in ihrer
Patientengruppe mit begleitender Demenz berichteten [5, 59, 129, 130, 133]. In einer der
untersuchten Gruppen war das ApoE —e4-Allel in der Patientengruppe mit Demenz sogar
doppelt so hédufig, wie in der Kontrollgruppe [133]. Allgemeingiiltige Schliisse diirfen
hieraus jedoch nicht gezogen werden, da es ebenfalls Studien gab, die keinen
Zusammenhang zwischen dem ApoE-€4-Allels und MP mit begleitender Demenz
entdeckten [76, 89, 109]. Zudem waren die Stichproben der Patienten mit einer

begleitenden Demenz in allen Publikationen sehr klein, die Anzahl der Patienten variierte
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zwischen n = 14 [5] und n = 52 [89] und die Diagnose der Demenz wurde durch
unterschiedliche Testverfahren gestellt.

Da in der Stichprobe der vorliegenden Arbeit nur ein Patient die Kriterien einer Demenz
FMME-Score < 24 erfiillte [42], konnte iiber den Zusammenhang zwischen ApoE und MP

mit Demenz keine Aussage getroffen werden.

ApoE und das Erkrankungsalter

Das Erkrankungsalter beim MA wird durch das ApoE beeinflusst. Mehrere Studien
konnten belegen, dass Patienten, die das ApoE-g4-Allel trugen, frither an MA erkrankten
als Patienten ohne dieses Allel. Triger des ApoE-€2-Allels dagegen hatten einen spéteren
Erkrankungsbeginn [136, 154].

Auch das Erkrankungsalter der MP-Patienten erscheint aufgrund des Ergebnisses der
vorliegenden Studie und vorhergehender Studien in dhnlicher Weise beeinflusst zu werden.
So konnte sowohl bei ApoE-g€2-Alleltrigern dieser Studie, als auch einer weiteren Studie
[193] ein verzogerter Erkrankungsbeginn beobachtet werden. In der bislang grofiten Studie
an 549 kaukasischen MP-Patienten und bereits 5 Jahre zuvor in einer kleineren Studie mit
105 kaukasischen MP-Patienten zeigten Zareparsi et al. [199, 200], dass Triger des ApoE-
€4-Allels im Durchschnitt 3,5 Jahre, bzw. 4 Jahre frither erkrankten als Nicht-Triger.
Unterteilungen nach familidrer Vorbelastung oder nach dem Geschlecht ergaben dabei
keine signifikanten Unterschiede. In weiteren Studien wurde das ApoE- €4-Allel mit einem
fritheren Erkrankungsbeginn assoziiert [101] bzw. eine signifikante Haufung des ApoE-€4-
Allels in der EOPD-Gruppe entdeckt [91]. Leider wurde in der letztgenannten Studie nicht
das Erkrankungsalter als eine Funktion eines ApoE-Alles untersucht, dennoch sprach auch
dieses Ergebnis fiir eine Verbindung zwischen dem ApoE-g4-Allel und einem frithen

Erkrankungsbeginn.

Obwohl bislang in keiner der Studien gleichzeitig eine Assoziation zwischen dem €2-Allel
und einem spidten Erkrankungsbeginn sowie dem €4-Allel und einem frithen
Erkrankungsbeginn gesehen wurden, weist die Studienlage deutlich auf eine Beeinflussung

des Erkrankungsalters durch ApoFE hin.
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4.3.3. Parkin

Das Parkin wurde im Jahre 1998 auf dem Chromosom 6q25.2-27 lokalisiert [84] und
seitdem wurden verschiedene Mutationen bei familidren MP-Patienten in diesem Gen
beschrieben, die von Einbasenpaar-Deletionen oder —Substitutionen bis hin zu Deletionen
und auch Duplikationen ganzer Exons reichen [1, 60, 61, 62, 63, 81, 86, 105]. Der
Phinotyp dieser Patienten zeichnet sich durch ein frithes Erkrankungsalter (< 40.
Lebensjahr), eine tageszeitliche Fluktuation der Symptomatik mit Besserung nach Schlaf
(sleep benefit), Dystonien, die vor allem die Fiile betreffen und Levodopa-induzierte
Dyskinesien aus.

Die Rolle des Parkin beim sporadischen MP ist bis heute unklar. Polymorphismen im
Exon 4 (S/N167) sowie im Exon 10 (R/W366 und V/L380) des Parkin wurden 1999
entdeckt [188] und seitdem wurden mehrere Fall-Kontroll-Studien durchgefiihrt, die eine
Verbindung zwischen diesen Polymorphismen und MP untersuchten, mit
widerspriichlichen Ergebnissen. In der vorliegenden Arbeit wurden die drei

Polymorphismen im Parkin getrennt voneinander untersucht.

S/N167

Der Polymophismus im Exon 4 des Parkin wurde in seiner heterozygoten Form (/67S/N)
in einer Studie an einer asiatischen Stichprobe [153] als Risikofaktor fiir den sporadischen
MP beschrieben. Diese Assoziation wurde bisher in keiner weiteren Studie, auch nicht in
der vorliegenden reproduziert. Ebenso wurde keine Assoziation zu den homozygoten
Genotypen 1675/S und 167N/N entdeckt [35, 73, 85, 125, 127, 188]. Beim Vergleich der
Allelhéaufigkeiten der bisher veroffentlichten Studien inklusive der vorliegenden (Tabellen
23 und 24) zeigte sich ein deutlicher Unterschied in der Verteilung zwischen européischen
und asiatischen Probanden. Unter den Kaukasiern war das A-Allel mit einer Frequenz von
2,1 % insgesamt viel seltener als unter den Asiaten, bei denen das A-Allel bei 39,9 % der

Probanden gefunden wurde.
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Tabelle 23: Vergleich der Allel-Haufigkeiten des S/N167 zwischen ausgewihlten Studien bei

Kaukasiern

S/IN167 G-Allel A-Allel
Di(‘l’ls‘:;;g;’“ 640 (98,5 %) 10 (1,5 %)

" [=3§]84) 563 (99,1 %) 509 %)

(n[i0329]7) 777 (97.9 %) 17 (2,1 %)

" [3?80) 3081 (97,5 %) 79 (2,5 %)

(1513;]1’;) 428 (98,2 %) 8 (1,8 %)
z:sfezsg‘(% 5489 (97,9 %) 119 2,1 %)

* Das Studienkollektiv bestand aus Siid-Italienern; es konnte nicht verifiziert werden, ob diese Studienpopulation nur aus
Kaukasiern bestand

Tabelle 24: Vergleich der Allel-Haufigkeiten des S/N167 zwischen ausgewihlten Studien bei

Asiaten
S/N167 G-Allel A-Allel
[73]
(n = 190) 236 (62,1 %) 144 (37,9 %)
[153]
(n = 180) 232 (64,4 %) 128 (35,6 %)
[188]
(n = 320) 361 (56,4 %) 279 (43,6 %)
Insgesamt
(n = 690) 829 (60,1 %) 551 (39,9 %)
R/W366:

Dem R/W366-Polymorphismus wurde in einer Studie [188] eine mogliche protektive
Funktion in der Entwicklung des MP zugeschrieben, da die Frequenzen des T-Allels
(Polymorphismus) mit 1,2 % in der Patientengruppe signifikant niedriger waren, als mit
4,4 % in der Kontrollgruppe. In dieser Studie wurden ausschlieBlich Probanden asiatischen
Ursprungs untersucht. In den nachfolgenden Studien und auch in der vorliegenden Arbeit
konnte dieses Ergebnis nicht bestitigt werden und es fand sich keine weitere Assoziation

zwischen dem R/W366-Polymorphismus und MP [35, 73, 85, 102, 127]. Beim Vergleich
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der Allelhdufigkeiten der bisher publizierten Studien fiel auf, dass der R/W366-
Polymorphismus in der kaukasischen Bevolkerung keine Rolle zu spielen scheint. Das T-
Allel, dem in der oben aufgefithrten Studie eine protektive Funktion in der
Krankheitsentwicklung zugesprochen wurde, wurde in den Studien an kaukasischen
Probanden gar nicht entdeckt und nach Einbeziehung der Daten einer Studie an Siid-
Italienern, die ihre Probanden nicht nach ethnischer Herkunft klassifizierte, mit einer
Haufigkeit von 0,1 % (Tabellen 25 und 26). Unter den Probanden der asiatischen Studien

war das T-Allel ebenfalls selten mit einer Haufigkeit von 2 %.

Tabelle 25: Vergleich der Allel-Haufigkeiten des R/W366 zwischen ausgewiihlten Studien bei

Kaukasiern
R/W366 C-Allel T-Allel
di(e;‘;‘g;?t 650 (100 %) 0
@ [=3§]8 " 568 (100 %) 0
(1513;];;) 434 (99,5 %) 20,5 %)
I(nnsieggl;‘)t 1652 (99,9 %) 20,1 %)

* Das Studienkollektiv bestand aus Siid-Italienern; es konnte nicht verifiziert werden, ob diese Studienpopulation nur aus Kaukasiern
bestand

Tabelle 26: Vergleich der Allel-Haufigkeiten des R/W366 zwischen ausgewiihlten Studien bei

Asiaten
R/W366 C-Allel T-Allel
" [3]90) 378 (99,5 %) 2(05 %)
(n[18382],0) 622 (972 %) 18 (2.8 %)
I(“nsiegj‘(;t 1000 (98 %) 20 (2 %)
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V/L380:

Eine Assoziation zwischen dem Polymorphismus V/L380 und MP konnte bisher in keiner
der publizierten Studien nachgewiesen werden [35, 73, 102, 125, 127, 188]. Auch beim
Vergleich der Genotypen-Héufigkeiten in der vorliegenden Studie ergab sich zwischen den
Patienten und den Kontrollen kein deutlicher Unterschied. Nachdem die Gruppe der
Probanden auf Patienten mit einem Erkrankungsalter vor dem 50. Lebensjahr beschrinkt
wurde, war eine statistisch interessante Haufung des heterozygoten Genotyps in der
EOPD-Gruppe auffillig [85]. In der Gegeniiberstellung der Ergebnisse der verschiedenen
Studien zeigten sich wiederum evidente interethnische Abweichungen im Vorkommen der
Allele des V/L388. Die Frequenz des C-Allels war in der kaukaischen Population mit 14,1
% im Vergleich zu einer Frequenz von 3,9 % in der asiatischen Population deutlich erhoht

(Tabellen 27 und 28).

Tabelle 27: Vergleich der Allel-Héufigkeiten des V/L380 zwischen ausgewihlten Studien bei

Kaukasiern
V/L380 G-Allel C-Allel
Di(flsi%;ls))eit 596 (91,7 %) 54 (8,3 %)
(n [=3§]84) 476 (83.8 %) 92 (16,2 %)
(n[10421]1) 697 (84,8 %) 125 (15,2 %)
(n [=1ﬁ]8()) 2689 (85,1 %) 471 (14,9 %)
(1513;]1’;) 383 (87.8 %) 53 (12,2 %)
{Il:sfezsg‘l‘g; 4841 (85,9 %) 795 (14,1 %)

* Das Studienkollektiv bestand aus Siid-Italienern; es konnte nicht verifiziert werden, ob diese Studienpopulation nur aus Kaukasiern
bestand
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Tabelle 28: Vergleich der Allel-Haufigkeiten des V/L380 zwischen ausgewihlten Studien bei

Asiaten
V/L380 G-Allel C-Allel
" [=731’]9 0 357 (94 %) 23 (6 %)
(n[18382]0) 623 (97,3 %) 17 (2,7 %)
I(“nsiegi‘(;t 980 (96,1 %) 40 39 %)

Es steht auBBer Frage, dass Mutationen im Parkin zum rezessiven juvenilen Parkinsonismus
fiihren, die Bedeutung der Polymorphismen im Parkin bleibt jedoch weiterhin unklar.
Jeder der drei Polymorphismen wurde bislang in einer Studie mit MP assoziiert, ohne dass
diese Ergebnisse durch eine andere Arbeitsgruppe reproduziert werden konnten. Die
Ergebnisse sind daher mit Vorsicht zu interpretieren und es sollten weitere Studien
durchgefiihrt werden, um die Ergebnisse zu erhirten. Aufgrund der sehr deutlichen
interethnische Variabilitit im Vorkommen der Polymorphismen muss beim Studiendesign
darauf geachtet werde, dass ausschlieBlich Patienten eines gemeinsamen ethnischen
Ursprungs verglichen werden. Auflerdem sollten die Patienten ein Erkrankungsalter vor
dem 50. Lebensjahr haben, da die Ergebnisse der Analyse des V/L380 gemeinsam mit den
Ergebnissen der Literatur (insbesondere [178]) fiir eine Relevanz genetischer Faktoren vor

allem in der Entwicklung des EOPD sprechen.

4.3.4. Glutathion-S-Transferase

Die GST umfasst eine genetische Superfamilie von zytosolischen Phase-2-
Detoxifikationsenzymen, die in den Metabolismus von Pestiziden, Dopamin und
Glutathion involviert sind und eine wichtige Rolle in der zelluliren Abwehr gegen
oxidative Belastungen spielen. Aus diesem Grund wird GST seit lidngerem als

Kanditatengen fiir MP untersucht.

Die Polymorphismen im GSTM1 und GSTT] resultieren aus einer Gendeletion und fiihren
zum GSTMI1-0- bzw. GSTT1-0-Genotypen. Die in dieser Studie angewandte Duplex-PCR-
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Methode machte es nicht moglich, heterozygote Triger des GSTMI-1- bzw. GSTTI-1-
Allels von diesbeziiglich homozygoten Trigern zu unterscheiden. Da jedoch nur der
komplette Verlust mit einer Verdnderung des Stoffwechsels einhergeht [156], geniigte es
fiir die weitere Auswertung zwischen den homozygoten Trigern der Deletion der Gene
(GSTM1-0- bzw. GSTTI-0-Genotyp) und Tragern von mindestens einem der
entsprechenden Allele (GSTM1-1- bzw. GSTT1-1-Genotyp) zu unterscheiden.

