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Einleitung 1

1. EINLEITUNG

In der vorliegenden Arbeit wurden fir einige neagi$che Erkrankungen (Ataxie,
Parkinsonsyndrome und Neuroleptika-induzierte Bewggstorungen) molekular-
genetische Untersuchungen durchgefihrt. In dieserstere Kapitel sollen die
Erkrankungen zunachst unter ihrem klinischen Aspekgestellt werden (Abschnitt 1.1).
Im darauf folgenden Abschnitt 1.2 wird ein Modelir fdie Ursache von Krankheiten
vorgestellt und anhand eines Beispiels verdeutlighsatzlich behandelt der Abschnitt,
wie sich der Ursache von genetisch bedingten Kreitdih gendhert werden kann.
SchliefZlich wird in Abschnitt 1.3 der heutige Wissstand zu genetischen Ursachen der

hier untersuchten Krankheiten dargestellt.

1.1 Kiinik und Diagnose verschiedener Bewegungsstimgen

Bewegungsstoérungen bilden eine Gruppe neurologisttamkheiten, die durch Stérungen
bei der Planung, Kontrollen und Ausfiihrung von Bgwegen charakterisiert sind (Klein,
2005a). Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchtewdggingsstérungen lassen sich zwei
Gruppen zuordnen: Bei der einen Gruppe handelt ies am neurodegenerative
Erkrankungen. Sie zeichnen sich durch einen geseEmdén oder lokalisierten
degenerativen Prozess im Zentralnervensystem ausnitldem Untergang von Neuronen
und einem dadurch verursachten Mangel der entspneleim Neurotransmitter einhergeht.
Die klinischen Symptome spiegeln den Defekt desolfenen Systems wider und sind in
der Regel progredient. Dieser Gruppe gehoOren daxiétKrankheiten und der Morbus
Parkinson (MP) an. Demgegentber stehen nicht-deg@ree Storungen, die

beispielsweise durch Medikation mit Neuroleptikawsacht werden kdnnen.

1.1.1 Ataxie

Die Ataxien (gr.ataxia Unordnung) sind klinisch und &tiologisch sehrlféitig. Sie

lassen sich in hereditare und nicht-hereditare Earminteilen, wie in Tabelle 1.1
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aufgefuhrt ist. Hereditare Ataxien sind seltene rikteeiten; die Pravalenz der
spinocerebellaren Ataxien (SCA) liegt bei 3:100.02&n de Warrenburgt al, 2002), die
der am haufigsten vorkommenden Friedreich-Ataxiéuie sich auf 1:50.000 (Cosséé
al.,, 1997). Die autosomal-rezessiv vererbten Formeginben in der Regel vor der

Pubertat, die autosomal-dominanten Formen spéter.

Tab. 1.1 Klassifikation der Ataxien nach Harding (1983)Yulockgether (1995)

Hereditare Ataxien Nicht-hereditare Ataxien
Autosomal-dominante Ataxien Multisystematrophie, cerebelléarer Typ
Spinocerebelldre Ataxien 1-28 Sporadische idiopathische Ataxie

Dentatorubro-Pallidolysiale Atrophie Symptomatische Ataxie
Episodische Ataxie alkoholtoxischer Genese
Morbus Gerstmann-Straussler-Scheinker sonstiger toxischer Genese
Autosomal-rezessive Ataxien bei Hypothyreose
Friedreich-Ataxie bei Malabsorptionssyndrom
Ataxia telangiectatica (Louis-Bar-Syndrom) paraneoplastischer Genese
Morbus Refsum physikalischer Genese

Vitamin-E-Mangelataxie
Abetalipoproteindmie

Das pathologische Kennzeichen der hereditaren Atast eine progrediente Degeneration
des Cerebellums, die sich in Stérungen der Beweskawgdination in Form von
Dysmetrie, Dysdiadochokinese, Stand-, Gang-, Rutapien, Tremor und Dysarthrie
auf3ern kann. Zusatzlich kdnnen atrophische ProZes$tiickenmark, im Hirnstamm, in
den Basalganglien, dem Sehnerv und der Retinaeserdftr Daraus resultiert eine Fulle
maoglicher extracerebellarer Symptome: Muskelatrephoder -spastiken, verdnderte
Muskeleigenreflexe, Verlust der epikritischen undtppathischen Sensibilitat, periphere
Polyneuropathien, Augenbewegungsstérungen, Retin@pa und extrapyramidale
Symptome wie ein Parkinsonsyndrom oder Chorea koandtreten (Klockgether, 1995;
Manto, 2005). Bei einigen hereditdren Ataxien kommaulRerdem Manifestationen
aul3erhalb des Nervensystems vor, so beispielsweeiseKardiomyopathie und Diabetes
mellitus bei der Friedreich-Ataxie (Harding, 1981} eleangiektasien und eine
Immundefizienz mit erhéhtem Malignitatsrisiko b&rdAtaxia telangiectatica (Taylor und
Byrd, 2005).

Die Diagnose einer Ataxie wird mittels klinischentdrsuchung, bildgebender Verfahren

und genetischer Tests gestellt. Teilweise ist didsvierig, da verschiedene Ataxien die
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gleiche Symptomatik aufweisen kdnnen, ein degeiveraProzess nicht sichtbar oder kein
genetischer Test etabliert ist.

Interessant ist, dass einige Formen der spinockiedre Ataxie bekannt sind, die mit
parkinsonoiden Symptomen (SCA1, SCA2, SCA3, SCAILAL17 und SCA21) und/ oder

mit einer Abnahme der kognitiven Fahigkeiten (SCATCA2, SCA3, SCA13, SCA17,

SCA19 sowie SCA21) einhergehen kdnnen (Manto, 2005)

1.1.2 Morbus Parkinson

Der Morbus Parkinson (MP) wurde erstmals von deglisthen Arzt James Parkinson in
seinem Aufsatz An essay on the shaking pél¢i?arkinson, 1817) erwahnt. Heute ist der
MP nach dem Morbus Alzheimer die zweithéufigsteradagenerative Erkrankung. Die
Pravalenz steigt mit zunehmendem Alter an und begtden Uber 65-Jahrigen bei 1,6 %,
bei den tber 80-Jahrigen bei bis zu 3,5 % (de &igd, 1997).

Pathophysiologisch liegt, vereinfacht dargesteditn Mangel des Neurotransmitters
Dopamin im nigrostriatalen System, woraus eine Bki@vitat hemmend wirkender
cholinerger Interneurone resultiert (Crossman, 20@0eser Transmittermangel ist die
Folge einer selektiven Degeneration dopaminergerdie des Mittelhirns, insbesondere
der Pars compactaler Substantia nigrgFearnley und Lees, 1991), aber auch ldesus
coeruleus Ein weiteres pathologisches Kennzeichen des M& sbg. Lewy-Korperchen.
Dies sind intrazellulare, eosinophile Einschluspkichen, die sich in den Utberlebenden
Neuronen deBubstantia nigrdinden

Die Krankheit zeichnet sich durch vier Kardinalsymmpe aus: Das Vorliegen eines
Ruhetremors mit einer Frequenz von 4 - 6 Hz, destnads erstes Symptom unilateral an
einer Extremitat auftritt; Bradykinese, die sichE. in Hypomimie und Mikrographie
aufRern kann; ein alle Muskelgruppen betreffendgoiRsowie der Verlust der Haltereflexe
(posturale Instabilitat) begriinden die klinischtglte Diagnose (Gibb and Lees, 1988).
Neben diesen Krankheitsmerkmalen konnen auch wigetaund psychische
Begleitsymptome auftreten. Im Durchschnitt entwioké0 % der Erkrankten im Verlauf
der Krankheit eine Demenz (Hughest al, 2000). Der Schweregrad der meist langsam
progredient verlaufenden Krankheit kann anhandutefied Parkinson’s Disease Rating
Scaledokumentiert werden (Falat al, 1987; Goetzt al, 2007).
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1.1.3 Parkinsonsyndrome und Uberlappungen mit Demexen