Da die Polymorphismen im GSTMI und GSTTI seit langem bekannt sind, gibt es eine
Vielzahl von Studien, die eine Assoziation zwischen diesen Genotypen und MP
untersuchten [3, 8, 33, 57, 82, 117, 143, 171, 183, 190]. Eine Zusammenschau der
Frequenzen der bisher publizierten Daten inklusive der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
ergab fiir den GSTMI-1-Genotyp eine Frequenz von 48,6 % und fiir den GSTMI-0-
Genotyp von 51,4 % in der kaukasischen Bevolkerung (Tabelle 29) sowie von 45,9 %
(GSTM1-1-Genotyp) und 54,1 % (GSTMI-0-Genotyp) in der asiatischen Bevolkerung
(Tabelle 30). Da bisher nur Daten einer asiatischen Studie verfiigbar waren, sind die
Ergebnisse moglicherweise nicht repridsentativ, sie legen aber nahe, dass keine grofien
Unterschiede in den Haufigkeiten des Polymorphismus zwischen der asiatischen und der
kaukasischen Bevolkerungsgruppe vorliegen und dass der Polymorphismus im GSTM1
sehr hiufig ist und bei tiber der Hilfte der Bevolkerung vorkommt.

Die Frequenzen des GSTMI-0-Genotyps unterschieden sich nicht deutlich zwischen der
EOPD-Patientengruppe und der Kontrollgruppe der vorliegenden Studie. Die bisherige
Datenlage spricht ebenfalls eher gegen einen Zusammenhang von GSTM1 und MP, da
bislang nur eine Studie publiziert wurde, die eine positive Assoziation zwischen dem

GSTM1-0-Genotypen und MP eruierte [171].

Der Polymorphismus im GSTTI kommt insgesamt viel seltener vor. FEine
Gegeniiberstellung der verfiigbaren Studien erbrachte eine Frequenz des GSTTI-1-
Genotyps von 78,4 % und des GSTTI-0-Genotyps von 21,6 % in der kaukasischen
Bevolkerung (Tabelle 31). Aussagen iiber eine interethnische Variabilitit konnen aufgrund
fehlender Studien an anderen Bevolkerungsgruppen nicht getroffen werden. Auffillig in
der vorliegenden Studie war eine, verglichen mit den anderen Studien, erhohte Frequenz
des GSTTI-0-Genotyps sowohl in der Patientengruppe (30,1 %), als auch in der
Kontrollgruppe (29,6 %). Moglicherweise ist dieses ein Zufall oder aber die Anzahl der in
die Metaanalyse eingeschlossenen Probanden war zu klein, um eine fiir die

Gesamtpopulation zutreffende Aussage zu tétigen.
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Tabelle 29: Vergleich der Genotyp-Hiaufigkeiten des GSTM1 zwischen ausgewihlten Studien

bei Kaukasiern

GSTMI GSTMI-1-Genotyp GSTMI-0-Genotyp
Di(ffi‘;;';f . 114 (48,1 %) 123 (51,9 %)
(n =[33],13) 147 (46,2 %) 171 (53.8 %)
(n =[83]00) 127 (42,3 %) 173 (577 %)
(IE4=8 ]3*6) 17 (47,2 %) 19 (52,8 %)
(n [jgu) 284 (52,5 %) 257 (47,5 %)
(n[11179]0) 93 (49 %) 97 (51 %)
(n[isﬂm 60 (42,9 %) 80 (57,1 %)
(n[ﬂ)s]s) 235 (51,7 %) 220 (48,3 %)
{Esf ‘;S;f;; 1077 (48,6 %) 1140 (51,4 %)

* Das Studienkollektiv bestand aus Siid-Italienern und Griechen; es konnte nicht verifiziert werden, ob diese Studienpopulation nur aus

Kaukasiern bestand

Tabelle 30: Verteilung der Genotyp-Haufigkeiten des GSTM1 in einer Allelassoziationsstudie

bei Asiaten

GSTM1 GSTM1-1-Genotyp GSTM1-0-Genotyp
[57]
(n = 181) 83 (45,9 %) 98 (54,1 %)

Eine Assoziation zwischen dem GSTT1-0-Genotyp und MP ist bisher in zwei Studien [33,

171] beschrieben worden. Dieser Zusammenhang liel3 sich aber in der iiberwiegenden

Mehrheit der publizierten Studien [3, 8, 82, 117, 143, 190] und auch in der vorliegenden

nicht reproduzieren.
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Tabelle 31: Vergleich der Allel-Hiufigkeiten des GSTT1 zwischen ausgewihlten Studien bei

Kaukasiern
GSTTI GSTTI-1-Genotyp GSTTI-0-Genotyp
Di(ffi‘;;gf . 167 (70,2 %) 71 (29,8 %)
(n =[33],13) 275 (86,5 %) 43 (13,5 %)
(n =[83100) 244 (81,3 %) 56 (18,7 %)
(IE4=8 ]3*6) 29 (80,6 %) 7(19.4 %)
(n [fgu) 437 (80,8 %) 104 (19,2 %)
(n[11179]0) 150 (79 %) 40 (21 %)
(n[ﬂ)s]s) 327 (71,9 %) 128 (28,1 %)
{Esf 383712; 1629 (78,4 %) 449 (21,6 %)

* Das Studienkollektiv bestand aus Siid-Italienern und Griechen; es konnte nicht verifiziert werden, ob diese Studienpopulation nur aus
Kaukasiern bestand

Die Entdeckungen der Polymorphismen im GSTPI und GSTZI liegen noch nicht sehr
lange zuriick, so dass die Anzahl der Assoziationsstudien, die eine Verbindung zwischen
diesen Polymorphismen und MP untersuchten, begrenzt ist. Eine Metaanalyse zur
Berechnung der Allelhdufigkeiten dieser Polymorphismen in der Population wurde nicht
erstellt, da diese nicht repridsentativ erschien. In der vorliegenden Arbeit zeigten sich weder
in der Allelverteilung des GSTPI, noch des GSTZI auffillige Unterschiede zwischen
EOPD-Patienten und Kontrollen. Diese Ergebnisse untermauern die Ergebnisse der
bisherigen Studien, die ebenfalls keinen Zusammenhang zwischen GSTP1 [82, 117, 190]
oder GSTZI [117, 180] und MP entdecken konnten.

GST sind Enzyme des Xenobiotikastoffwechsels. Polymorphismen in den kodierenden
Genen fithren zu einer interindividuellen Variabilitit in der Metabolisierung von
Fremdstoffen. In einigen Studien fand daher eine Beschrinkung des Kollektivs auf mit
Pestiziden exponierte Probanden statt. Man erhoffte sich hierdurch mogliche Hinweise auf
eine Interaktion zwischen genetischen und exogenen Faktoren in der Entstehung des MP.
Auch in der vorliegenden Arbeit wurde diese Subanalyse durchgefiihrt, ohne jedoch fiir

einen der GST-Polymorphismen einen Zusammenhang zu pestizidexponierten EOPD-
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Patienten zu entdecken. Im Gegensatz hierzu stehen die Ergebnisse zweier Arbeitsgruppen,
von denen eine [117] eine signifikante Haufung der GSTP/-Polymorphismen in ihrer mit
Pestiziden exponierten Patientengruppe sah und hieraus folgerte, dass der Wildtyp
GSTPI*A ein protektiver Faktor in der Entwicklung des MP bei mit Pestiziden
exponierten Personen sein konnte. Der zweiten Arbeitsgruppe [180] fiel in ihrer
pestizidexponierten Probandengruppe eine schwache Assoziation (p = 0,05) zum GSTZI-
Polymorphismus an Nukleotidposition 245 auf. Dieser Polymorphismus wurde erst spéter
als die Varianten an den Nukleotidposition 94 und 124 entdeckt und wurde bisher nur in
dieser Studie in Verbindung mit MP untersucht. Beide Subanalysen zeichneten sich durch

geringe Probandenzahlen aus (39 bzw. 87 Patienten und 26 bzw. 53 Kontrollen).

Derzeit sprechen die Ergebnisse eher gegen eine Beeinflussung der MP-
Krankheitsentwicklung durch Polymorphismen im GS7. Um eine statistisch signifikante
Aussage iiber eine mogliche Korrelation zwischen einer Pestizidexposition, NAT2 und MP
treffen zu konnen, sollten weitere Studien an einer sehr viel gréferen Stichprobe

durchgefiihrt werden.

4.3.4. N-Acetyltransferase 2

Die Polymorphismen im NAT2 sind bereits seit mehr als 45 Jahren bekannt. Sie wurden
durch die Beobachtung interindividueller Unterschiede im Metabolismus von Isoniazid bei
Tuberkulosepatienten entdeckt [36]. NAT2 ist ein fremdstoffmetabolisierendes Enzym,
dessen Aktivitdt genetisch determiniert ist. Schnell-Acetylierer besitzen mindestens ein
Wildtyp-Allel (*4), wobei die Kapazitit der Acetylierung bei homozygoten Trigern des
Allels *4 signifikant hoher ist, als bei heterozygoten Genotypen. Die Allele NAT2*5A,
NAT2%5B, NAT2*5C, NAT2*6A, NAT2*7B und NAT2*%13 codieren den Langsam-
Acetylierer-Phinotyp, wobei Kombinationen unter den Allelen NAT2*5A, NAT2*5B und
NAT2*5C eine hohere Acetylierungsrate besitzen, als Kombinationen der Allele
NAT2*6A, NAT2*7B und NAT2*13. Da NAT2*14B sehr selten ist, kann keine definitive
Aussage iiber seine Acetylierungskapazitit gemacht werden [26].

Der Acetylierer-Status der Probanden in den publizierten Allelassoziationsstudien wurde
studienabhingig durch verschiedene Methoden ermittelt. In drei Studien wurde eine relativ

einfache Screeningmethode verwendet, die neben dem Wildtyp-Allel nur drei mutierte
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Allele detektieren konnte [8, 58, 107]. Verschiedene Allele, z. B. das NAT2*5A und das
NAT2*5B, wurden dadurch zu einem Allel, dem M1, zusammengefasst. Dass dieses zu
einer Unterbewertung des NAT2 Langsam-Acetylierer Genotyps fiihrt, zeigte das Ergebnis
einer Studie [10], die den Acetylierer-Status ihrer Probanden drei Jahre zuvor durch die
einfache Methode bestimmte und dann durch die prizisere Methode reproduzieren wollte.
Hierbei fiel auf, dass in derselben Probandengruppe mit der einfachen Methode 53,8 %
Langsam-Acetylierer-Genotypen und mit der praziseren Methode 57 % Langsam-
Acetylierer-Genotypen in ihrer Stichprobe nachgewiesen wurden. Um den Acetylierer-
Status der Probanden exakt zu bestimmen, sollte daher die aufwindigere Methode
angewendet werden, um Ergebnisse gemidf der neuen internationalen Terminologie zu
gewinnen.

Eine Assoziation zwischen dem Langsam-Acetylierer-Status und MP wurde in drei Studien
beschrieben: die erste fand in ihrem Kollektiv eine signifikante Haufung von Langsam-
Acetylierern bei Patienten mit familidrem MP [8, 10], die zweite entdeckte in ihrem
Kollektiv eine signifikante Assoziation zwischen den Langsam-Acetylierer-Genotyp und
EOPD [2] und die dritte berichtete tiber eine Assoziation zwischen dem M3-Allel und MP
[107]. Tragern des M3-Allels wird auch beim heterozygoten Vorkommen, verglichen mit
hetero- oder homozygoten Trigern des MI1- oder M?2-Allels, die geringste
Acetylierungsfahigkeit zugesprochen [26]. Diese Ergebnisse sollten mit Vorsicht
interpretiert werden, da die Studien Limitierungen aufwiesen. In der oben beschriebenen
zweiten Studie [2] wurde z. B. eine statistisch signifikante Aussage anhand von nur 37
EOPD-Patienten getroffen und es fand keine Anpassung der Kontrollgruppe an die
Patientengruppe beziiglich des Alters und des Geschlechts statt. Zur Vermeidung von
statistischen Fehlern sollten Probanden und Patienten sich aber moglichst nur in dem zu
untersuchenden Attribut, in diesem Fall dem Polymorphismus im NAT2, unterscheiden.
Weiterhin fiel auf, dass in der oben beschriebenen dritten Studie [26] nicht konsequent
darauf geachtet wurde, dass die Probanden einen gemeinsamen ethnischen Ursprung
hatten. In ihrer Stichprobe waren nur ,fast alle Probanden weifl. In einer groflen
Metaanalyse wurde gezeigt, dass die Genotypenverteilung im NAT2 jedoch einer
deutlichen interethnischen Variabilitét unterliegt. Die hdufigsten Allele in der kaukasischen
Population sind das NAT2*5B-Allel mit 44,8 % und das NAT2*6A-Allel mit 30,2 %. Das
Wildtyp-Allel (NAT2*4) kommt bei 19,9 % dieser Bevolkerung vor, wihrend die Allele
NAT*5A, NAT2*5C und NAT2*7B mit einer Frequenz von 1 — 3 % bei Kaukasiern

vertreten sind. Die Verteilung unterscheidet sich sehr von der, die man bei Asiaten und hier
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insbesondere bei Japanern festgestellt hat. In dieser Population kommt das Allel NAT2*5B
so gut wie nicht vor, wihrend NAT2*6A und NAT*7B zu den hiufigsten Allelen gehoren
[196]. Das Allel NAT2*14B wurde insbesondere in der afrikanischen Population entdeckt
[26]. Aufgrund dieser Unterschiede ist es unerldsslich, die Probanden aus einer
einheitlichen Volksgruppe zu rekrutieren, da schon wenige Probanden einer anderen
ethnischen Zugehorigkeit die Genotypenfrequenzen drastisch verdndern und somit zu
Fehlinterpretationen fithren konnten.

In der Mehrzahl der bisher publizierten Allelassoziationsstudien [58, 123, 124, 145, 185]
und auch in der vorliegenden Arbeit zeigte sich keine Assoziation zwischen einem
bestimmten NAT2-Allel oder -Genotyp und EOPD. Durch das Uberwiegen der Studien
ohne eine Assoziation und die beschriebenen Einschrinkungen im Studiendesign der
positiven Assoziationsstudien erscheint ein Zusammenhang zwischen MP und NAT2 eher

unwahrscheinlich.

Da NAT?2 eine wichtige Rolle im Fremdstoffmetabolismus spielt, wurde die Stichprobe der
vorliegenden Arbeit in einer weiteren Analyse auf Personen beschrinkt, die Pestiziden
beruflich oder privat in erhohtem MaBle ausgesetzt waren. Es wurde erhofft, durch diese
Korrelation eine mogliche Interaktion zwischen genetischen und umweltbedingten
Faktoren entdecken zu konnen. Dieses war bisher in keiner Studie erfolgt. Eine
Assoziation konnte dabei allerdings nicht nachgewiesen werden, die Stichprobe war aber

auch mit 29 exponierten EOPD-Patienten und 24 exponierten Kontrollen sehr klein.