Der beschriebene MP ist die idiopathische Varia&e priméaren Parkinsonsyndroms (PS)
und stellt mit ungefahr 75 % die haufigste Erschegsform des PS dar und gehdrt zu den
primaren Formen dieser Krankheit. Weiterhin primBrgitaten sind die familiaren (oder
monogenen) Formen, auf die in Abschnitt 1.3.2 gdsdneingegangen wird. Die
Symptome des MP treten vollstandig oder teilweisehebei anderen Krankheiten auf, die
sich jedoch in Atiologie, Pathogenese und pathsldgin Kennzeichen von der
idiopatischen Variante unterscheiden. Auch klinessé&spekte wie das Erkrankungsalter,
das Verteilungsmuster der Symptome und deren Vohmaegen variieren. Zu diesen
Krankheiten z&hlen die sekundaren Formen des R®@nseErbkrankheiten und andere
neurodegenerative Krankheiten, die auch als Parkidus-Syndrome bezeichnet werden
(siehe Tabelle 1.2). Zu letzterer Gruppe gehoren Multisystematrophie (MSA), die
progressive supranukleare Blicklahmung (PSP), ditaobasale Degeneration (CBD) und
die Demenz mit Lewy-Korperchen (DLB) (Kompoliti ur@@loetz, 2005). Dabei wird als
Demenz eine erworbene, progrediente Beeintrachgigdar Gedachtnisfunktion und
weiterer kognitiver Fahigkeiten (z. B. SprachveredgFahigkeit zur Aufmerksamkeit)
oder exekutiver Funktionen (z. B. Organisationsd éipstraktionsvermégen) bezeichnet,
die derart gravierend ist, dass sie das Individuumseiner alltdglichen Funktion
einschrankt (American Psychiatric Association, 2000

Bei der PSP, der CBD und der DLB kommt es im Vdrlder Erkrankung zu einem
solchen Verlust cerebraler Fahigkeiten untersclulkedh AusmalRes. Weitere Beispiele fur
die Uberlappung des Phanotyps eines PS und einerele sind die frontotemporale
Demenz mitParkinsonismgekoppelt an Chromosom 17 (FTDP17) als auch detbio
Alzheimer. Diese Krankheiten bilden somit Ubergdogaen zwischen hypokinetisch-

rigiden Bewegungsstorungen und Demenzen.
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Tab. 1.2 Klassifikation parkinsonoider Krankheiten nachrimliti und Goetz (2005)

Primare Sekundare Parkinson-Plus- Hereditare
Parkinsonsyndrome Parkinsonsyndrome Syndrome Krankheiten
Idiopathischer « Vaskular . CBD « Morbus Wilson
Morbus Parkinson . Traumatisch . DLB . SCA
Familiares . Postencephalitisch «+ FTDP17 . Chorea Huntington
Parkinsonsyndrom | Neoplastisch - MSA - Morbus Gaucher
Dopa-responsive . Psychogen . PSP . Morbus Fahr
Dystonie Metabolisch « Hallervorden-Spatz-
Infektits Syndrom
Toxisch
Medikamentds
Hydrocephal

CBD, Corticobasale Degeneration; DLB, Demenz miivi&Korperchen; FTDP17, Frontotemporale
Demenz mit Parkinsonism gekoppelt an Chromosom 17; MSA, MultisystematrephPSP,
Progressive supranukleare Blicklahmung; SCA, Sgneleellarer Ataxie

1.1.4 Neuroleptika-induzierte Bewegungsstérungen

Neuroleptika (NL) werden seit 1950 zur Therapie &ehizophrenie eingesetzt. Bald
darauf finden sich in der Literatur die ersten Blete Uber Bewegungsstorungen, die im
Rahmen der Therapie auftreten konnen (SchonecRér; ISigwaldet al, 1959). Heute
werden die auftretenden Stérungen in solche eiilgetiie kurz nach Therapiebeginn
auftreten, wie Fruhdyskinesien, ein sekundares iRaoksyndrom und Akathisien, und
solche, die erst nach langerer Therapiedauer ichEnsung treten, wozu Spatdyskinesien
zahlen. Stets handelt es sich um repetitive, unilegje und ungerichtete Bewegungen;
dass verschiedene Stdorungen bei demselben Patigiietan, ist mdoglich. Weitere
Angaben zur Symptomatik, zum Verlauf und zu den rapiemdglichkeiten dieser
Nebenwirkungen sind in Tab. 1.3 aufgefuhrt (Cad€90).

Die Angaben zur Gesamtpravalenz der Syndrome sdtemanwischen 29 - 65 % (Ayd,
1961; McCreadieet al, 1992; Lenceret al, 2004), was durch die Heterogenitat der
untersuchten Populationen, die Verwendung untezdtibher Bewertungsskalen und die
Anwendung verschiedener NL bedingt sein kann.

Die Nebenwirkungen werden haufiger durch die attédé (Leitsubstanz: Haloperidol) als
durch die neueren, sog. atypischen NL (Leitsubst@bazapin) hervorgerufen (Janmd

al., 2004). Der pathophysiologische Mechanismus istemier Blockade des zentralen-D
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Dopaminrezeptors verbunden, wobei Differenzen zZwasctypischen und atypischen NL

gegenwartig diskutiert werden (Casey, 2004).

Tab. 1.3 Neuroleptika-induzierte Bewegungsstorungen

Frihdyskinesie Parkinsonsyndrom Akathisie Spatdyskiesie
Symptomatik Torticollis, Tremor, Rigiditdt,  Allgemeine Unruhe, Schmatz- und
Sprach- und Bradykinesie Bewegungsdrang, Kaubewegungen,
Schluckstérungen, Trippelbewegungen Protrusion der
periorale Zunge, choreatisch-
Spasmen, okulo- athetotische
gyrische Krisen Bewegungen der
Extremitaten
Latenz Stunden bis Tage  Tage bis Wochen Wochekdimte Monate bis Jahre
Therapieerfolg* Sehr gut Gut Kaum Verschlechterung
des Zustandes
Reversibilitat Rasch Langsam Langsam Langsam; @iur b

wenigen Patienten

*mit Anticholinergika

1.2 Annaherung an die Atiologie von Krankheiten

1.2.1 Entwicklung eines Krankheitsmodells

Die genetische Information fur die Auspragung voarkinalen tragen die linear auf den
Chromosomen angeordneten Gene. Dabei kdnnen erele#s Gen (monogen), einige
(oligogen) oder viele Gene (polygen) am Zustandekemeines Merkmals beteiligt sein
(siehe Abbildung 1.1). Liegen Storungen im genégsc Programm von Zellen und
Geweben vor, ist es moglich, dass die Merkmalsdigsmg krankhaft ist. Andererseits ist
es moglich, dass externe Faktoren aus der Umwadttdauf den Organismus einwirken,
dass es auch ohne die Verdnderung der genetisaf@mation zur Entwicklung einer

Krankheit kommen kann. Zwischen diesen beiden Edreeciner rein endogen oder rein
exogen bedingten Krankheit, befindet sich ein bsetbpektrum moglicher Interaktionen
zwischen genetischer Pradisposition und auslosebdeweltfaktoren, die die Krankheit

entstehen lassen kénnen und zugleich ihren Auspgigmad bestimmen. Man spricht

dann von multifaktoriell bedingten Krankheiten.