4.4. Exogene Faktoren und MP

4.4.1. Nikotin

Die Beobachtung, die bisher sehr bestindig in epidemiologischen Studien nachgewiesen
wurde, ist eine umgekehrte Assoziation zwischen dem Rauchen und MP. In einem Review
von insgesamt 35 Studien, die bis 1994 publiziert wurden, zeigte sich in 34 Studien dieser
Zusammenhang [121]. Seitdem wurden weitere Studien durchgefiihrt, die alle zu
demselben Ergebnis fiihrten [32, 50, 56, 65, 103, 155, 181]. Auch in der vorliegenden
Arbeit schien das Rauchen eine negative Wirkung auf die Entwicklung eines EOPD zu

haben.
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Erkldarungen hierfiir sind bisher noch spekulativ. Gegen die Annahme, dass Artefakte im
Studiendesign die negative Assoziation zwischen MP und Rauchen erkldren konnten,
spricht, dass dieser Zusammenhang sowohl in prospektiven Kohortenstudien, als auch in
Fall-Kontroll-Studien und familienbasierten Studien sehr konsistent nachgewiesen wurde.
Sehr unwahrscheinlich ist auch die Hypothese, dass ein recall bias in den Studien
vorliegen konnte, da es sich um eine negative Assoziation handelt und dieser Fehler eher
bei positiver Assoziation auftritt, da Patienten eher nach Risikofaktoren ihrer Erkrankung
suchen, als gesunde Kontrollen.

Moglicherweise beeinflusst das Rauchen DNA-Reparaturmechanismen ungiinstig, so dass
Raucher mit weniger effizienten Mechanismen frither versterben und éltere iiberlebende
Raucher aufgrund effektiverer DNA-Reparaturmechanismen unter Umstinden vor der
Entwicklung eines MP geschiitzt sein konnten. Die selektive Mortalitdt durch das friihere
und héufigere Erleiden von tédlichen Erkrankungen, wie die koronare Herzkrankheit oder
Lungenkrebs fiihrt dazu, dass Raucher in der Altersgruppe, die typischerweise an MP
erkrankt, unterrepriasentiert sind. Gegen diese Theorie spricht, dass die inverse Assoziation
auch in groB3en prospektiven Kohortenstudien nachgewiesen wurde [53].

Das Dopamin scheint eine wichtige Rolle bei Belohnungsmechanismen in der
Suchtentstehung zu spielen [135, 192], so dass pridestinierte MP-Patienten, die
wahrscheinlich verglichen mit Kontrollen einen niedrigeren Dopaminspiegel aufweisen,
weniger anfillig sind, vom Nikotin abhidngig zu werden.

Diskutiert wird auch eine bestimmte priamorbide Personlichkeitsstruktur [134], die sich
moglicherweise bedingt durch einen niedrigen Dopaminspiegel, durch Eigenschaften wie
Ernsthaftigkeit, Diszipliniertheit, Introvertiertheit, Pedanterie etc. auszeichnet. Ein solches
Personlichkeitsprofil konnte zu einer Abstinenz gegeniiber dem Rauchen fiihren.

Es gibt aber auch Hinweise fiir einen kausalen, in diesem Fall protektiven Effekt des
Zigarettenrauchens auf die Entwicklung eines MP. Der Zigarettenrauch enthélt
verschiedene chemische Substanzen, von denen das Nikotin bislang am besten untersucht
wurde. Nikotinerge Acetylcholinrezeptoren existieren in den meisten Arealen des Gehirns
und kommen auch in den dopaminergen Neuronen des Striatums vor. Die genaue Funktion
ist noch nicht untersucht, man weif} aber, dass eine Stimulation dieser Rezeptoren zu einer
Acetylcholin-Freisetzung, zu einer Modifikation der neuronalen Erregbarkeit im ZNS
sowie zu einer Regulation der Freisetzung anderer Neurotransmitter, inklusive Dopamin
fiihrt [122]. Nach akuter subkutaner Nikotingabe wurde im Striatum von Ratten mittels

Mikrodialyse eine erhohte Dopaminausschiittung gemessen [161]. Die Gabe von Nikotin
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hat zudem in Tierversuchen gezeigt, dass Nikotin dem dopaminergen Zellverlust
entgegenwirkt [149]. Die Vorbehandlung mit Nikotin beugte der Glutamat-induzierten
Neurotoxizitit in verschiedenen neuronalen Zellkulturen, inklusive dem Striatum vor. In
einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass die Neurotoxizitit des MPP+, einem Metaboliten
des MPTP durch Nikotin abgeschwicht wurde, messbar in einer Verringerung der
erwarteten Abnahme von dopaminergen Zellen. Da dieses durch einen Nikotin-
Rezeptorantagonisten blockiert werden konnte, legte es den Schluss nahe, dass dieser
Effekt durch einen nikotinergen Acetylcholinrezeptor vemittelt wurde [142]. Zusétzlich
zeigte sich, dass Nikotin iiber die Inhibition der MAO-B-Aktivitidt im Gehirn Méuse vor
durch MPTP induzierten Parkinsonismus schiitzt [162]. Andere Substanzen des
Zigarettenrauchs, das 4-Phenyl-Pyridin [77] und das Hydrazin [198] schiitzten Mduse vor
einem Zellschaden der nigrostrialen Zellen durch MPTP, wahrscheinlich durch
Konkurrenz am Rezeptor. Kohlenmonoxid oder andere Faktoren des Zigarettenrauchs
konnten freie Radikale abbauen und dadurch das MP-Risiko verringern [25].

Zudem scheint das Risiko an MP zu erkranken auch mit der Dauer und Linge der
Exposition in Zusammenhang zu stehen. In einer kiirzlich veroffentlichten Studie zeigte
sich, dass das Risiko an MP zu erkranken am niedrigsten ist unter Probanden mit der
langsten Rauchanamnese, der hochsten Nikotindosis wéhrend der bisherigen Lebenszeit,

sowie der hochsten tiglichen Zigarettenanzahl [181].

4.4.2. Pestizide

Durch die zufillige Entdeckung des MPTP als Ursache eines rigid-akinetisch betonten
Parkinsonsyndroms wurde die Aufmerksamkeit auf die Hypothese toxischer Einfliisse in
der Krankheitsentstehung gelenkt. Dies fiihrte zu der Annahme, dass Stoffe, die dem
MPTP in Struktur oder biologischer Aktivitdt @hnlich sind, moglicherweise MP
verursachen konnten. Ein besonderes Augenmerk fiel dabei auf Pestizide aufgrund der
strukturellen Ahnlichkeit zwischen Paraquat und MPTP [11].

Pestizide werden unterschieden in Insektizide, Herbizide, sowie Fungizide [99]. Fiir
verschiedene Substanzklassen der Pestizide ist im Tierexperiment gezeigt worden, dass sie
mit dem Dopaminstoffwechsel der Basalganglien interferieren. Paraquat {iberwindet nach
Gabe in niedriger Dosierung iiber langere Zeit die Blut-Hirn-Schranke und akkumuliert in

den melaninhaltigen Zellen der Substantia nigra. Es verursacht eine Verhaltensinderung an
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Maiusen im Sinne eines Dopaminmangels, der auch striatal nachweisbar ist [19]. Einen
weiteren Erkenntnisfortschritt brachte der Befund, dass sich bei Ratten, die intravends mit
dem Insektizid Rotenon in niedriger Dosierung iiber Wochen behandelt worden waren,
nicht nur eine Zerstorung nigraler, dopaminerger Neurone nachweisen lief, sondern auch
eine Einschlusskorperbildung nach Art der Lewy-Korper [15]. Alle Tiere hatten
parkinsonistische Verhaltensziige auch nach Ende der Exposition.

Seit 1978 tauchten auch regelmifig Berichte iiber Einzelfallbeschreibungen nach einer
Pestizidexposition auf, z. B. iiber die Entwicklung eines Parkinsonsyndroms bei einem
Erntehelfer, nach mehreren Jahren akuter und chronischer Organophosphat-Intoxikation
[31] oder bei einem 32 jéhrigen Bauern, der iiber 15 Jahre mit Paraquat gearbeitet hatte
[151].

In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen MP und Pestizidexposition
mittels einer Fall-Kontroll-Studie untersucht. In der Stichprobe ergab sich kein Hinweis fiir
eine positive Assoziation zwischen der Verwendung von Pestiziden und dem Auftreten des
MP. Dieser Befund war kongruent mit einer Vielzahl von Fall-Kontroll-Studien [28, 79,
88, 92, 115, 165, 167, 179, 194, 195]. Im Gegensatz dazu sind positive Assoziationen
zwischen einer Pestizidexposition und MP ebenfalls auf mehreren Kontinenten
nachgewiesen worden [6, 27, 34, 47, 49, 66, 70, 74, 103, 157, 159, 202].

Die Interpretation dieser Ergebnisse muss jedoch wiederum unter Beriicksichtigung
methodischer Beschriankungen retrospektiver Fall-Kontroll-Studien, insbesondere
Erinnerungsverzerrungen erfolgen. Auch unsichere klinische Diagnosen, Artefakte in der
Zuweisung  passender  Kontrollen und unterschiedliche  Definitionen  einer
Pestizidexposition konnen zu widerspriichlichen Untersuchungsergebnissen beitragen.
Viele Studien vergleichen nur exponierte und nie exponierte Individuen und
beriicksichtigen hierdurch weder den Zeitpunkt der Exposition im Verhiltnis zum
Symptombeginn, noch die Dosis oder die chemische Klasse des Pestizids.

Eine aktuelle Metaanalyse [21] iiberpriifte den Zusammenhang zwischen MP und
Pestiziden, in dem sie alle verfiigbaren Studien (n = 38) kritisch evaluierte. Es zeigte sich
eine relativ konsistente Beziehung, insbesondere zwischen der Exposition von Herbiziden

und Insektiziden und MP und vor allem nach langer Expositionsdauer.

Trotz des fehlenden Nachweises eines Zusammenhangs zwischen einer Pestizidexposition
und EOPD in der vorliegenden Arbeit und aller methodischen Kritikpunkte sprechen die

epidemiologischen Daten, insbesondere das Ergebnis der aktuellen Metaanalyse, derzeit
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fiir eine Assoziation zwischen einer Pestizidexposition und MP, reichen aber nicht aus, um

daraus einen kausalen Zusammenhang abzuleiten.

4.6. Fazit

Die Daten der vorliegenden Arbeit weisen sowohl auf eine genetische, als auch auf eine

exogene Beeinflussung der Entwicklung des MP hin. Hinweise fiir eine Interaktion

zwischen genetischen und exogenen Faktoren ergaben sich aber nicht.

Unter den MP-Patienten der vorliegenden Arbeit zeigte sich eine Haufung des ApoE-g4/€4-

Genotyps und unter den EOPD-Patienten eine Héufung des heterozygoten VL380-

Genotyps des Parkin. Weiterhin wurde eine Modulation des Erkrankungsalters durch das

ApoE nachgewiesen und eine negative Assoziation zwischen dem Rauchen und MP. Nach

Einordnung der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in die Datenlage der bislang

vorhandenen Literatur lassen sich deutliche Trends feststellen:

1.

Die untersuchten Polymorphismen im Parkin, NACP-Repl und NAT2 weisen eine
interethnische Variabilitit in der Haufigkeit auf.
Genetische Einfliisse scheinen vor allem in der Entstehung des EOPD eine Rolle zu

spielen.

. Trager des NACP-ReplI-Allels 0 scheinen ein reduziertes Risiko zu haben, an MP

zu erkranken. Dieses konnte sowohl in der kaukasischen, als auch in der asiatischen
Population festgestellt werden. Auch in der vorliegenden Arbeit konnte dieser
Trend bestitigt werden, ohne jedoch statistisch interessant zu sein. Unterstiitzung
findet dieses Resultat in dem in vitro Ergebnis, dass Varianten des NACP-Repl
einen regulatorischen Einfluss auf die Expression des a-Synuklein-Gens haben.

Das ApoE scheint, wie beim MA, das Erkrankungsalter der EOPD-Patienten zu
beeinflussen und zwar dahingehend, dass das Vorhandensein eines ApoE-€2-Allels
zu einem verzogerten und das Vorhandensein eines ApoE-€4-Allels zu einem
fritheren Erkrankungsbeginn fiihrt.

Raucher erkranken seltener an MP als Nichtraucher. Eine eindeutige Erkldrung
hierfiir wurde bislang noch nicht gefunden, obwohl diese Beobachtung konsistent

in den meisten Studien und auch in der vorliegenden nachgewiesen wurde.
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Hinweise fiir eine direkte Interaktion zwischen genetischer Pridisposition und
Umwelteinfliissen durch eine Korrelation der Polymorphismen im GST bzw. NAT2 mit
einer Pestizidexposition und MP ergaben sich nicht. Die Anzahl der Probanden in den
Subanalysen war aber auch sehr gering.

Da es sich bei der vorliegenden Studie um eine deskriptive, hypothesengenerierende Studie
handelt, sollten alle Ergebnisse noch mal anhand einer unabhéngigen Studie bestitigt

werden.

4.7. Ausblick

Auffillig beim Vergleich der verschiedenen publizierten Studien waren héaufig
gegensitzliche Daten und Schlussfolgerungen. Erst durch die Durchfithrung von
Metaanalysen an einer grofen Anzahl von Studien lieBen sich deutliche Tendenzen
nachweisen. In der Zukunft sollte man daher fiir das Erheben von statistisch signifikanten
und allgemeingiiltigen Ergebnissen die genetischen und epidemiologischen
Untersuchungen an sehr viel groeren Stichproben durchfiihren. Insbesondere bei der
Analyse der genetischen Faktoren sollte auf ein sorgfiltiges Auswiéhlen der Fille und
Kontrollen geachtet werden, da deutliche Unterschiede in der Frequenz der
Polymorphismen zwischen den verschiedenen Bevolkerungsgruppen vorlagen. Da
insbesondere bei den Patienten mit frithem Erkrankungsbeginn eine genetische
Beeinflussung zu bestehen scheint, erscheint eine Beschrinkung auf EOPD-Patienten bei
der Analyse von genetischen Faktoren besonders vielversprechend. Hilfreich bei der
Interpretation der Ergebnisse der Assoziationsstudien widren zudem weitere
Untersuchungen zur funktionellen Relevanz der Polymorphismen, um pathogenetische
Mechanismen aufdecken und biologische Plausibilitit {iberpriifen zu konnen.

Eine Korrelation verschiedener Polymorphismen untereinander und mit verschiedenen
exogenen Faktoren wire zur Uberpriifung einer moglichen Interaktion zwischen exogenen
und genetischen Faktoren sinnvoll, sollte aber an einer sehr groflen Stichprobe
durchgefiihrt werden, um auch bei der Bildung von hierzu nétigen Untergruppen noch eine
geniigend groBe Anzahl an Probanden zu haben, um statistisch signifikant Ergebnisse zu

erzielen.
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5. Zusammenfassung

Die Ursache des MP ist trotz jahrzehntelanger Forschung weitgehend ungeklirt. Fiir den
sporadischen MP wird eine multifaktorielle Pathogenese angenommen, fiir die eine
genetische Préadisposition und Umweltfaktoren als wichtige Faktoren angesehen werden.
Bislang fanden sich in der Literatur iiberwiegend Studien, die entweder den Einfluss von
exogenen oder von genetischen Faktoren auf die Krankheitsentwicklung untersuchten. Das
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die These der multifaktoriellen Genese der
Erkrankung an einer Gruppe von 113 EOPD-Patienten und 125 Kontrollen durch die
gemeinsame Analyse von Umweltfaktoren und genetischen Faktoren zu iiberpriifen.
Hierfiir konnte auf eine Gruppe gut charakterisierter Probanden zuriickgegriffen werden.
Die genetischen Einfliisse wurden durch eine Allelassoziationsstudie an fiinf
verschiedenen MP-Suszeptibilitiatsgenen (a-Synuklein, ApoE, Parkin, GST und NAT2) mit
insgesamt 18 Polymorphismen untersucht. Hierfiir war es essentiell, Methoden zu
etablieren, die durch einen niedrigen zeitlichen und apparativen Aufwand zuverldssige
Ergebnisse produzierten. Weiterhin wurden die Probanden hinsichtlich ihrer
Pestizidexposition und ihres Rauchverhaltens analysiert und abschlieBend fand eine
Korrelation zwischen ausgewdhlten genetischen und nicht-genetischen Faktoren, wie dem
Zusammenhang zwischen MP, einer Pestizidexposition und GST bzw. NAT2 sowie dem
Erkrankungsalter und ApoE, statt.

Es gelang der Nachweis einer Hiufung des ApoE—€4/€4-Genotyps unter den MP-Patienten,
vor allem unter den EOPD-Patienten und der Nachweis einer Haufung des heterozygoten
V/L380-Genotyps des Parkin nach Beschrinkung der Patientengruppe auf EOPD-
Patienten, was die These einer genetischen Beeinflussung vor allem bei Patienten mit
friihem Erkrankungsalter untermauerte. Weiterhin zeigte sich, dass Triger des ApoE-€2-
Allels ein spiteres Erkrankungsalter aufwiesen und dass eine negative Assoziation
zwischen dem Rauchen und MP bestand. Eine Assoziation zwischen Polymorphismen im
o-Synuklein, im NAT2 oder im GST und MP sowie zwischen einer Pestizidexposition und
MP wurden nicht gefunden. Ebenfalls ergaben sich keine Hinweise fiir eine Interaktion
zwischen Polymorphismen im NAT2 oder GST und einer Pestizidexposition als Ursache
fiir einen MP.

Nach kritischer Evaluierung der Ergebnisse der Literatur gemeinsam mit den Daten der

vorliegenden Arbeit zeigen sich folgende allgemeine Trends: 1. die Héaufigkeiten der



Zusammenfassung 75

Polymorphismen im Parkin, NACP-Repl und NAT2 unterliegen einer interethnischen
Variabilitit; 2. genetische Einfliisse in der Krankheitsentwicklung kommen vor allem bei
EOPD-Patienten als Ursache in Betracht; 3. Triager des NACP-RepI-Allels 0 und Raucher
besitzen ein erniedrigtes MP-Erkrankungsrisiko; 4. ApoE vermag das Erkrankungsalter bei
MP-Patienten zu modulieren.

Da es sich um eine deskriptive, hypothesengenerierende Studie handelt, miissen die
Ergebnisse durch eine unabhingige Studie validiert werden, zur Erhebung von statistisch
signifikanten und allgemeingiiltigen Ergebnissen idealerweise an einer sehr viel groeren

Stichprobe.
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7. Anhang

7.1. Tabellen

Tabelle I: Ubersicht iiber die verwendeten Primer und ihre spezifischen PCR-Bedingungen

und Reaktionsansitze

Primer Primersequenzen (5°—3") PCR-Bedingungen Reaktionsansatz
950 C: 5 min Jse“ll pll)ll\liéimer
F: 5°CGGGCACGGCTGTCCAAGGA 35 Zyklen: 230 g 11nn11111111 5 ul dNTPs
ApoE | R: 5°GGGCCCCGGCCTGGTACAC o . . 0,125 pl Tag-Polymerase
72° C: 1 min
72° C: 10 min 2,5 uI DMSO
’ 2,5 ul 10x-Puffer
95° C: 5 min 5 ul DNA
GSTPI |F. 5. CTCTATGGGAAGGACCAGCAGGAG | > ZyKlen: gjo g 11nn11111111 J;ﬁ"é#;;g tmer
+313 |R 5CAAGCCACCTGAGGGGTAAGG 72°C: 1 min | 0.05 ul Tag-Polymerase
72° C: 10 min 1 ul 10x-Puffer
95° C: 5 min 5 ul DNA
GSTPI1 | F: 5"GTTGTGGGGAGCAAGCAGAGG 35 Zyklen: gjo (C; 11 o Jzefl"é{\‘llég tmer
+ 341 |R SCACAATGAAGGTCTTGCCTCCC 72°C: 1 min | 0.05 ul Tag-Polymerase
72° C: 10 min 1 ul 10x-Puffer
95° C: 5 min 5 ul DNA
F: 5TGACCACCCAGAAGTGTTAG 35 Zyklen: gjo (C; 11 n“:lllrl‘ Jse Hll t‘llNPT’I’)';’”
GSTZI |R: 5 AGTCCACAAGACACAGGTTC 72°C: 1min | 0,125 pl Tag-Polymerase
72° C: 10 min 2,5 10x-Puffer
95°C: 5 min ?eP(I)I (;)()N?Primer
F M13: AACGACGCAATAGAGTAGAC- |35 ZyKlen: 95°C: Imin |17 " b
NACP |AAAAGGATGG 57°C:Imin | 6‘5 L M13-Pri
R: 5"CTACATGACTGGCCCAAGATTAA 72° C: 1 min o rimer
72° C: 10 min 0,05 pl Tag-Polymerase
: 0,5 pl 10x-Puffer
95° C: 5 min 10 ul DNA
NAT2 | g. 5" GTCACACGAGGAAATCAAATGC 35 ZyKlen: 59 jo g 11 gu“rrl‘ Jge :l’fﬂt‘]lTI;Z tmer
(P-69 F |R: 5 TTGGCAGGAGATGAGAATTAAGA 72°C: 1min | 02 pl Tag-Polymerase
547 R) 72° C: 10 min 4 ul 10x-Puffer
95°C: 5 min 10 ul DNA
NAT2 |F:5TGCATTTTCTGCTTGACA 35 Zyklen: 59 jo g 11nn11111111 Y 11’31‘\#;2 wmer
R: 5"GTTGGGTGATACATACACAA \ oy "
72° C: 1 min 0,2 ul Tag-Polymerase
72° C: 10 min 4 ul 10x-Puffer
95°C: 5 min 3 ul DNA
Parkin | F: 5’ACAAGCTTTTAAAGAGTTTCTTGT | > ZYKlen: 59§ g 11 H“:llrrl‘ Jlep?l’ 111*\‘11;;2 tmer
Exon 40 | R: 5’AGGCAATGTGTTAGTACACA 72°C 1min | 0,05 pl Tag-Polymerase
72° C: 10 min 0,5 pl 10x-Puffer
95° C: 5 min 5 ul DNA
Parkin |F: 5’ATTGCCAAATGCAACCTAATGTC | 2> ZyKlen: 59§ g 11 mn J;SI"QIF\‘IITI;Z imer
Exon 10 | R: 5 TTGGAGGAATGAGTAGGGCATT 72°C: Imin | 0.05 sl Tag-Polymerase
72° C: 10 min 1 pl 10x-Puffer
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Tabelle II: Ubersicht iiber die verwendeten Primer und ,,Kontroll-Primer bei der Duplex-

PCR
Gen Primer ,,Kontroll-Primer
GSTM1 F: Parkin Exon 4i F:

GSTM1 5’CTGCCCTACTTGATTGATGGG 5’AGGTAGATCAATCTACAACAGCT
GSTM1 R: Parkin Exon 4i R:
5'CTGGATTGTAGCAGATCATGC 5'CTGGGTCAAGGTGAGCGTTGCCTGC
GSTTI1 F: Parkin Exon 7i F:

GSTTI 5'TTCCTTACTG-GTCCTCACATCTC 5'TGCCTTTCCACACTGACAGGTACT
GSTTI R: Parkin Exon 7i R:

5" TCACCGGATCATGGCCAGCA 5'TCTGTTCTTCATTAGCATTAGAGA
Tabelle III:  Ubersicht iiber die Reaktionsbedingungen der verwendeten
Restriktionsendonuklease
Inkubations- | Inkubations- . Auftrennung
Enzym Reaktionsansatz
Dauer temperatur der Fragmente
Gesamtvolumen: 10 pl
5 ul PCR-Produkt
AlwN 1 3h 37°C (Parkin Exon 4 ) ; 5% nﬁgsz?zegé
0,25 ul AlwN1
1 pl 1x-NEBuffer 4
Gesamtvolumen: 10 ul
5 ul PCR-Produkt .
BsmA 1 2h 55°C (GSTZ1) 6 %OP gllizlagglg“on@gel
0,25 ul BsmA 1
1 pl 1x-NEBuffer 3
Gesamtvolumen: 10 pl
5 pl PCR-Produkt
o (Parkin Exon 10) 3 % Agarosegel
Bsp1256 1 3h 37 C 0,25 ul Bsp1286 1 75 min bei 80 V
1 ul BSA
1 ul 1x-NEBuffer
Gesamtvolumen: 10 pl
5 ul PCR-Produkt .
Fok I 2h 55°C (GSTZ 1) 6 %Opglliynagglggﬁggel
0,25 ul Fok I
1 pl 1x-NEBuffer 4
Gesamtvolumen: 20 ul
10 ul PCR-Produkt
o (ApoE) 6 % Polyacrylamidgel
Hhal 3h 37°C 0,35 ul Hha I 75 min bei 60 W
3ul BSA
3 pl 1x-Amersham Buffer
Gesamtvolumen: 10 pl
5 ul PCR-Produkt
Nei I 3h 37°C (Parkin Exon 10) ; 5% nﬁgsz?zegé
0,25 ul Nci 1
1 ul 1x-NEBuffer 4
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Tabelle IV: Rahmenbedingungen der Polyacrylamidgel-Elektrophorese

Verwendung Gelgemisch Glasplatten Efﬁ;:;ﬁ:;::e- Geriite
Restriktions- 78’;?1;‘igqigpi 39,4 cmx 33,3 cm 60 W fiir 75 - 90 min Elektrophorese-
fragmente LOSUNE | 41 9 em x 33,3 cm kammer Model S2
(denaturierend)
0,5ml 10 % APS
SSCP-Analyse | 70 ml PAA-Losung i?’g . ;;g ch| 6Wfirl4h kfgﬂfﬁ‘gﬁ%z
(nicht-denaturierend) ’ ’
180 ul 10 % APS 3115;)%\,\’1’1 > ;I(l)?’c
Genotypisierung | 30 ml PAA-Lsung 41 x 25 cm fir durchschnittlich LI-COR
(denaturierend) 25h
180 ul 10 % APS 1500 V, 35 mA, 31,5
Sequenzierung | 30 ml PAA-Losung 41 x 25 cm W und 50° C fiir LI-COR
(denaturierend) durchschnittlich 12 h

Tabelle V: Sequenzen der verwendeten Hybridisierungssonden

Sonde Anker Sensor
GSTP1 LC Red640- TGCAAATACATCTCCCTCATCTACACCAAC-X
TGTGAGCATCTGCACCAGGGTTGGGC
GSTPx 6 |LC Red705- GTCATCCTTGCCCACCTCCT-X
CCAGACACCACCATGTATCATCCTACTC
LC Red705-
NAT2 191 | 1cAATGTGATCAAAAATAGCCTCTAAGCCC | CACCCACCCCGGTTTCTTCX
NAT?2 282 | LC Red640- GGTATTTTTACATCCCTCCAGTTAA-X
ATACAGCACTGGCATGGTTCACCTTCTC
NAT2 341 |LC Red640- CAGGTGACCACTTGACGGCAGGAATTACAT-X
TCGATGCTGGGTCTGGAAGCTCCTCCC
NAT2#5 | LCRed640- GCATTTTCTGCTTGACAGAAGAGAGAGGA-X
TCTGGTACCTGGACCAAATCAGGA
NAT2%6 | LC Reds40- GACGTCTGCAGGTATGTAAACATAGACTCAAAAT-
TCAATTGTTCGAGGTTCAAGCGT X
NAT2#*7 |LC Red640- TTCCTTGGGGAGAAATCTGTGC-X
CAAACCTGGTGATGGATCCCT
NAT?2 803 | LC Red640- AGGTTGAAGAATTGCTGAAAAATATATTTAA-X
TTCCTTGGGGCGAAATCTCGTGC
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Tabelle VI.1: Klinische und genetische Daten der EOPD-Patienten

EOPD | Geschlecht | Erkrankungsalter | Alter FMME- | NACP-Repl | ApoE Parkin Parkin Parkin
Patient (Jahre) (Jahre) Score R/W366 V/L380 S/N167