Einleitung 7

Monogen

Kurze
Exposition
Gene \
Oligogen +
Umwelt /
Lange
Exposition

Polygen

Gene Umwelt

Abb. 1.1 Modell zur Entstehung von Krankheiten, wie zdBs Parkinsonsyndrom

Es gibt nun Krankheiten, die, bildlich gesprocheur, einen Teil des Modells in Anspruch
nehmen, da sie nur genetisch oder nur umweltbedanggelost werden. Fir andere
Krankheiten konnte gezeigt werden, dass sie durame eVielzahl mdglicher
Kombinationen des gesamten Spektrums verursachtlewekonnen; dies wird in

folgendem Abschnitt am Beispiel des Parkinsonsymdrgerdeutlicht.

1.2.2 Pathogenese des Parkinsonsyndroms und seinsathenvielfalt

Gegenwartig werden zwei verschiedene zellulare h8éghselsysteme fir den
Zelluntergang in derSubstantia nigraverantwortlich gemacht: eine Dysfunktion der
Mitochondrien einerseits und eine Stérung des Abhamun Proteinen, der vom Proteasom
vollzogen wird, andererseits. Beide Systeme undrdktionen untereinander fiilhren zu
einer erhohten Belastung der Zelle durch oxidati8émress, was letztendlich den Zelltod
bewirkt (zusammengefasst bei Abou-Sleineaal, 2006).

Mittlerweile sind mehrere monogen vererbte Formehkabnt. Beispielsweise wurde im
Jahr 1997 einanissenséviutation in dem Gem-Synuclein(SNCA entdeckt, die ein
autosomal-dominant vererbtes familiares Parkinsotim verursacht (Polymeropoulos
et al, 1997). Weitere die Aminosauresequenz verandeMdttionen (Krlgeret al,

1998; Zarranzt al, 2004) sowie Duplikationen und Triplikationen dgens (Singletoet
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al., 2003; lbanezt al, 2004) kamen hinzu, die teilweise zusatzlich emdParkinson-
Phanotyp Symptome einer Demenz zeigen. Das Pro8NCA wurde als ein
Hauptbestandteil der pathologischen Lewy-Koérperciaemtifiziert (Spillantini et al,
1997) und die Hypothese generiert, dass das naufdtein sich zu Aggregaten formiert,
die die Funktion des Proteasomens negativ beesd#iusund die Bildung toxischer
Sauerstoffradikale beginstigen (Abou-Sleireaal., 2006).

Aggregate des SNCA finden sich aber auch bei Ratiemit idiopathischem Morbus
Parkinson, ohne dass eine der seltenen Mutatione@en vorliegt. Vor kurzem zeigte
eine Metaanalyse, dass ein Polymorphismus im Pemuss Gens in einer an Morbus
Parkinson leidenden Population haufiger vorkommts ain einer gesunden
Kontrollpopulation (Maragagnoret al, 2006). Der Polymorphismus konnte somit als
genetischer Risikofaktor etabliert werden, der pahologische Formation der Lewy-
Kdrperchen zwar nicht kausal bedingt, aber fordemmn. Damit die Krankheit letztendlich
ausbricht, mussen aber noch weitere beginstigealtoren hinzutreten. Diese kénnen
genetischer Art sein, aber auch in der Interakti@s Individuums mit seiner Umwelt
bestehen.

So konnte beispielsweise eine Assoziation zwisdAgnder beruflichen Exposition mit
Herbiziden, Pestiziden sowie dem Beruf des Landwirtd (B) dem Risiko fir MP gezeigt
werden (Gorellet al, 1998). Eine Metaanalyse bestatigt diese Ergsbnisid betont
aulRerdem das landliche Leben wund den Konsum vonnnBnwasser als
umgebungsbedingten Risikofaktor (Priyadarshal, 2001). Die Hypothese ist, dass der
vermehrte Kontakt mit den aggressiven Substanzerotexisch wirkt. Unterstitzt wird
diese Hypothese durch hdhere Insektizidkonzentratian derSubstantia nigradie bei
Autopsien von MP-Patienten im Vergleich zu gesund@mtrollen gefunden wurden
(Corriganet al, 2000). Aber auch diese Ergebnisse implizierassdveitere genetische
sowie umweltbedingte Risikofaktoren an der Verunsag der Krankheit beteiligt sein
mussen.

Es sind auch Falle bekannt, die belegen, dassypgasihie Krankheitsbild ausschlief3lich
durch Umweltsubstanzen ausgelost werden kann, waan nals sekundares
Parkinsonsyndrom bezeichnet. 1983 erschien eindikBtibn Uber 1-Methyl-4-phenyl-
1,2,5,6-tetrahydropyridin (MPTP), einem Inhibita@rdnitochondrialen Atmungskette, das

bei Drogenabhangigen nach intraventser Applikatam schweres Parkinsonsyndom
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ausloste (Langstoet al, 1983). MPTP wird heute im Tierversuch benutat, @in Modell
fur das Parkinsonsyndrom zu gewinnen (zusammergjdfasBovéet al, 2005).

Es wird ersichtlich, dass ein Parkinsonsyndrom hiureine Vielzahl maoglicher
Kombinationen von Faktoren ausgeldst werden karerem vollstandige Enthillung ist
besonders bei einer multifaktoriellen Atiologie widrig. In der vorliegenden Arbeit liegt

der Schwerpunkt auf der Untersuchung genetischdpfen.

1.2.3 Methoden zur Identifizierung von Krankheitsgeen

Die Identifizierung von krankheitsverursachendem&eim menschlichen Genom &ahnelt
der sprichwortlichen Suche nach der Stecknadel ieuhdufen. Das gesamte Genom
umfasst 3.000.000.000 Basenpaaren (bp) und beatehtungefahr 20.000 bis 25.000
Genen International Human Genome Sequencing Consort@04). Ein einzelnes Gen
umfasst wahrscheinlich durchschnittlich 20.00036000 bp, von denen letztendlich nur
ein geringer Teil (ca. 10 %), die Exons, fur dast€in kodieren. Der grof3te Teil des
Genoms besteht somit aus nicht-kodierenden Bemisireerhalb der Gene, den Introns,
und intergenischen Bereichen. Es wird vermutets désse Uber regulatorische Effekte die
Genexpression beeinflussen kdonnen. Sowohl in deang&xals auch in den nicht-
kodierenden Bereichen koénnen Veranderungen urséichilir die Entwicklung einer
Krankheit sein. Eine gute Strategie ist notwendig) genetische Determinanten des
menschlichen Phanotyps in dieser Fille von Infoimmatusfindig zu machen. Je nach
vermutetem genetischem Aspekt einer Krankheit (rgenobis multifaktoriell), gibt es
verschiedene Herangehensweisen an diese Herausiogde