1 - minnlich 0—-259 bp 2-¢€2

2 - weiblich 1-261 bp 3-¢€3

2 - 263 bp 4—¢4

3 - 265 bp

Patient | Geschlecht | Erkrankungsalter | Alter FMME | NACP-Repl | ApoE R/W366 V/L380 S/N167
1.001 1 37 44 28 1,1 3,3 366R/R 380V/L 1675/S
1.002 2 41 50 27 1,1 3,3 366R/R 380V/L 167S/S
1.003 1 42 50 29 1,2 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.004 1 39 47 29 0,1 2,4 366R/R 380V/V 1678/S
1.005 2 45 48 29 0,2 2,3 366R/R 380v/V 1675/S
1.006 2 38 44 30 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.007 2 41 47 29 1,2 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.008 1 35 45 29 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1678/S
1.009 1 28 33 30 0,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.010 1 40 43 29 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1678/S
1.011 1 36 43 30 0,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.012 1 23 43 26 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.013 1 39 47 29 1,1 3,4 366R/R 380v/V 1675/S
1.014 2 35 48 29 0,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.015 1 29 42 30 0,0 3,3 366R/R 380V/V 1678/S
1.017 2 33 42 30 1,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
1.018 1 24 41 30 0,0 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.019 2 34 42 28 0,1 2,4 366R/R 380v/V 1675/S
1.020 1 37 37 30 0,0 3,3 366R/R 380V/V 1678/S
1.021 1 31 40 26 0,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
1.022 2 38 40 27 1,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
1.024 1 27 38 29 1,1 3,4 366R/R 380v/V 167S/S
1.025 2 39 48 26 1,1 3,3 366R/R 380V/L 1675/S
1.026 1 44 49 29 1,1 3,4 366R/R 380V/L 1675/S
1.027 2 36 43 26 0,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.028 1 16 48 27 0,1 3,3 366R/R 380V/L 1675/S
1.030 2 42 49 30 1,1 3,4 366R/R 380v/V 167S/S
1.031 1 44 48 29 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.033 2 37 41 25 1,1 3,4 366R/R 380v/V 167S/S
1.034 1 38 42 28 1,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
1.035 1 34 42 30 0,1 4,4 366R/R 380v/V 167S/S
1.036 2 39 47 26 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.037 2 36 41 27 0,1 3,4 366R/R 380V/L 167S/S
1.038 2 31 39 26 0,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
1.039 2 46 50 29 1,1 3,4 366R/R 380v/V 1675/S
1.041 2 34 42 28 0,0 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.042 1 40 46 30 1,1 4.4 366R/R 380V/V 1675/S
1.043 1 45 49 26 0,1 4,4 366R/R 380V/L 167S/S
1.044 2 31 42 30 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.045 2 42 46 30 0,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/N
1.046 1 32 41 28 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.047 2 40 48 28 0,2 3,3 366R/R 380V/L 167S/S
1.048 1 37 43 30 1,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.050 2 39 42 27 1,2 3,3 366R/R 380V/L 167S/S
1.051 1 37 50 27 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.052 1 38 44 30 1,1 3,4 366R/R 380v/V 1675/S
1.053 2 35 40 30 1,2 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.054 1 46 50 27 0,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.055 2 47 48 22 1,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.056 2 39 41 30 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.057 1 46 49 1,1 3,4 366R/R 380L/L 167S/S
1.058 2 40 50 28 0,1 3,3 366R/R 380V/L 1675/S
1.059 2 33 42 30 1,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.060 1 38 46 29 1,1 3,3 366R/R 380L/L 1675/S
1.061 1 45 47 29 0,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.062 1 34 40 29 1,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.063 1 37 49 29 1,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
1.065 2 39 47 30 1,1 2,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.067 1 43 48 27 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.068 1 28 44 29 1,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
1.069 1 37 48 30 0,1 3.4 366R/R 380V/L 1675/S
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Patient | Geschlecht | Erkrankungsalter | Alter FMME | NACP-Repl | ApoE R/W 366 V/L380 S/N 167
1.070 1 41 47 26 1,1 3,3 366R/R 380V/L 1675/S
1.071 1 44 47 29 1,1 2,3 366R/R 380V/L 167S/S
1.072 1 37 41 30 0,1 2,3 366R/R 380V/L 1675/S
1.073 1 45 49 30 0,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.074 2 45 48 29 1,2 3,4 366R/R 380V/V 1675/S
1.076 2 34 37 30 1,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
1.077 2 41 46 30 1,2 3,3 366R/R 380V/L 167S/S
1.078 1 44 46 28 3,3 366R/R 380V/L 1675/S
1.080 1 35 45 29 1,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.081 1 24 33 27 1,2 3.4 380V/L 1675/S
1.082 2 36 46 25 0,1 3,4 366R/R 380v/V 167S/S
1.083 2 41 50 28 1,1 3,3 366R/R 380V/L 1675/S
1.084 2 45 47 30 1,1 3,4 366R/R 380v/V 167S/S
1.085 1 40 50 29 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1678/S
1.086 1 25 40 27 0,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
1.087 2 44 48 25 1,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.088 1 47 48 28 0,1 2,3 366R/R 380V/L 1675/S
1.089 1 34 44 28 0,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.090 1 38 45 29 0,0 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
1.091 2 37 40 29 0,0 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
1.092 2 31 37 27 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.093 2 30 50 27 1,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.094 1 15 48 29 1,1 2,4 366R/R 380V/L 1675/S
1.095 2 31 43 28 0,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.096 2 33 37 29 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1678/S
1.097 1 44 48 29 1,1 3,4 366R/R 380v/V 1675/S
1.099 1 42 49 28 1,2 3,4 366R/R 380V/V 1675/S
1.101 1 41 43 28 1,1 2,4 366R/R 380V/L 1675/S
1.102 2 41 46 27 1,1 3,4 366R/R 380v/V 167S/S
1.103 1 43 46 28 1,2 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
1.104 1 44 49 29 1,1 3,4 366R/R 380v/V 167S/S
1.105 2 28 34 30 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.107 1 16 43 29 1,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.108 1 36 48 27 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.109 1 40 44 29 0,2 3,4 366R/R 380v/V 167S/S
1.110 2 27 42 28 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.111 1 21 50 29 1,1 3,4 366R/R 380v/V 167S/S
1.112 2 28 39 29 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.113 1 33 48 30 0,1 3,3 366R/R 380V/L 1675/S
1.114 2 42 49 29 1,2 3,4 366R/R 380v/V 167S/S
1.115 1 40 45 29 1,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
1.116 2 29 50 24 0,1 2,2 366R/R 380v/V 167S/S
1.117 2 36 47 28 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.118 1 44 49 29 1,1 3,4 366R/R 380V/L 167S/S
1.120 1 44 49 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1678/S
1.121 1 40 47 28 1,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.122 2 40 47 28 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.123 1 40 44 29 1,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
1.124 2 41 49 27 1,1 3,3 366R/R 380V/L 167S/S
1.125 1 37 44 29 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
1.127 1 35 45 28 1,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
1.128 2 39 42 29 0,0 3,3 366R/R 380V/L 1675/S
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Tabelle VI.2: Genetische Daten der EOPD-Patienten

EOPD GSTM1 GSTT1 GSTZ1 GSTZ1 GSTP1 NAT2 NAT2 NAT2 NAT2 NAT2
Patient Lys32Glu | Arg42Gly G191A C282T C341T C481T G590A
GSTM1-1- | GSTTI-1-
GSTM1-0- | GSTTI-0-
Genotyp Genotyp
Patient GSTM1 GSTT1 Lys32Glu | Arg42Gly | GSTPI | G191A C282T C341T C481T G590A
1.001 GSTM1-0 GSTTI-0 AG GG A/A glg t/t t/t clc g/a
1.002 GSTM1-0 GSTTI-1 AG AG A/A glg c/t c/t c/t g/a
1.003 GSTM1-1 GSTTI-1 AG GG A/C glg clc c/t c/t glg
1.004 GSTMI-1 GSTTI-1 AG GG A/A glg clc c/t c/t glg
1.005 GSTM1-1 GSTTI-1 GG GG A/A glg clc t/t clc glg
1.006 GSTM1-0 GSTTI-1 AG GG A/A glg c/t c/t c/t gla
1.007 GSTM1-0 GSTTI-1 GG GG A/A glg cl/c clc c/t glg
1.008 GSTMI-1 GSTTI-1 AG GG A/A glg t/t t/t clc a/a
1.009 GSTM1-1 GSTTI-1 AA GG A/B glg cl/c clc t/t glg
1.010 GSTM1-0 GSTTI-1 AG GG A/B glg c/c c/c t/t glg
1.011 GSTM1-0 GSTTI-1 AG GG A/B glg c/t c/t c/t g/a
1.012 GSTMI-1 GSTTI-1 GG GG A/A glg c/t t/t clc g/a
1.013 GSTM1-0 GSTTI-1 GG GG A/A glg clc t/t clc glg
1.014 GSTM1-0 GSTTI-1 GG GG A/B glg c/t t/t clc g/a
1.015 GSTM1-0 GSTTI-1 GG GG A/A glg c/c c/t c/t glg
1.017 GSTM1-0 GSTTI-0 GG GG A/B glg clc clc t/t glg
1.018 GSTMI-1 GSTTI-1 GG GG A/A glg c/t c/t c/c gla
1.019 GSTM1-1 GSTTI-1 AA AG A/A glg cl/c c/t c/t glg
1.020 GSTM1-0 GSTTI-0 AG GG B/C glg c/t t/t c/c gla
1.021 GSTM1-1 GSTTI-1 GG GG A/A glg cl/c clc t/t glg
1.022 GSTMI-1 GSTTI-0 AG AG A/A glg clc clc t/t glg
1.024 GSTM1-1 GSTTI-1 GG GG B/B glg clc c/t c/t glg
1.025 GSTMI-1 GSTTI-0 AG GG B/C glg c/t c/t c/t gla
1.026 GSTM1-0 GSTTI-0 AG GG A/A glg clc c/t c/t glg
1.027 GSTM1-0 GSTTI-1 GG GG B/B glg clc clc t/t glg
1.028 GSTMI-1 GSTTI-1 AG GG A/B glg c/t c/t c/t gla
1.030 GSTM1-0 GSTTI-0 GG GG A/A glg t/t t/t clc a/a
1.031 GSTMI-1 GSTTI-0 AG GG A/B glg c/t t/t clc glg
1.033 GSTM1-0 GSTTI-0 AG GG A/A glg clc t/t clc glg
1.034 GSTM1-0 GSTTI-0 AG GG A/A glg clc c/t c/t glg
1.035 GSTM1-0 GSTTI-1 AG GG A/B glg clc c/t c/t glg
1.036 GSTM1-1 GSTTI-1 GG GG A/A glg c/t c/t c/t gla
1.037 GSTM1-1 GSTTI-1 AG GG B/B glg c/t c/t c/t glg
1.038 GSTM1-0 GSTTI-1 AG GG A/A glg c/c c/t c/t glg
1.039 GSTM1-1 GSTTI-1 AG GG A/B glg t/t t/t clc g/a
1.041 GSTM1-1 GSTTI-0 AG AG A/B glg c/t c/t c/t g/a
1.042 GSTM1-0 GSTTI-1 AG GG A/A glg c/t t/t clc g/a
1.043 GSTM1-0 GSTTI-1 AG GG A/A glg clc clc t/t glg
1.044 GSTM1-0 GSTTI-1 GG GG A/B glg c/t c/t c/t gla
1.045 GSTM1-1 GSTTI-1 AG AG A/A glg clc c/t c/t glg
1.046 GSTM1-0 GSTTI-0 AG GG A/A glg c/c c/c t/t glg
1.047 GSTM1-1 GSTTI-1 GG GG A/A glg clc clc t/t glg
1.048 GSTMI-1 GSTTI-1 AG GG A/A glg c/t t/t c/c gla
1.050 GSTTI-1 AG GG A/A g/g c/c clc t/t g/g
1.051 GSTMI-1 GSTTI-0 AG GG A/B glg c/t t/t c/c gla
1.052 GSTM1-0 GSTTI-1 AG GG A/B glg t/t t/t clc a/a
1.053 GSTM1-0 GSTTI-1 AG GG A/A glg cl/c clc t/t glg
1.054 GSTMI-1 GSTTI-1 GG GG A/A glg clc c/t c/t glg
1.055 GSTM1-0 GSTTI-1 AG GG A/C glg clc clc c/t glg
1.056 GSTMI-1 GSTTI-1 GG GG B/B glg c/t t/t c/c gla
1.057 GSTM1-0 GSTTI-1 GG GG A/A glg cl/c clc t/t glg
1.058 GSTM1-0 GSTTI-1 GG GG B/B glg c/c c/c t/t glg
1.059 GSTM1-1 GSTTI-0 GG GG B/B glg cl/c c/t c/t glg
1.060 GSTMI-1 GSTTI-1 GG GG A/C glg c/c c/t c/t glg
1.061 GSTM1-1 GSTTI-1 AG AG A/A glg cl/c c/t c/t glg
1.062 GSTM1-0 GSTTI-1 AA AG A/A glg c/t t/t clc g/a
1.063 GSTMI-1 GSTTI-0 AG GG A/B glg c/t c/t c/t gla
1.065 GSTM1-1 GSTTI-1 GG GG A/C glg c/t c/t c/t g/a
1.067 GSTMI-1 GSTTI-0 GG GG A/A glg clc clc t/t glg
1.068 GSTM1-1 GSTTI-1 AA AA A/B glg c/t t/t clc g/a
1.069 GSTMI-1 GSTTI-1 AG AG A/A glg c/c c/t c/t glg
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Patient GSTM1 GSTT1 Lys32Glu | Arg42Gly | GSTPI | G191A C282T C341T C481T G590A
1.070 GSTMI-1 GSTTI-1 GG GG A/A glg c/c c/c t/t glg
1.071 GSTM1-0 GSTTI-0 AA GG A/C glg clc c/t c/t glg
1.072 GSTM1-0 GSTTI-0 AG GG B/B glg c/c c/c t/t glg
1.073 GSTM1-1 GSTTI-0 AA GG A/C glg c/t t/t clc g/a
1.074 GSTM1-0 GSTTI-0 GG GG A/B glg c/t t/t clc g/a
1.076 GSTM1-1 GSTTI-1 AG AG A/A glg c/t c/t c/t g/a
1.077 GSTM1-0 GSTTI-1 AG AG A/A glg c/t c/t clc glg
1.078 GSTM1-1 GSTTI-0 GG GG A/B glg t/t t/t c/c gla
1.080 GSTM1-1 GSTTI-1 GG GG A/B glg t/t t/t clc a/a
1.081 GSTMI-1 GSTTI-1 GG GG A/C glg c/c c/c c/t glg
1.082 GSTM1-1 GSTTI-1 GG GG A/B glg clc clc t/t glg
1.083 GSTM1-1 GSTTI-1 AG GG A/B glg c/t c/t c/t glg
1.084 GSTM1-0 GSTTI-1 GG GG A/C glg c/t c/t c/t g/a
1.085 GSTM1-1 GSTTI-0 AG GG A/B glg c/t t/t c/c gla
1.086 GSTM1-0 GSTTI-1 GG GG A/C glg c/t t/t clc g/a
1.087 GSTM1-1 GSTTI-1 AG GG A/A glg c/t t/t c/c gla
1.088 GSTM1-0 GSTTI-1 GG GG A/A glg c/t c/t c/t g/a
1.089 GSTM1-1 GSTTI-1 GG GG A/B glg t/t t/t clc a/a
1.090 GSTM1-1 GSTTI-0 GG GG A/A glg c/c c/c t/t glg
1.091 GSTM1-0 GSTTI-0 AG GG B/B glg c/t t/t cl/c g/a
1.092 GSTM1-0 GSTTI-0 AG GG B/C glg c/t c/t c/t glg
1.093 GSTM1-1 GSTTI-0 AG GG A/A glg c/t c/t c/t g/a
1.094 GSTM1-1 GSTTI-1 AG GG A/A glg c/t c/t clc g/a
1.095 GSTM1-1 GSTTI-1 AG GG A/A glg c/t c/t c/t g/a
1.096 GSTM1-0 GSTTI-1 GG GG A/A glg c/c c/t c/t glg
1.097 GSTM1-1 GSTTI-0 GG GG A/A glg c/t c/t c/t glg
1.099 GSTM1-0 GSTTI-1 AA GG A/B glg c/t c/t c/t glg
1.101 GSTM1-0 GSTTI-1 AG GG A/C glg c/c c/c t/t glg
1.102 GSTM1-0 GSTTI-0 AG GG A/A glg clc c/t c/t glg
1.103 GSTM1-0 GSTTI1-1 AG GG A/A glg c/t c/t c/t gla
1.104 GSTM1-0 GSTTI-1 AG GG A/A glg t/t t/t clc a/a
1.105 GSTM1-0 GSTTI-0 AG AG A/A glg c/c c/t c/t glg
1.107 GSTM1-1 GSTTI-1 AA GG A/A glg t/t t/t clc a/a
1.108 GSTMI-1 GSTTI-1 AG GG A/C glg c/t t/t clc g/a
1.109 GSTM1-0 GSTTI-1 GG GG A/B glg clc clc t/t glg
1.110 GSTM1-0 GSTTI1-1 GG GG A/B glg c/t c/t c/t gla
1.111 GSTM1-0 GSTTI-1 AA GG A/B glg c/t c/t c/t g/a
1.112 GSTMI-1 GSTTI-0 GG GG A/A glg c/t c/t c/t glg
1.113 GSTM1-0 GSTTI1-1 AG GG B/C glg c/c c/c t/t glg
1.114 GSTM1-1 GSTTI-1 GG GG A/B glg c/t c/t c/t glg
1.115 GSTM1-0 GSTTI-0 AG GG A/B glg t/t t/t clc a/a
1.116 GSTM1-0 GSTTI-1 AG GG B/B glg t/t t/t clc a/a
1.117 GSTM1-1 GSTTI-0 AG GG A/A glg c/t c/t c/t gla
1.118 GSTM1-1 GSTTI-0 GG GG A/A glg clc c/t c/t glg
1.120 GSTM1-1 GSTTI-1 GG GG A/B glg c/t t/t c/c gla
1.121 GSTM1-1 GSTTI-1 AG GG A/A glg c/t c/t c/t g/a
1.122 GSTMI-1 GSTTI-0 AG AG A/A glg clc t/t clc glg
1.123 GSTM1-0 GSTTI-1 GG GG A/A glg t/t t/t clc g/a
1.124 GSTM1-0 GSTTI-1 AA AA A/A glg c/t t/t clc g/a
1.125 GSTM1-0 GSTTI1-1 GG GG B/B glg c/c c/c t/t glg
1.127 GSTM1-0 GSTTI-1 AA GG A/B glg clc clc t/t glg
1.128 GSTMI-1 GSTTI-1 GG GG A/A glg c/c c/t c/t glg
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Tabelle VI.3: Genetische Daten und Expositionsdaten der EOPD-Patienten