Ein Indiz fir eine monogen verursachte Krankhditilis gehauftes Auftreten innerhalb
einer Familie. Unter gunstigen Bedingungen, etwamnwedie zugrunde liegende Mutation
keiner reduzierten Penetranz (trotz vorliegendetatilon tritt kein typischer Phanotyp auf)
unterliegt und eine Phanokopie (die genetische dbiss@iner Krankheit ist bei betroffenen
Mitgliedern einer Familie unterschiedlich) ausgdssben scheint, lasst sich die Vererbung
der Krankheit innerhalb eines Stammbaums verfoldg@e. Humangenetik bedient sich
gerne solch interessanter Familien, um mittels epasitionellen Klonierungsverfahrens

das zugrunde liegende Gen zu identifizieren. Dalx@l sich der letztendlich erwiinschten
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Sequenzierung des betroffenen DNA-Abschnitts UbeBéstimmung seiner Lokalisation
im menschlichen Genom gendhert. Die hierbei veretndMethode ist die
Kopplungsanalyse. Ihr Prinzip beruht darauf, daseltannte Gen, dessen Verénderung der
Krankheit ursachlich zugrunde liegt, durch eine gm®am beobachtete Vererbung,
bezeichnet als Kopplung, mit bekannten und dabstedh Markern zu lokalisieren (siehe
hierzu auch Abschnitt 8.1.1). Wenn keinerlei Ans@linkte vorliegen, wo sich eine
Mutation befinden kénnte, kann eine genomweite Kapgsanalyse durchgefihrt werden,
was im Rahmen dieser Arbeit fir Familie R vorgen@nnwurde. Existieren bereits
Hinweise dafir, auf welchem Abschnitt eines Chroones sich das verantwortliche Gen
befindet, wird die Region im Rahmen einer Feinkauing naher erschlossen (siehe
Abschnitt 8.1.2). Die vorliegende Arbeit fuhrt diesi drei Familien M, K und P mit einem
familiarem Parkinsonsyndrom fir eine ausgewéhlteahh bereits beschriebener Genorte
durch.

Im Unterschied zur Kopplung, die die Beziehung ekisdener Loci zueinander
beschreibt, stellt eine Assoziation eine statibBs@eobachtung Uber das gemeinsame
Auftreten von Allelen und Phanotypen dar. Innerhath Familien fihrt eine bestehende
Kopplung daher auch zu einer Assoziation. Zwischieht verwandten Individuen ist die
Ermittlung einer Kopplung nicht zulassig. Hier komallein die Assoziationsstudie in
Betracht, um den Beitrag einer genetischen Variaateinem Phanotyp zu ermitteln. Sie
ist eine gangige Methode zur Untersuchung von molygnd multifaktoriell bedingter
Krankheiten. Mit Hilfe einer Assoziationsstudie ergtucht man, ob sich eine genetische
Variante in einem Patientenkollektiv statistisopngikant haufiger oder seltener findet als
bei gesunden Kontrollindividuen. Des Weiteren kanman, dahnlich einer
Kopplungsanalyse, unter Verwendung vieler tber@asom verteilter Marker eine neue
Kandidatenregion identifizieren. Ersteres wurdedér vorliegenden Arbeit durchgefiihrt
und drei Polymorphismen eines Kandidatengens fgr gtanare Parkinsonsyndrom auf
eine Assoziation in zwei verschiedenen Fall-KomRapulationen untersucht. Nahere
Informationen zum Design einer Assoziationsstuden zu verwendenden Markern und
der Beurteilung solcher Studien finden sich im AmhéAbschnitt 8.1.3).
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1.3 Bekannte genetische Aspekte

Mit Hilfe der in Abschnitt 1.2.3 vorgestellten Meitlen gelingt es, bei der Suche nach
Mutationen, die eine Krankheit auslésen oder betiges, findig zu werden. Die Erfolge
systematischer genetischer Analysen der in diedegiduntersuchten Krankheiten werden
nun vorgestellt.

1.3.1 Genetik der spinocerebellaren Ataxien

Das Spektrum der autosomal-dominanten spinoceéeberllAtaxien (SCAs) umfasst 28
Loci, von denen bis heute 14 Gene identifiziert dreur (vgl. Tab. 1.4). Bei der Mehrheit
der berichteten Mutationen handelt es sich um kieuntid-RepeatExpansionen der
Basenfolge CAG, welche fur die Aminosaure (AS) @inin kodiert. Die entstehenden
Polyglutaminketten aggregieren und fiihren zum @el{zusammengefasst bei Zoghbi und
Orr, 2000). Haufig wird eine inverse Beziehung ohen der LAnge dé&epeatExpansion
und dem Erkrankungsalter beobachtet. Ein typiscReg&nomen der SCAs ist die
Antizipation, was bedeutet, dass die Krankheit W&eneration zu Generation friher
ausbricht. Dies kommt durch eine instabile Veregoanstande, bei der sich dRepeat

Expansion verlangert.

Tab. 1.4:Subtypen der spinocerebellaren Ataxien

Subtyp Locus Protein Mutation OMIM

SCAl 6p23 Ataxin 1 CAG-RP 164400
SCA2 12924.13 Ataxin 2 CAG-RP 183090
SCA3 14932.12 Ataxin 3 CAG-RP 607047
SCA4 16qg24-qter n. b. n. b. 600223
SCA5 11g13.2 Beta-lll spectrin D, MM 600224
SCA6 19p13 CACNA1A CAG-RP 183086
SCA7 3p21.1-p12 Ataxin 7 CAG-RP 164500
SCAS8 13921 Kelch-like 1 CTG-RP 603680
SCA9 reserviert n. b. n. b. n. b.

SCA10 22913 Ataxin 10 ATTCT-RP 603516

SCAll 15q14-921.3 n. b. n. b. 604432
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Fortsetzung der Tabelle 1.4

Subtyp Locus Protein Mutation OMIM
SCA12 5q31-933 PPP2R2B CAG-RP 604326
SCA13 19913.3-q13.4 KCNC3 MM 605259
SCAl4 19913.4 PRKCG MM 605361
SCA15 3p26.1-p.25.3 n. b. n. b. 606658
SCA16 8qg22.1-q42.1 n. b. n. b. 606364
SCA17 6q27 TBP CAG-RP 607136
SCA18 7922-932 n. b. n. b. 607458
SCA19 1p21-g21 n. b. n. b. 607346
SCA20 11p13-gql1 n. b. n. b. 608687
SCA21 7p21.3-p15.1 n. b. n. b. 607454
SCA22 1p21-g21 n. b. n. b. 607346
SCA23 20p13-p12.3 n. b. n. b. 610245
SCA24 1p36 n. b. n. b. 607317
SCA25 2p21-p153 n. b. n. b. 608703
SCA26 19p13.3 n. b. n. b. 609306
SCA27 13934 FGF14 MM 609307
SCA28 18p11.22-gq11.2 n. b. n. b. 610246
DRPLA 12p13.31 Atrophin 1 CAG-RP 125370

D, Deletion; DRPLA, Dentatorubrale-Pallidolysialéréphie; MM, Missense Mutation; n. b., nicht bekgnn
OMIM, online mendelian in mafittp://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim); RARepeatExpansion

1.3.2 Familidres Parkinsonsyndrom

Die Ursache eines Parkinsonsyndroms (PS) kann,beteits dargestellt, vielfaltig sein
und bisher ist eine vollstandige Aufklarung schygeFir einige Familien mit autosomal-
dominant oder -rezessiv vererbtem PS ist dies tisegelungen, und so wurden seit 1997
dreizehn Genorte kartiert, die mit einem familiaeder monogen vererbten) PS assoziiert
sind. Von diesen konnten bis heute acht Gene iiaatt werden (siehe Tab. 1.5).

Zu den autosomal-rezessiven Formen des familiaBegdPéren Mutationen in den Genen
Parkin (Kitada et al, 1998), PINK1 (Valenteet al, 2004a) undDJ-1 (Bonifati et al,
2003). Sie sind mit einem frihen Krankheitsbegissoaiiert und werden daher auch als
early-onset parkinsonism(EOP) bezeichnet. Weiterhin ist fir sie ein lamgss
Voranschreiten der Krankheit typisch (Hedrethal.,2002).
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Tab. 1.5:Genorte des familiaren Parkinsonsyndroms

Akronym Erbgang Region Protein Referenzen
PARK1 AD 4921-923 a-Synuclein Polymeropoulcet al, 1997
PARK2 AR 6025.2-027 Parkin Kitadet al, 1998
PARK3 AD 2p13 n. b. Gassat al, 1998
PARKA4 AD 4021-923 a-Synuclein* Singletoret al, 2003
PARKS5 AD 4p14 UCHL1 Leroyet al, 1998
PARK6 AR 1p35-p36 PINK1 Valentet al, 20044
PARK7 AR 1p36 DJ-1 Bonifatet al, 2003
PARKS AD 12cen LRRK2 Paisan-Ruizt al, 2004;
Zimprichet al, 2004
PARK9 AR 1p36 ATP13A2 Ramirezet al.,2006
PARK10 n. b. 1p32 n. b. Hicks et al, 2007
PARK11 n. b. 2036-937 n. b. Pankratzet al, 2003
PARK12 X Xg21-925 n. b. Pankragt al, 2003
PARK13 n. b. 2p12 HTRA2 Straust al, 2005

*erste beschriebene Genmutatitifartierung des Locus; *Identifikation einerSynucleirTriplikation; AD,
autosomal-dominant; AR, autosomal-rezessiv; mibht bekannt; X, X-chromosomal

Mutationen imParkin-Gen wurden am H&aufigsten beobachtet (Llclahgl, 2000; Klein

et al, 2005b). Das Spektrum der Uber 100 identifiziefamkin-Mutationen reicht von
Einbasenpaarsubstitutionen oder -deletionen biszhieletionen oder Multiplikationen
ganzer Exons, die auch als Gendosis-Veranderungegidhnet werden. Diese Gendosis-
Veranderungen wurden bei Uber 50 % alfarkin-Mutationstrager gefunden. (Hedrieh
al., 2001; Hedrictet al, 2004a). Gegenwartig diskutiert wird die Rolle deterozygoten
Mutationstrager: In verschiedenen Studien konnteeige werden, dass insbesondere bei
alteren Patienten mit idiopathischem Morbus Paddnketerozygotdarkin-Mutationen
vorliegen (Westet al, 2002; Hedrictet al, 2002; Kharet al, 2005; Suret al, 2006). Auf
der anderen Seite gibt es Untersuchungen, die kkdilmterschied in der Haufigkeit von
heterozygoten Mutationstragern bei gesunden Prapamnarglichen mit MP-Patienten
aufweisen (Lincolret al, 2003; Munhozt al, 2004, Kayet al, 2007). Das Parkin-Protein
ist an der Protein-Degradation als Ubiquitin-Proteigase (E3-Protein) beteiligt. Es ist
nicht eindeutig geklart, wie ein Verlust dieser kiwn zur Degeneration von Neuronen
fuhrt. Es wird jedoch vermutet, dass Parkin einehtige Funktion zum Schutz der Zellen
vor oxidativem Stress besitzt (Greesteal, 2005).

Die GenePINK1 undDJ-1 sind weitere Gene fur autosomal-rezessiven EOPwerden

ebenfalls in Zusammenhang mit oxidativem Stredsutisrt (Bonifatiet al, 2003; Valente
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et al, 2004b). Mutationen iRINK1 findet man mit einer Frequenz von ca. 5 % (Valette
al., 2004b) und inDJ-1 bei etwa 1 % der EOP-Patienten (Abou-Sleimatial, 2003).
Neben Punktmutationen, kleinen Deletionen und treseen sind fur die beiden Gene auch
einige Gendosis-Veranderungen bekannt (Bongtdl, 2003; Hedriclet al, 2004b, Liet

al., 2005; Marongitet al., 2007). FUrPINK1 gibt es zudem Hinweise, dass heterozygote
Mutationen einen Suszeptibilitatsfaktor fur das @&stellen (Criscuolcet al, 2006;
Hedrichet al, 2006; Hilleret al, 2007; Kleinet al, 2007). FuDJ-1 sind noch zu wenige
Daten bekannt, um Uber die Rolle heterozygoter Martstrager urteilen zu kénnen.

Vor Kurzem wurde imPARKSLocus das GeATP13A2als urséachlich fur die Kufor-
Rakeb-Krankheit ausgemacht (Ramimtzal, 2006). Der Phanotyp der Krankheit zeigt
neben einem PS auch pyramidale und dementielledetn{Williamset al, 2005).
Alpha-SynucleiSNCA) (Polymeropoulost al, 1997),UCHL1 (Leroyet al, 1998) und
LRRK2 (Paisan-Ruizet al, 2004; Zimprichet al, 2004) gehoren zu den autosomal-
dominant vererbten Formen des familidren PS. Nebernverschiedenen Punktmutationen
wurden auch Duplikationen bzw. Triplikationen degs@mten a-SynucleirGens
beobachtet, die ebenfalls zu dem charakteristisdPlggnotyp fuhren (Singletoet al,
2003; Ibanezt al, 2004). Die haufigste Ursache fir das autosomaitdant vererbte PS
bilden jedoch Mutationen des Geh&®RK2 Bisher wurden ungefahr 20 verschiedene
Mutationen identifiziert. Eine der Mutationen, dis055G/A (p.Gly2019Ser), wurde mit
einer Haufigkeit von 5 - 6 % bei mehreren grof3emikan mit dominantem Erbgang
gefunden (Nicholset al, 2005), aber auch bei 1 - 2 % der Patienten olandlifire
Haufung (Gilkset al, 2005). LRRK2 ist das erste Gen, das eine Rolle beim spater
beginnenden primarem PS zu spielen scheint, dandt#ere Erkrankungsalter von
Patienten mitRRK2Mutationen bei 50 - 70 Jahren liegt. Das ProtédRRK2 kodiert fur
eine Proteinkinase, weshalb vermutet wird, dass KRRine Rolle im intrazellularen
Signaltransfer spielt (Smitket al, 2006). Es wurde gezeigt, dass Mutationen zureine
Erh6hung der Kinase-Aktivitat fihren (Gloeckmtral, 2006).

Die Genorte PARK1Q PARK11l, PARK12konnten mittels Assoziationsstudien und
Kopplungsanalysen als weitere Kandidatenregionemtifiziert werden; Mutationen
wurden allerdings noch keine gefunden (Hieksal, 2002; Maraganoret al, 2005;
Pankratzet al, 2003a und 2003b). In bislang einer Studie wuedlee heterozygote
Punktmutation in dem GemMTRA2 (PARK13 bei vier von 518 Parkinsonpatienten
gefunden (Straust al, 2005).
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1.3.3 Suszeptibilitatsgene fur primare Parkinsonsysirome