EOPD NAT2 NAT2 NAT2- Rauchen JEM 55 JEM 56 Herbizide Insektizide
Patient | A803G | G857A Allele Pestizide Fungizide
0 —nie 0 —nie 0 —nie
1 — frither 1 — kaum 1 —kaum
2 —derzeit 2 - bei Bedarf | 2 - bei Bedarf
3 —regelmiBig | 3 - regelmiBig
Patient | A803G | G857A | NAT2-Allele Rauchen JEM 55 JEM 56 Herbizide Insektizide
1.001 a/a gla *6/*7B 0 0
1.002 alg glg *5B/*6A 0 0 1
1.003 alg glg *4/*5B 1
1.004 alg glg *4/%5B 2 12 36 0 0
1.005 a/a glg *4/%4 0 0 0
1.006 alg glg *5B/%6A 0 0 0
1.007 alg glg *5A/%5C 0
1.008 a/a glg *6A/*6A 1 15 10 0 0
1.009 a/a glg *5A/*5A 1 3 0 0
1.010 a/a glg *5A/*5A 0 0 0
1.011 alg glg *5B/*6A 0 0 0
1.012 a/a glg *4/%6A 2 0 0
1.013 ala glg *4/4%* 2 0 2
1.014 a/a glg *4/%6A 2 0 0
1.015 alg glg *4/%5B 1 0 0
1.017 glg glg *5B/*5B 0 24 32 3 3
1.018 alg glg *5C/*6A 0 3 3
1.019 alg glg *4/*5B 0 0 0
1.020 a/a g/g *4/%6A 2 0 0
1.021 glg glg *5B/*5B 2 0 0
1.022 glg glg *5B/*5B 2 0 0
1.024 alg glg *4/*5B 1
1.025 alg glg *5B/*6A 0 0 0
1.026 alg glg *4/*5B 1 1 1
1.027 glg glg *5B/*5B 0 0 0
1.028 a/g glg *5B/%6A 0 3 0 0
1.030 a/a glg *6A/*6A 2 2 0
1.031 a/a g/a *4/%7B 1 0 0
1.033 a/a glg *4/%4 2 0 0
1.034 a/g glg *4/*5B 0 0 0
1.035 alg glg *4/*5B 2 2 2
1.036 alg glg *5B/*6A 1 0 0
1.037 alg glg *5B/*13 0 12 12 0 0
1.038 alg glg *4/*5B 2 1 0
1.039 ala gla *6A/*7B 2 0 0
1.041 alg glg *5B/*6A 1
1.042 a/a glg *4/%6A 0 16 16 1 1
1.043 glg glg *5B/*5B 2 112 112 0 0
1.044 a/g glg *5B/%6A 0 0 0
1.045 alg glg *4/*5B 1 0 0
1.046 glg glg *5B/*5B 1 0 0
1.047 glg glg *5B/*5B 0 84 112 0 0
1.048 a/a glg *4/%6A 0 0 0
1.050 glg glg *5B/*5B 2 0 0
1.051 a/a glg *4/%6A 1 0 0
1.052 a/a g/g *6A/*6A 1 0 0
1.053 glg glg *5B/*5B 1 0 0
1.054 alg glg *4/%5B 2 0 0
1.055 glg glg *5B/*5C 0 0 0
1.056 a/a glg *4/%6A 1 0 0
1.057 glg glg *5B/*5B 1 0 0
1.058 glg glg *5B/*5B 1 96 96 0 0
1.059 alg glg *4/*5B 1 0 0
1.060 alg g/g *4/%5B 2 0 0
1.061 alg glg *4/*5B 1 1 1
1.062 a/a glg *4/%6A 2 0 0
1.063 alg glg *5B/%6A 0 0 0
1.065 a/a glg *5A/%6A 0 2 0
1.067 alg glg *5A/*5B 0
1.068 a/a glg *4/%6A 1 1 1
1.069 alg glg *4/%5B 1 1 1
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Patient | A803G | G857A | NAT2-Allele Rauchen JEM 55 JEM 56 Herbizide Insektizide

1.070 glg glg *5B/*5B 1 0 0
1.071 a/g gl/g *4/*5B 0 0 2
1.072 glg glg *5B/*5B 1 0 0
1.073 a/a glg *4/%6A 2 0 2
1.074 ala glg *4/%6A 0 7 0 1
1.076 alg glg *5B/*6A 2 13

1.077 a/g glg *5C/*13 0 0
1.078 ala glg *6A/*13 1 0 0
1.080 a/a glg *6A/*6A 1

1.081 glg glg *5B/*5C 1 0 2
1.082 gl/g gl/g *SB/*5B 0 1 2
1.083 a/g glg *5B/*13 0 29 73 1 1
1.084 a/g glg *5B/*6A 0 6 8 2 2
1.085 a/a glg *4/%6A 0 0 0
1.086 a/a glg *4/%6A 2 0 0
1.087 ala glg *4/%6A 1 0 0
1.088 a/g glg *5B/*6A 0 2
1.089 a/a gl/g *6A/*6A 1 0 0
1.090 glg glg *5B/*5B 1 1 1
1.091 a/a glg *4/%6A 0 0
1.092 alg gla *5B/*7B 2 0 0
1.093 a/g glg *5SB/*6A 1 6 0 0
1.094 a/g glg *5C/*6A 0 0 1
1.095 a/a gl/g *5A/*6A 0 0 0
1.096 a/g glg *4/*5B 2 0 0
1.097 a/g glg *5B/*13 0 0 2
1.099 a/g gla *5B/*7B 1 22 0 0
1.101 glg glg *5B/*5B 2 0 0
1.102 a/g glg *4/*5B 0 0 0
1.103 alg glg *5B/*6A 1 3 1
1.104 a/a glg *6A/*6A 0 0 0
1.105 a/g glg *4/*5B 0

1.107 a/a glg *6A/*6A 1 0 0
1.108 a/a glg *4/%6A 0 0 0
1.109 glg gl/g *5SB/*5B 1 0 0
1.110 alg glg *5B/*6A 0 0 0
1.111 a/g glg *5B/*6A 2 1 1
1.112 alg glg *5A/*13 2 0 0
1.113 glg glg *5B/*5B 0 0 1
1.114 a/g gla *5B/*7B 1 0 0
1.115 ala glg *6A/*6A 1 0 0
1.116 a/a gl/g *6A/*6A 0 4 2 0 0
1.117 alg glg *5B/*6A 0 0 0
1.118 a/g gl/g *4/*5B 1 0 0
1.120 a/a glg *4/%6A 0 0 0
1.121 a/g gl/g *SB/*6A 0 2 1
1.122 a/a glg *4/%4 0 0 0
1.123 a/a gl/g *6A/*13 1 0 0
1.124 a/a gl/g *4/%6A 1 0 0
1.125 glg glg *5B/*5B 0 4 4 0 0
1.127 glg glg *SB/*5B 2

1.128 a/g g/g *4/*5B 1
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Tabelle VIIL.1: Klinische und genetische Daten der Kontrollgruppe

Proband Geschlecht | Alter (1998) FMME- NACP ApoE Parkin Parkin Parkin
(Jahre) Score R/W 366 V/L380 S/N 167