Auf der Suche nach genetischen Faktoren, die faraili und idiopathische
Parkinsonsyndrome verursachen kénnten, wurden eiehdér Polymorphismen in einer
Vielzahl von Genen untersucht. Mit Hilfe dieser #astionsstudien konnte fur einige
genetische Varianten in mehreren Studien Ubereins#ind eine erhdhte Suszeptibilitat
(Anfalligkeit) fur die Krankheit festgestellt wendeDiese kénnte dadurch hervorgerufen
werden, dass die Varianten direkt zur Pathogenegeagen, dass sie die Penetranz der
Krankheit erhéhen, das Alter bei Erkrankungsbegianken oder einen permissiven Effekt
auf schadliche endogene oder exogene Substanzem H#lein und Schlossmacher,
2006). Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2000 zeigteiéiGeneMonoaminooxidase B
(involviert in die Verstoffwechselung von DopamimlN;Acetyltransferase 2Zbeteiligt an
der hepatischen Entgiftung Phase 1l) und die maadhnial kodierten Gen&lutathion-S-
Transferase Theta andtRNA™" einen positiven Zusammenhang mit MP auf (€&,
2000). Bei vielen Genen, fur die in einer Studieeehssoziation mit MP hergestellt wurde,
lied sich das Ergebnis in weiteren Studien niclplizeeren. Da Suszeptibilitat keinen
kausalen Zusammenhang aufdeckt, sondern ledigtmtielgive und permissive genetische
Faktoren identifiziert und der Einfluss dieser ea&h in verschiedenen Stichproben
unterschiedlich grol3 sein kann, sollte eine solthestimmigkeit nicht Uberbewertet
werden. Die endgiltige Evaluation ihrer Einwirkuiagf die multifaktorielle Genese
primarer Parkinsonsyndrome ist damit aber ebenbwisdg. Eine Auswahl diskutierter
Gene befindet sich im Anhang (Tab. 8.1). An dieSe&lle sollen exemplarisch zwei
Suszeptibilitatsgene vorgestellt werden.

Das Isoenzym CYP2D6 (Debrisoquin-4-hydroxylase)dgehur Familie der Cytochrome
P450, welche in die erste Phase der hepatischagiftdng involviert ist. Dabei Gberfihrt
es zahlreiche endogene und exogene Substanzen shaoxen in elektrophile
Zwischenprodukte. Entsprechend ihrer Umsatzgesachgherit werden genetische
Varianten vorCYP2D6in langsame, normale und ultraschnelle Phanotypégrschieden.
Die Vermutung lautet, dass es aufgrund einer langsan Entgiftung zur Akkumulation
potentieller Neurotoxine wie z. B. Pestizide komdig schadlich auf diS8ubstantia nigra
wirken kénnen. So gibt es Studien, die eine AssimriazwischenCYP2D6Varianten,
Pestizidexposition und dem Auftreten von MP bele¢fdanget al, 2004; Elbazet al,
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2004). Andere Studien konnten diese Beobachtundesign nicht bestatigen (Payasti
al., 2001).

Das Produkt desMAPT-Gens ist das Protein Tau, welches an der Orgammsaind
Instandhaltung des Zytoskeletts beteiligt ist. 8eizellulare Akkumulation in
hyperphosphorylierter Forrméurofibrillary tangles)ist ein pathologisches Kennzeichen
der Tauopathien, zu der beispielsweise die FTDROhOG (Huttonet al, 1998). Daneben
existiert eine Reihe von Polymorphismen, die gesasim als sogenannter H1-Haplotyp
auftreten und in dieser Formation als genetischistkétaktor fir MP gewertet werden.
Studien mit grof3en Stichproben von Skippeal. (2004) und Mamalet al (2005) sowie
eine Metaanalyse von 14 Publikationen (Zhahgl, 2005) kommen Ubereinstimmend zu

diesem Ergebnis.

1.3.4 DadVIDR1-Gen als weiterer Kandidat ftr das Parkinsonsyndrom

Das MDR1 (Multidrug Resistance )iGen ist auf dem langen Arm von Chromosom 17
lokalisiert. Es besteht aus 29 Exons, die fur &1823 bp lange cDNA kodieren (Chen
al., 1986). Das Produkt dedDR1-Gens ist das Permeabilitats-Glykoprotein (P-GR). E
handelt sich dabei um ein 1.280 Aminosauren lanfjé8,kD schweres, transmembranes
Protein, das zu der Familie d&i P-binding cassettBroteine gehort. Das P-GP ist in der
Lage, unter Verbrauch von ATP seine Substrate ven idtrazellularen auf die
extrazellulare Seite der Zellmembran zu beférdeasgmmengefasst bei Gottesnearal,
1995).

Neben seiner schon frihzeitig beobachteten ExmressiTumorzellen (Juliano und Ling,
1976), findet sich das P-GP in vielen gesunden Gewedie eine Ausscheidungs- und/
oder Barrierefunktion besitzen, wie beispielsweise Darmmukosa, der Leber und der
Niere. So findet es sich auch in der Blut-Hirn-Setke (Cordon-Cardet al.,1989). Diese
besteht aus Endothelzellen, die dutayht junctions miteinander verbunden sind und
zusatzlich von Gliazellen ummantelt werden. Dieseoinung verhindert, dass es zu
einem ungehinderten Ubertritt von im Blut zirkuéeden lipophilen Stoffen in das
dahinter liegende empfindliche Gewebe des zentddkawensystems (ZNS) kommt. Hier
spielt das P-GP eine entscheidende Rolle: Aufgaander Lokalisation in der lumenwarts

gerichteten Membran der Kapillarendothelzellen B in der Lage, potentiell
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neurotoxische Stoffe wieder der peripheren Zirkakazuzufuhren (zellularer Efflux). Ein
schematischer Aufbau der Blut-Hirn-Schranke isAlbildung 1.2 dargestellt.

Abb 1.2 Vereinfachter Aufbau der Blut-Hirn-

Schranke. Die Endothelzellen der Kapillaren sind

ZNS (extrazellulare Flissigkeit)
durchtight junctionsfest miteinander verknupft

und nicht fenestriert, weshalb nur sehr kleine
Gliazelle
o [ } hydrophile Substanzen interzellular in das ZNS
tight junctions eindringen kdnnen; grofRere bendtigen spezielle
(@] . ..
O/ % » © I Transportersysteme, so z. B. Aminosauren und
)
Endothelzelle s? ADPOP Glukose. Lipophile Substanzen konnen die
* <vv ATF Barriere passiv durch Diffusion Uberwinden. Die
—
< P-GP I lipophilen Substrate des P-GP werden am
O Aminosauren Passive Diffusion o Glukose . o ) )
o °co T 5 Ubertritt in das ZNS gehindert, da es sie unter
@) @) @)
o oo © 5 o P-GP-Substrate — O Verbrauch von ATP wieder in das Kapillarlumen
. @)
Kapillarlumen o © © ° 5 zuriicktransportiert. Ihre Konzentration ist daher

im ZNS wesentlich niedriger als in der Kapillare.

Die detoxifizierende Funktion wurde erstmals dukctperimente arkKnock-OutMausen
nahegelegt (Schinkat al., 1994) und ist fir die verschiedenen Lokalisatiodes P-GP
charakteristisch. Der Transport erfolgt stets ie dRichtung, die eine beschleunigte
Eliminierung der Substanz aus dem angrenzenden lazelaeglinstigt.

Bis heute wurde eine Vielzahl von Substraten désPPidentifiziert (siehe Tab. 8.2 im
Anhang). Bei den meisten handelt es sich um Med#denverschiedener therapeutischer
Kategorien, wobei die Substrate eine hohe strultéukéariabilitat vorweisen. Das P-GP
besitzt daher im klinischen Alltag einen nicht ntarschatzenden Stellenwert: Im Bereich
der Tumortherapie mit Zytostatika ist ein Therapisagen aufgrund einer primaren oder
sekundaren  Uberexpression des Transporterproteirech nimmer  gefurchtet
(zusammengefasst bei Takataal., 2006). Auch Neuroleptika gehéren zu den Substraten
des P-GP und ihre Verteilung im ZNS wird von deitlxfPumpe beeinflusst. Es ist daher
maoglich, dass das P-GP bei der Entstehung von Nuzierten Bewegungsstérungen eine
Rolle spielt.