1 — ménnlich 0—259 bp 2—€2

2 — weiblich 1-261bp 3-¢€3

2263 bp 4—¢4

3-265bp

Proband Geschlecht Alter FMME NACP ApoE R/W 366 V/L380 S/N 167
2.001 1 45 27 1,2 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.002 2 37 27 1,2 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.003 2 40 29 0,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.004 2 40 29 0,1 2,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.005 2 45 29 0,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.007 2 42 24 0,1 3,3 366R/R 380V/L 1675/S
2.008 2 45 30 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.010 2 45 27 0,1 3,4 366R/R 380v/V 1675/S
2.011 1 38 28 0,1 3.4 366R/R 380v/V 1675/S
2.012 1 44 29 0,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/N
2.013 2 36 27 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.014 1 31 27 0,1 3,4 366R/R 380v/V 1675/S
2.015 1 32 30 1,1 2,3 366R/R 380V/L 1675/S
2.016 2 35 29 0,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.017 2 45 28 0,1 2,3 366R/R 380V/L 1675/S
2.018 1 33 30 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.019 1 36 29 0,1 3,4 366R/R 380L/L 1675/S
2.020 1 44 24 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.021 1 42 30 1,2 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.022 1 41 29 0,0 3.4 366R/R 380v/V 1675/S
2.023 1 45 29 1,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.025 1 40 29 0,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.026 1 39 29 0,0 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.027 2 41 27 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.028 1 43 30 1,1 3,4 366R/R 380L/L 1675/S
2.029 1 44 30 0,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.030 2 47 29 1,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.031 2 44 30 1,1 2,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.032 2 45 30 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.033 2 37 27 0,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.034 2 42 26 1,1 2,4 366R/R 380V/V 1675/S
2.035 2 42 29 1,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.036 2 37 30 1,2 2,4 366R/R 380V/V 1675/S
2.037 2 36 30 1,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.038 2 45 30 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.039 1 42 27 1,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.040 1 31 28 1,1 3,4 366R/R 380v/V 1675/S
2.041 1 43 29 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.042 1 45 29 0,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.043 2 45 29 0,2 3.4 366R/R 380v/V 1675/S
2.044 2 40 30 0,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.047 1 39 29 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.048 2 42 29 0,2 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.049 1 45 27 1,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
2.050 2 37 28 0,1 2,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.051 1 44 27 0,0 2,3 366R/R 380V/V 1675/N
2.052 1 43 28 0,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
2.054 1 36 30 1,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.055 2 38 30 1,2 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.056 2 44 29 0,1 2,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.057 1 41 29 0,1 3,3 366R/R 380V/L 1675/S
2.058 1 42 28 1,2 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.059 2 38 30 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.060 2 48 30 0,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.061 1 44 28 0,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
2.062 1 41 30 1,1 2,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.063 1 41 29 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.064 1 41 25 1,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
2.065 2 45 29 1,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.066 2 42 29 1,1 2,3 366R/R 380v/V 1675/S
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Proband Geschlecht Alter FMME NACP ApoE R/W 366 V/L380 S/N 167
2.067 1 41 28 0,1 3.4 366R/R 380v/V 1675/S
2.068 1 42 29 1,2 3,3 366R/R 380V/L 1675/
2.069 2 48 29 1,1 2,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.070 1 41 28 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/
2.071 1 42 28 1,1 3,4 366R/R 380V/V 1675/S
2.072 1 41 30 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.073 1 49 30 0,1 3,3 366R/R 380V/L 1675/
2.074 2 48 30 0,0 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.075 1 47 27 1,1 3,4 366R/R 380V/L 1675/
2.076 1 41 28 1,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
2.077 1 43 26 0,0 3,4 366R/R 380V/V 1675/
2.078 2 49 30 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.079 1 45 28 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/
2.080 1 37 30 1,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
2.081 1 44 30 0,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/
2.082 1 48 28 0,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.083 1 34 30 1,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.084 2 50 30 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/
2.085 1 47 30 1,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
2.086 1 50 29 0,1 3,3 366R/R 380V/V 167S/N
2.087 1 48 26 0,0 2,3 366R/R 380V/L 1675/S
2.088 1 46 30 1,1 2,3 366R/R 380V/L 1675/
2.089 2 50 29 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.090 1 49 29 1,1 3,4 366R/R 380V/V 1675/
2.091 2 48 29 0,0 2,3 366R/R 380V/L 1675/S
2.092 1 46 27 0,1 3,4 366R/R 380V/V 1675/
2.093 1 50 30 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.094 2 49 30 1,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
2.095 2 49 29 1,1 3,4 366R/R 380V/V 1675/
2.096 2 47 30 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.099 1 50 30 0,1 366R/R 380V/L 1675/
2.100 2 49 28 0,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
2.101 1 50 30 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.102 2 46 29 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.103 1 41 30 1,2 2,3 366R/R 380V/V 1675/
2.104 1 47 28 0,1 3,3 366R/R 380V/L 1675/S
2.105 2 47 30 1,1 3,4 366R/R 380V/L 1675/
2.106 2 47 28 1,2 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.107 2 48 29 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/
2.108 1 49 30 1,1 3,4 366R/R 380V/V 167S/N
2.109 1 48 28 1,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.110 2 49 28 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/
2.111 2 47 29 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/
2.112 2 48 30 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/
2.113 2 48 30 1,1 2,4 366R/R 380v/V 1675/S
2.114 2 49 30 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/
2.115 2 50 30 1,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.116 2 46 28 0,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/
2.118 1 41 29 1,1 3,4 366R/R 380V/V 1675/
2.119 1 48 29 0,1 3,3 366R/R 380v/V 1675/S
2.120 1 46 28 1,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/
2.121 2 47 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.122 2 47 29 1,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/
2.123 2 46 30 0,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
2.125 1 47 29 0,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/
2.126 1 47 30 0,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
2.127 1 49 30 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/
2.128 1 48 28 0,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.129 2 46 28 1,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/
2.130 1 48 27 0,1 2,3 366R/R 380V/V 167S/N
2.131 1 49 28 0,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.132 1 48 30 0,0 3,4 366R/R 380V/V 1675/
2.133 1 49 29 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
2.134 1 48 25 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/
2.135 1 48 25 0,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
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Tabelle VIL.2: Genetische Daten der Kontrollgruppe

Proband GSTM1 GSTT1 GSTZ1 GSTZ1 GSTP1 | NAT2 NAT2 NAT2 NAT2 NAT2
Lys32Glu | Arg42Gly GI91IA | C282T | C341T | C48IT | G590A
GSTM1-1- | GSTTI-1-
GSTM1-0- | GSTTI-0-
Genotyp Genotyp
Proband GSTM1 GSTT1 Lys32Glu | Arg42Gly | GSTPI | GI191IA | C282T | C341T | C48IT | G590A
2.001 GSTM1-0 GSTTI-1 ala glg A/A g/g c/c c/c t/t g/g
2.002 GSTM1-0 GSTTI-1 alg alg A/A glg c/t t/t clc gla
2.003 GSTMI-1 GSTTI-0 glg g/g A/A glg c/c c/c t/t glg
2.004 GSTM1-0 GSTTI-1 alg glg A/B g/g clc t/t clc g/g
2.005 GSTMI-1 GSTTI-1 glg g/g A/A g/g c/t c/t c/t gla
2.007 GSTM1-0 GSTTI-1 ala alg C/C g/g c/c c/c t/t g/g
2.008 GSTMI-1 GSTTI-1 alg g/g A/A glg c/c c/t c/t glg
2.010 GSTM1-0 GSTTI-1 g/g glg A/B g/g clc clc t/t g/g
2.011 GSTMI-1 GSTTI-0 alg g/g A/A glg c/c c/t c/t glg
2.012 GSTM1-1 GSTTI-0 g/g glg A/B g/g clc clc t/t g/g
2.013 GSTMI-1 GSTTI-1 ala g/g A/C glg c/t c/t c/t glg
2.014 GSTM1-1 GSTTI-1 g/g glg A/A g/g clc t/t clc g/g
2.015 GSTM1-0 GSTTI-1 alg glg A/A glg c/t c/t c/t gla
2.016 GSTMI-1 GSTTI-1 alg glg A/B glg t/t t/t c/c gla
2.017 GSTM1-0 GSTTI-0 g/g glg A/B g/g c/t c/t c/t g/a
2.018 GSTM1-0 GSTTI-1 ala a/a A/A glg c/t c/t c/t gla
2.019 GSTM1-0 GSTTI-1 ala glg A/A g/g c/c c/c t/t g/g
2.020 GSTM1-0 GSTTI-0 alg glg A/A glg c/c c/t c/t glg
2.021 GSTM1-0 | GSTTI-1 g/g glg A/A g/g clc clc t/t g/g
2.022 GSTMI-1 GSTTI-1 glg glg A/A glg c/c c/t c/t g/g
2.023 GSTM1-0 GSTTI-0 alg glg A/B g/g c/c c/c t/t g/g
2.025 GSTMI-1 GSTTI-0 alg glg A/A glg c/c c/t c/t glg
2.026 GSTM1-1 GSTTI-1 alg glg A/B g/g c/c c/c t/t g/g
2.027 GSTM1-0 GSTTI-0 alg alg A/A glg clc clc t/t g/g
2.028 GSTM1-0 GSTTI-1 glg glg A/A glg c/t t/t c/c gla
2.029 GSTM1-1 GSTTI-1 a/g glg A/A g/g c/t t/t clc g/a
2.030 GSTM1-0 GSTTI-0 glg glg A/B glg c/c c/c t/t g/g
2.031 GSTM1-0 GSTTI-1 ala glg A/A g/g c/t t/t c/c gla
2.032 GSTMI-1 GSTTI-1 glg g/g A/A glg c/c t/t c/c glg
2.033 GSTM1-0 GSTTI-1 alg glg A/A g/g c/c c/c c/t g/g
2.034 GSTMI-1 GSTTI-0 glg glg A/C glg c/t c/t c/t gla
2.035 GSTM1-1 GSTTI-0 g/g glg A/A g/g c/t c/t c/t g/g
2.036 GSTMI-1 GSTTI-1 ala glg A/A glg c/t c/t c/t gla
2.037 GSTM1-0 GSTTI-1 alg glg A/A g/g c/t c/t c/t g/a
2.038 GSTM1-0 GSTTI-1 alg alg B/B glg c/t c/t clc gla
2.039 GSTM1-0 GSTTI-0 alg g/g A/A glg t/t t/t c/c ala
2.040 GSTM1-0 GSTTI-1 alg glg B/B g/g clc c/t c/t g/g
2.041 GSTM1-0 GSTTI-0 glg g/g A/A glg c/t t/t c/c gla
2.042 GSTM1-1 GSTTI-1 ala glg A/A g/g t/t t/t c/c gla
2.043 GSTMI-1 GSTTI-0 alg g/g A/A glg c/c c/c t/t glg
2.044 GSTM1-0 | GSTTI-1 g/g glg A/A g/g clc clc t/t g/g
2.047 GSTMI-1 GSTTI-1 g/g g/g A/A glg c/t c/t c/t gla
2.048 GSTM1-1 GSTTI-1 alg glg A/B g/g clc t/t clc g/g
2.049 GSTM1-0 GSTTI-1 alg a/g A/B glg c/t t/t c/c glg
2.050 GSTM1-1 GSTTI-0 alg glg A/C g/g c/t t/t c/c glg
2.051 GSTM1-1 GSTTI-0 a/g glg A/C g/g t/t t/t clc a/a
2.052 GSTM1-0 GSTTI-1 alg g/g A/A glg c/c c/t c/t glg
2.054 GSTM1-0 GSTTI-1 a/a a/a A/C g/g c/t c/t c/t g/a
2.055 GSTM1-0 GSTTI-1 ala g/g A/B glg t/t t/t c/c gla
2.056 GSTM1-0 | GSTTI-1 g/g glg A/B g/g c/t c/t c/t g/a
2.057 GSTM1-0 GSTTI-1 glg g/g A/A glg c/c t/t c/c glg
2.058 GSTM1-1 GSTTI-0 alg alg A/A g/g c/c c/t c/t g/g
2.059 GSTMI-1 GSTTI-1 glg g/g A/C glg c/c c/c t/t glg
2.060 GSTM1-0 | GSTTI-1 g/g glg A/B g/g clc c/t clc g/g
2.061 GSTMI-1 GSTTI-0 alg g/g A/C glg c/t c/t c/t gla
2.062 GSTM1-1 GSTTI-1 alg a/g A/B glg c/c c/c t/t g/g
2.063 GSTM1-0 | GSTTI-0 a/a glg A/A g/g t/t t/t clc a/a
2.064 GSTM1-0 GSTTI-1 alg alg A/A glg c/c c/t c/t glg
2.065 GSTM1-1 GSTTI-0 a/g glg A/B g/g c/t c/t c/t g/a
2.066 GSTMI-1 GSTTI-1 alg a/g B/B glg c/c c/c c/t glg
2.067 GSTM1-0 GSTTI-0 alg glg A/B g/g c/c c/t c/t g/g
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Proband GSTM1 GSTT1 Lys32Glu | Arg42Gly | GSTPI | GI191A | C282T | C341T | C48IT | G590A
2.068 GSTM1-0 | GSTTI-1 alg glg A/B g/g t/t t/t clc a/a
2.069 GSTM1-0 GSTTI-1 glg glg A/A glg c/t c/t c/t gla
2.070 GSTM1-1 GSTTI-1 ala glg A/B glg c/c c/c t/t g/g
2.071 GSTMI-1 GSTTI-1 ala a/g A/A glg c/t t/t c/c gla
2.072 GSTM1-1 GSTTI-1 g/g glg A/A g/g clc t/t clc g/g
2.073 GSTM1-0 GSTTI-0 g/g glg A/C g/g c/t c/t c/t g/a
2.074 GSTM1-0 GSTTI-1 glg g/g A/A glg c/c c/t c/t glg
2.075 GSTM1-1 GSTTI-1 g/g glg A/B g/g c/t c/t c/t g/a
2.076 GSTMI-1 GSTTI-1 glg g/g B/B glg c/t c/t c/t glg
2.077 GSTM1-0 GSTTI-1 g/g glg A/B g/g c/t c/t c/t g/a
2.078 GSTM1-0 GSTTI-1 alg g/g A/A glg c/c c/t c/t glg
2.079 GSTM1-0 GSTTI-0 a/g glg A/B g/g c/t t/t clc g/a
2.080 GSTMI-1 GSTTI-0 alg g/g A/B glg t/t t/t c/c ala
2.081 GSTM1-1 GSTTI-1 alg glg A/C g/g c/c c/c t/t g/g
2.082 GSTMI-1 GSTTI-1 glg glg A/A glg c/c c/t c/t g/g
2.083 GSTM1-1 GSTTI-1 g/g glg A/B g/g c/t t/t clc g/a
2.084 GSTM1-0 GSTTI-1 g/g glg A/B g/g clc clc t/t g/g
2.085 GSTMI-1 GSTTI-1 glg g/g A/A glg c/t t/t c/c gla
2.086 GSTM1-0 GSTTI-0 alg glg A/A g/g c/c c/t c/t g/g
2.087 GSTM1-0 GSTTI-1 glg g/g A/A glg c/c c/t c/t glg
2.088 GSTM1-1 GSTTI-0 g/g glg A/C g/g clc clc t/t g/g
2.089 GSTM1-0 GSTTI-1 glg g/g B/B glg c/t c/t c/t gla
2.090 GSTM1-1 GSTTI-1 alg glg A/B g/g c/t c/t c/t g/g
2.091 GSTMI-1 GSTTI-1 alg g/g A/A glg t/t t/t c/c ala
2.092 GSTM1-0 GSTTI-1 g/g glg A/B g/g clc clc t/t g/g
2.093 GSTM1-0 GSTTI-0 alg g/g A/A glg c/t t/t c/c gla
2.094 GSTM1-0 GSTTI-1 alg alg A/A g/g c/c c/t c/t glg
2.095 GSTM1-1 GSTTI-1 a/g glg A/B g/g t/t t/t clc a/a
2.096 GSTMI-1 GSTTI-0 ala g/g B/B glg c/c c/t c/t glg
2.099 GSTM1-0 GSTTI-0 ala glg A/B g/g c/t c/t c/t gla
2.100 GSTM1-0 GSTTI-1 glg glg A/C glg c/c c/t c/t glg
2.101 GSTM1-0 GSTTI-0 a/g glg A/B g/g c/t c/t c/t g/a
2.102 GSTM1-0 GSTTI-1 glg glg A/A glg c/t c/t c/t gla
2.103 GSTM1-1 GSTTI-1 a/g glg A/B g/g c/t c/t c/t g/a
2.104 GSTM1-0 GSTTI-0 glg glg A/C glg c/t c/t c/c gla
2.105 GSTM1-1 GSTTI-1 alg alg A/A g/g c/c c/c t/t g/g
2.106 GSTMI-1 GSTTI-0 alg glg A/A glg c/t c/t c/t gla
2.107 GSTM1-0 | GSTTI-0 g/g glg A/A g/g clc c/t c/t g/g
2.108 GSTM1-0 GSTTI-1 g/g glg A/B g/g clc c/t c/t g/g
2.109 GSTM1-0 GSTTI-0 glg g/g A/B glg c/c c/t c/t glg
2.110 GSTM1-0 GSTTI-1 g/g glg A/A g/g c/t t/t clc g/a
2.111 GSTM1-0 GSTTI-1 alg a/g A/A glg c/c c/t c/t glg
2.112 GSTM1-0 | GSTTI-1 g/g glg B/C g/g c/t t/t clc g/a
2.113 GSTM1-0 GSTTI-1 glg g/g A/A glg c/c c/c c/t glg
2.114 GSTM1-0 GSTTI-1 g/g glg A/C g/g c/t c/t c/t g/a
2.115 GSTMI-1 GSTTI-1 alg g/g A/A glg c/c t/t c/c glg
2.116 GSTM1-1 GSTTI-1 g/g glg A/B g/g clc c/t c/t g/g
2.118 GSTMI-1 GSTTI-1 alg glg A/B glg t/t t/t clc ala
2.119 GSTM1-0 GSTTI-1 glg glg A/C glg c/t c/t c/t gla
2.120 GSTM1-1 GSTTI-0 alg glg B/C g/g c/c c/c c/t g/g
2.121 GSTMI-1 GSTTI-1 alg a/g A/B glg c/c c/c t/t glg
2.122 GSTM1-1 GSTTI-0 alg glg A/B g/g c/c c/t c/t g/g
2.123 GSTM1-0 GSTTI-0 alg g/g A/A glg c/c c/c t/t glg
2.125 GSTM1-0 GSTTI-1 g/g glg B/B g/g c/t c/t c/t g/a
2.126 GSTMI-1 GSTTI-1 ala g/g A/A glg c/c t/t c/c glg
2.127 GSTM1-0 GSTTI-1 alg alg A/C g/g c/c c/t c/t g/g
2.128 GSTM1-0 GSTTI-1 alg g/g A/A glg c/t c/t c/t gla
2.129 GSTM1-1 GSTTI-1 g/g glg A/A g/g c/t c/t c/t g/a
2.130 GSTMI-1 GSTTI-1 glg glg A/C glg clc c/t c/t glg
2.131 GSTM1-0 GSTTI-1 alg g/g A/A glg c/t c/t c/t gla
2.132 GSTM1-1 GSTTI-1 ala glg A/B g/g c/c c/t c/t g/g
2.133 GSTM1-0 GSTTI-1 glg g/g A/B glg c/t t/t c/c gla
2.134 GSTM1-0 | GSTTI-1 a/g glg A/C g/g clc clc t/t g/g
2.135 GSTM1-0 GSTTI-1 alg alg A/B glg c/c t/t c/c glg
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Tabelle VIL.3: Genetische Daten und Expositionsdaten der Kontrollgruppe

Proband NAT2 NAT2 NAT2- Rauchen JEM 55 JEM 56 Herbizide Insektizide
A803G G857A Allele Pestizide Fungizide

0 — nie 0 — nie 0 — nie

1 — friiher 1 — kaum 1 — kaum

2 — derzeit 2 —bei Bedarf | 2 - bei Bedarf

3 - regelmiBig | 3 - regelmiBig
Proband A803G G857A NAT2-Allele | Rauchen JEM 55 JEM 56 Herbizide Insektizide

2.001 g/g glg *5B/*5B 1 0 0
2.002 ala glg F4[F6A 0 1
2.003 glg glg *5B/*5B 2
2.004 ala glg *4/%4 1
2.005 alg glg *SB/*6A 1 0 0
2.007 g/g glg *5B/*5B 2 0 0
2.008 alg glg *4/*5B 1 0 0
2.010 alg glg *SA/*SB 2 0 0
2.011 ala glg 4[5 A 2 0 0
2.012 g/g glg *5B/*5B 1 0 0
2.013 alg glg *5A/*13 0 0 0
2.014 a/a glg *4/%4 2
2.015 alg glg *5SB/*6A 2 0 0
2.016 ala g/a *6A/*13 1 0 0
2.017 alg glg *5B/*6A 2 0 2
2.018 alg glg *SB/*6A 0 0 0
2.019 g/g glg *5B/*5B 2 28 28 0 0
2.020 alg glg *4/*5B 2 0 0
2.021 alg glg *SA/*SB 0 19 19 0 0
2.022 alg glg *4/*5B 1 0 0
2.023 g/g glg *5B/*5B 2
2.025 alg glg *4/*5B 2 0 0
2.026 g/g glg *5B/*5B 0 0 0
2.027 glg glg *5B/*5B 0 44 44 0 0
2.028 ala glg *4[6A 1 24 2 2
2.029 a/a glg *4/%6A 0 0 0
2.030 glg glg *5B/*5B 0 0 0
2.031 a/a glg *4/*6A 1 0 0
2.032 ala glg #4[%4 1 2 2
2.033 g/g glg *5B/*5C 1 0 0
2.034 alg glg *SB/*6A 1
2.035 a/a g/a *5A/*7B 2
2.036 alg glg *SB/*6A 0 0 0
2.037 alg glg *SB/*6A 2 0 0
2.038 alg glg *5C/*6A 1 0 0
2.039 ala glg *6A/*6A 2 0 0
2.040 alg glg *4/*5B 2 0 0
2.041 ala glg *4[F6A 2
2.042 a/a glg *6A/*13 0 0 0
2.043 glg glg *5B/*5B 2 1 1
2.044 g/g glg *5B/*5B 0 0 0
2.047 alg glg *SB/*6A 1 0 0
2.048 a/a glg *4/%4 0 0 0
2.049 ala glg *4/%13 1 24 0 0
2.050 ala glg *4/*%13 1 0 0
2.051 a/a g/g *6A/*6A 2 0 0
2.052 alg glg *4/*5B 2 0 0
2.054 alg glg *SB/*6A 2 0 0
2.055 ala g/a *6A/*TB 2
2.056 alg g/g *5B/*6A 2 22 0 0
2.057 ala glg #4[%4 2 0 0
2.058 alg glg *4/*5B 2 0 0
2.059 glg glg *5B/*5B 0 0 0
2.060 alg glg *4/*5C 1 0 0
2.061 ala glg *5A/*6A 2 0 1
2.062 o/g glg *5B/*5B 0 0 0
2.063 ala glg *6A/*6A 0 0 0
2.064 alg glg *4/*5B 0 0 0
2.065 alg glg *SB/*6A 0 0 0
2.066 glg glg *5B/*5C 0 0 0
2.067 alg glg *4/*5B 1 0 0
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Proband A803G G857A NAT2-Allele | Rauchen JEM 55 JEM 56 Herbizide Insektizide

2.068 a/a glg *6A/F6A 1 0 0
2.069 alg olg *5B/*6A 1 0 0
2.070 alg glg *5A/*5B 2 0 0
2.071 ala olg *4/¥6 A 2 3 3
2.072 a/a glg *4[%4 0 0 0
2.073 alg glg *5B/*6A 2 3 0 0
2.074 alg olg *4/*5B 1 0 0
2.075 alg glg *5B/*6A 2 1 2 0
2.076 alg olg *5B/*13 1 0 0
2.077 alg glg *5B/*6A 2 0 0
2.078 alg olg *4/*5B 0 0 0
2.079 a/a glg *4/*6A 0 0 0
2.080 ala olg *OA/*6A 0 0 0
2.081 g/g glg *5B/*5B 0 1 0
2.082 alg olg *4/*5B 2 0 0
2.083 a/a glg 446 A 0 1 1
2.084 alg glg *5A/*5B 2 0 0
2.085 ala olg *4/¥6 A 2 3 9 0 0
2.086 alg glg *4/*5B 0 8 8 0 0
2.087 alg olg *4/*5B 28 2 2
2.088 g/g glg *5B/*5B 1 1 9 2 1
2.089 alg olg *5B/*6A 2 0 1
2.090 alg g/a *5B/*7B 2 0 0
2.091 ala olg *OA/*6A 1 0 0
2.092 alg glg *5A/*5B 2 0 0
2.093 ala olg *4/¥6 A 1 0 0
2.094 alg glg *4/*5B 2

2.095 ala glg *6A/*6A 2

2.096 alg olg *4/*5B 0 0 0
2.099 alg glg *5B/*6A 1 3 3
2.100 alg olg *4/*5B 2 1 2
2.101 alg glg *5B/*6A 2 0 0
2.102 alg olg *5B/*6A 1 0 0
2.103 alg glg *5B/*6A 1 0 0
2.104 alg olg *5C/*6A 1 24 2 2
2.105 g/g glg *5B/*5B 2 1 2
2.106 alg olg *5B/*6A 2 0 0
2.107 alg glg *4/*5B 1 0 0
2.108 alg glg *4/*5B 0 0 0
2.109 alg olg *4/*5B 1

2.110 a/a glg *4/*6A 0 0 1
2.111 alg olg *4/*5B 2 0 0
2.112 a/a glg *4/¥6A 2 0 0
2.113 olg olg *5B/*5C 2 0 1
2.114 alg glg *5B/*6A 0 0 1
2.115 ala olg *4/%4 2 0 0
2.116 alg glg *4/*5B 2 0 0
2.118 ala olg *O6A/*6A 1 0 0
2.119 alg olg *5B/*6A 0 0 0
2.120 g/g glg *5B/*5C 2 0 1
2.121 olg olg *5B/*5B 2 0 0
2.122 alg glg *4/*5B 0 0 1
2.123 olg olg *5B/*5B 2 0 0
2.125 alg glg *5B/*6A 1 0 0
2.126 ala olg *4/%4 1 12 12 1 0
2.127 alg glg *4/*5B 0 0 0
2.128 ala olg *5A/*6A 1 2 0
2.129 alg g/g *5B/*6A 1 0 0
2.130 ala olg 445 A 2 1 1
2.131 alg olg *5B/*6A 0 1 0
2.132 alg g/g *4/*5B 2 0 0
2.133 ala olg *4/¥6 A 1 0 0
2.134 g/g glg *5B/*5B 0 0 0
2.135 ala olg *4/%4 2 0 0
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Tabelle VIII: Klinische und genetische Daten der LOPD-Patienten

LOPD Geschlecht Erkrankungsalter Alter (1998) | NACP-Repl | ApoE Parkin Parkin Parkin
Patient (Jahre) (Jahre) R/W 366 V/L380 S/N 167

1 - minnlich 0—-259 bp 2-¢€2

2 - weiblich 1-261 bp 3-¢3

2 —263 bp 4—¢4

3 - 265 bp

Patient. Geschlecht Erkrankungsalter Alter NACP-Repl | ApoE | R/W 366 V/L380 S/N 167
3.001 1 62 68 1,2 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
3.002 2 49 60 1,1 3,3 366R/R 380V/L 1675/S
3.003 1 55 60 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.004 2 72 73 1,1 3.4 366R/R 380V/L 1675/S
3.005 1 68 69 1,1 2,3 366R/R 380V/L 1675/S
3.006 1 66 70 0,2 3,3 366R/R 380V/V 167S/N
3.007 2 53 60 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.008 1 59 74 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.009 2 86 87 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.010 2 75 89 0,0 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.011 2 61 64 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.012 2 68 72 1,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.013 2 49 53 0,1 3,4 366R/R 380V/V 1675/S
3.014 1 58 76 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.015 2 69 77 1,2 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.016 2 54 71 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.017 1 49 60 2,2 4.4 366R/R 380V/V 1675/S
3.018 1 72 77 0,1 3,4 366R/R 380V/V 1675/S
3.019 1 65 75 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.020 2 69 75 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.021 2 49 52 1,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
3.022 1 59 61 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.023 2 62 70 0,1 2,3 366R/R 380V/V 1678/S
3.024 1 75 85 0,0 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.025 2 57 59 1,1 3,4 366R/R 380V/V 1675/S
3.026 2 64 72 1,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.027 1 55 59 1,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.028 1 61 70 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.029 2 66 77 0,1 3,3 366R/R 380V/V 167S/N
3.030 2 77 78 1,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
3.031 1 72 73 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.032 2 60 66 0,0 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
3.033 2 62 71 1,1 3,4 366R/R 380V/V 1675/S
3.034 1 57 69 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.035 2 59 68 0,0 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.036 1 56 60 0,0 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.037 1 55 64 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.038 2 74 85 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.039 2 51 60 1,1 3.4 366R/R 380V/V 1675/S
3.040 1 81 82 1,1 3,3 366R/R 380V/L 1675/S
3.041 2 70 72 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.042 2 72 76 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.043 1 57 61 1,1 3.4 366R/R 380V/L 1678/S
3.044 1 68 73 0,0 3,4 366R/R 380V/V 1675/S
3.045 2 67 77 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.046 1 61 67 0,1 3,3 366R/R 380V/L 1675/S
3.047 1 60 79 1,2 3,4 366R/R 380V/V 1675/S
3.048 1 81 85 1,2 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.049 2 52 74 1,1 3,4 366R/R 380V/V 1675/S
3.050 2 55 61 1,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.051 1 66 74 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.052 2 51 78 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.053 1 80 87 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.054 1 68 74 0,2 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.055 1 52 59 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.056 2 65 72 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.057 1 65 75 1,2 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.058 2 75 77 0,2 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.059 2 60 68 1,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.060 2 57 76 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.061 1 52 67 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
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Patient Geschlecht Erkrankungsalter Alter NACP-Repl | ApoE | R/W 366 V/L380 S/N 167
3.062 2 63 69 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.063 2 0,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
3.064 1 64 67 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.065 1 57 60 1,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
3.066 2 74 77 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.067 2 69 73 0,1 3.4 366R/R 380V/L 1675/S
3.068 2 67 67 1,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
3.069 1 71 78 0,1 3,3 366R/R 380V/L 1675/S
3.070 1 72 72 0,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/N
3.071 2 70 78 0,0 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.072 1 63 69 0,1 3,4 366R/R 380v/V 167S/S
3.073 1 67 76 1,1 2,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.074 2 56 69 1,2 3,4 366R/R 380v/V 167S/S
3.075 2 64 69 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.076 1 67 68 1,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
3.077 2 65 76 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.078 1 60 75 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.079 2 72 76 1,3 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
3.080 2 62 62 1,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.081 1 81 86 1,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
3.082 2 56 60 0,2 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.083 2 72 74 1,1 3,3 366R/R 380v/V 167S/S
3.084 1 63 71 1,2 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.085 1 66 67 0,2 3,4 366R/R 380v/V 167S/S
3.086 1 66 71 0,1 3,3 366R/R 380V/V 1675/S
3.087 2 74 78 1,1 2,3 366R/R 380v/V 167S/N
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