In den letzten Jahren wurde dd®R1-Gen auf das Vorhandensein vsingle nucleotide
polymorhpismgSNPs) untersucht. Insgesamt wurden 20 SNPs von Akkeitsgruppen
identifiziert (Hoffmeyeret al, 2000, Cascorbet al, 2001). Ein Teil der vorliegenden
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Arbeit beschaftigt sich mit drei dies®iDR1-SNPs: In Exon 21 ¢.2677G/T/A, in Exon 26
€.3320A/C und ebenfalls in Exon 26 ¢.3435C/T. Dienv Cascorbi erhobene
Genotypenverteilung dieser SNPs ist in Tabellei®.#Anhang aufgefuhrt. Bei dem SNP
€.3435C/T handelt es sich um eisiient mutation die keine Aminosauresubstitution im
Protein verursacht. Trotzdem konnte gezeigt werdess das Vorhandensein des Allels
3435T mit einer verminderten Expression und Fumkties P-GP in Enterozyten vivo
und in einer Subpopulation peripherer Leukozytemeliert (Hoffmeyeret al, 2000, Hitzl

et al, 2001). Eine Erklarung dafur kdnnten an Hepatorygemachte Beobachtungen
liefern, die zeigten, dass der SNP ¢.3435C/T dabiftit der mRNA ungiinstig beeinflusst
(Wang et al., 2005). In vielen Geweben, in denen P-GP exprimwird, scheinen
allelische Varianten des P-GP die Funktionalitat &éflux-Pumpe zu mindern. Die
unterschiedlichen Allele des SNP ¢.2677G/T/A fuheeim Einbau der AS Alanin (G),
Serin (T) bzw. Threonin (A) an Position 893 destéirs. Auch flr diesen SNP liegen
Untersuchungen zur Expression und Funktion vorjetiech widersprichliche Ergebnisse
zeigen: Einerseits wurde eine Assoziation der gectetn Variante mit einer verminderten
Expression von P-GP in plazentaren Trophoblastemnden (Tanabeet al, 2001),
andererseits wurde eine verstarkte Funkitiowitro wie auchin vivo bei Vorliegen des
Allels 2677T gezeigt (Kimet al, 2001). Zudem gab es Hinweise auf eine partielle
Kopplung der Allele 2677T, 3435T und eines weitef@NPs in den beiden zitierten
Studien. Eine weitere Studie konnte keine signiftkaAnderung der Expression und der
Funktion durch den SNP ¢.2677G/T/A zeigen (Kimcarf8ty et al, 2002). Fur den SNP
an Position 3320 in Exon 26, der zum Austausch @artamin (A) gegen Prolin (C) an
Position 1107 des Proteins flhrt, liegen bis jetmich keine Experimente zur
allelspezifischen Expressionsrate vor.

Vor Kurzem verglich eine Arbeitsgruppe die Integ@fritder Blut-Hirn-Schranke von
Patienten mit priméren Parkinsonsyndrom mit der \g@sunden Kontrollindividuen
(Kortekaaset al, 2005). Dazu verwendeten sie zur Messung dewvA&tides P-Gn vivo
die Detektierung radioaktiv markiertert’¢]-Verapamils mittels Positronenemissions-
tomographie (PET), welche zuvor als eine sensitieéthode zur Erfassung der Funktion
von P-GP etabliert worden war (Baat al. 2003). Die Ergebnisse von Kortekaatsal.
zeigten, dass die Parkinsonpatienten im BereichMigslhirns und der dorsalePonseine
Schwache der Blut-Hirn-Schranke gegentber gesuKdetrollen aufwiesen, also deren

Aktivitat der ATP-Pumpe herabgesetzt war. DiesesBnisse stutzen die Vermutung, dass
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Noxen durch einen ungehinderten Ubertritt in dasiptirenchym die Anfalligkeit fiir das
primare Parkinsonsyndrom erhéhen konnen und mads&nMDRI1-Gen zu einem
interessanten Kandidatengen.

Im Rahmen dieser Arbeit wird diesen Uberlegungen einer Assoziationsstudie
nachgegangen. Die Genotypenverteilung der obenfi@mgen haufigen SNPs wird in
einer Gruppe von Parkinsonpatienten im Vergleictemer Kontrollgruppe ermittelt. Da
wie oben erwahnt auch ein Zusammenhang bei detdboisg von Nebenwirkungen durch
NL bestehen konnte, wird in einer zweiten Fall-KohtStudie die hypothetische
Beziehung zwischen NL-induzierten Bewegungsstornngmd einer herabgesetzten
Effektivitat des P-GP untersucht.

1.4 Vorarbeiten

I Vorarbeiten zur genomweiten Kopplungsanalyse

Bei einer groRen Familie mit SCA (Familie R) wurdamachst zwei Familienmitglieder
(L-1671 und L-1689, vgl. Stammbaum in Abb. 8.1a) RapeatExpansionen in deSCA
Loci 1, 2, 3, 6, 7, 8 10, 1And 17 im Institut fir Humangenetik der Universitat Lukec
untersucht, um ausschlieBen zu kénnen, dass deroBpadurch eine dieser Ataxien
bedingt ist. Dabei wurden fir beide Proben Allelnwnormaler Lange nachgewiesen,
womit die Gene nicht als krankheitsverursachen@etracht kommen. Im Rahmen der
Vorarbeiten bestatigte sich eine im Jahr 2005 ehktde Mutation in dem Gen
DCTNXZDynactin fur L-1693 und V.3 (Munclet al, 2005). Sie wurde ebenso flr deren
Nachkommen L-1670, L-1672 und L-1683 nachgewie&ennte aber bei allen anderen
Familiemitgliedern, von denen genetisches Matemiail Verfligung stand, ausgeschlossen

werden (Rosenbohet al, eingereicht).
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I Vorarbeiten zu Feinkartierung, Mutationsanalyse und Gendosis-

Veranderungen bei Familien mit Parkinsonsyndrom

Fur Familie K, eine der drei Familien mit familiameParkinsonsyndrom, wurde in der
hiesigen Arbeitsgruppe bereits eine UntersuchungGineParkin, PINK1 und DJ-1 in
den Jahren 2002 bis 2005 im Vorfeld dieser Arbeitcdgefiihrt. Dabei wurde ein
Screeningauf Mutationen mit Hilfe desingle strand confirmation polymorphisi8SCP)-
Analyse vollzogen, wobei keine Verdnderungen der ABRnhzelstrangkonformation

entdeckt wurden.

1.5. Zielsetzung und Fragestellungen

In der vorliegenden Arbeit wird nach der genetisch€éomponente verschiedener

neurologischer Krankheiten in drei Populationendref verschiedene Arten gesucht.
I Familie R — Genomweite Kopplungsanalyse

Fur Familie R, in der vor allem Patienten mit SCAaRotyp auftreten, soll mittels
Haplotypisierung der kirzlich klonierte Gen®CAS als urséchlich fur die Krankheit
ausgeschlossen werden. Nach erfolgtem Ausschlusf# sme genomweite

Kopplungsanalyse durchgefihrt werden.

Lassen sich bei den betroffenen Mitgliedern der ikamaine oder mehrere Regionen auf
dem Genom identifizieren, die fur eine gekoppelerérbung eines Haplotyps und der
Krankheit sprechen, und somit das Vorhandenseier é@ausalen Mutation in einer dieser

Regionen wahrscheinlich macht?
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I Familie M, K und P — Haplotypisierung, Mutationsanalyse und Gendosis-

Verédnderungen

Fur drei Familien M, K und P, bei denen ein famég Parkinsonsyndrom auftritt, wird
eine Haplotypisierung der GenofARK1 bis PARK8 vorgenommen. An Genorten, die
nicht ausgeschlossen werden koénnen, schlielt sicle éVutationsanalyse der
entsprechenden Loci an. Zusétzlich sollen die Genauf bekannte Gendosis-
Veradnderungen untersucht werden, da diese mit dawdntionellen Mutationsanalyse

nicht aufgedeckt werden kénnen.

Kann bei den betroffenen Mitgliedern der Familien &enort identifiziert werden, der
eine Mutation in diesem Bereich wahrscheinlich ntacBelingt es, eine Mutation im

entsprechendePARK-Locus zu finden?

1l MDR1 — Zwei Assoziationsstudien

Zur Untersuchung, ob bestimmte Polymorphismen ME&RI1-Gens einen genetischen
Risikofaktor a) fur das priméare Parkinsonsyndrond ) fir das Auftreten von NL-
induzierten Bewegungsstérungen darstellen, werdeiGdnotypenverteilungen von einer
Gruppe Parkinsonpatienten und einer Gruppe psyduher Patienten, die durch
Neuroleptika unter Bewegungsstorungen leiden, nmere passenden Kontrollgruppe

verglichen.

[lla) Besteht fir Personen mit einem SNP an eimer drei ausgewahlten Positionen im
MDR1-Gen ein verandertes Risiko am priméaren Parkingadreyn zu erkranken als fur
gesunde Kontrollindividuen?

[lIb) Ist die Verteilung der genannten SNPs in ei@euppe von Patienten, die mit NL
behandelt wurden und darunter typische Bewegungsgién als Nebenwirkung
entwickelt haben, anders als in einer entsprechtedapierten Kontrollgruppe ohne

Entwicklung derartiger Symptome?
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2. PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patienten

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Patieménverschiedenen neurologischen
Erkrankungen molekulargenetisch untersucht. Dreimik@n weisen ein familidr
auftretendes Parkinsonsyndrom auf, eine weitereilltagehauft Ataxie zusammen mit
weiteren neurologischen Stérungen. An diesen Familkvurden Kopplungsanalysen
vollzogen. Zwei weitere Patientenkollektive und ulgehdrige Kontrollpopulationen
wurden im Rahmen von Assoziationsstudien untersudtg involvierten Personen hatten
ihr schriftliches Einverstandnis zu den Analysergefeen; die Untersuchungen waren
durch die lokale Ethikkommission genehmigt worden.

2.1.1 Familie R mit Ataxie und anderen neurologisodn Symptomen

Mitglieder der Familie R wurden in der Klinik fireMrologie des Universitatsklinikums
Ulm (Direktor: Prof. Dr. med. A. C. Ludolph) vorditg und dort von Frau Dr. A.
Rosenbohm untersucht. Es konnte ein sieben Gemeeatiumfassender Stammbaum
erstellt werden, der insgesamt aus 74 Familienmadgin besteht, von denen 24 erkrankt
waren. Der Stammbaum, in dem die untersuchten ichatwv mit L-Nummer
gekennzeichnet sind, ist in Abbildung 8.1a im Ardpabgebildet. Aus den ersten vier
Generationen sind alle Personen bereits verstorbehand von Krankenakten und
Beschreibungen durch Angehoérige konnten Daten remhklinischen Status erhoben
werden. Allerdings wurden Uber zwei Verstorbenkel(lund 111.2) keine sicheren Angaben
gemacht, weil die Tochter (L-1689) aufgrund einemignz keine verlassliche Aussage
mehr treffen konnte. Die Individuen IIl.1 und Ill.3ind daher beziglich ihres
Gesundheitsstatus mit einem ,?* in Abbildung 8.&&ennzeichnet (s. Anhang).

Von Familie R lagen Blutproben aus den drei jung$enerationen und von L-1689 vor.
Insgesamt konnte von 24 Personen Blut gewonnenenmnerdavon wurden 20 in die
Analysen eingeschlossen (Ausschluss von L-1684685]1 L-1691 und L-1692 aus
Kapazitatsgrinden). Die neun lebenden Betroffemeh 41689, die noch vor ihrem Tod
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untersucht werden konnte, zeigen ein breites Spektneurologischer Defizite. Am
haufigsten lag eine spinocerebellare Ataxie (SCa#) ausschliel3lich oder in Kombination
mit Blicklahmungen, kortikaler Demenz, Pyramidentwichen, Dystonie, Tremor und
Pallhypasthesie. Im Jahr 2005 wurde bereits furFdimilienmitglieder L-1693 und V.3
eine Mutation imDCTNL1 (Dynactin-Gen beschrieben, die im Fall von L-1693 einen
Suszeptilbitatsfaktor fur frontotemporale DemenZ @l darstellen kénnte bzw. im Fall
von V.3 fur amyotrophe Lateralsklerose (ALS) (Murathal, 2005). Das durchschnittliche
Erkrankungsalter der zehn Personen lag bei 37,8,& Jahren, die Krankheit verlief Gber
Jahrzehnte hinweg langsam progredient mit Ausnakee® ALS-Patienten, der nach
sechsjahriger Krankheit verstarb. Manner und Frauaren gleich haufig und in gleicher
Weise betroffen.

Die Informationen zur Symptomatik der zehn untelnseic Betroffenen sind in Tabelle 2.1
zusammengestellt. Da in der Familie R das klinisBié einer SCA Uberwiegt, wird sie

im Folgenden auch als SCA-Familie bezeichnet werden

Tab. 2.1 Klinische Daten zu zehn erkrankten Mitgliederm Bamilie R

2 8 o o 5 2 » 8§ B 8

24228 8 3 8 8%
- - - - - - -

Erhalt der Information

Personliche Untersuchung x X X X X X X

Telefonisches Interview X X

Krankenakte X X X X X X X

Klinisches Bild

Erkrankungsalter (Jahre) 15 61 54 35 49 40 35 23 4@7

Spinocerebelléare Ataxie X X X X X X X X

Befall 1. Motorneuron X X

Befall 2. Motorneuron X X

Kortikale Demenz X X X

Frontotemporale Demenz X

Dystonie

Blickparesen X X X

Tremor X

Pallhypaesthesie X
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2.1.2 Familien mit familiarem Parkinsonsyndrom

2.1.2.1 Familie M

Familie M ist eine Kernfamilie bestehend aus viatghtdern, welche von Herrn Dr. J.
Friedmann euroHealth Parkinson’s Disease and Movement Desoenter Rhode
Island, USA) betreut wird. Es handelt sich um easundes Elternpaar (L-2480 und L-
2477; vgl. Abb. 8.1b im Anhang) mit zwei Tochtetnrd478 und L-2479), die beide seit
vielen Jahren an einer Parkinson-Symptomatik riidm Erkrankungsbeginn leiden. Eine
dritte und alteste Tochter (L-2491), die ebenfalst dem frihen Erwachsenenalter
typische Parkinsonsymptome bot, war im Jahr 198@eiise verstorben. Bei der
durchgefuhrten Autopsie fand sich eine fir MP tgpes Pathologie mit Lewy-Kdorperchen
in derPars compactaler Substantia nigraWeitere Informationen sind in der Tabelle 2.2
aufgefuhrt. Von allen Familienmitgliedern stand Nalt zur genetischen Untersuchung

zur Verfligung.

Tab. 2.2:Klinische Daten von untersuchten Mitgliedern damilie M

DNA-Nr.  Geburtsjahr Geschlecht E;::;??\';gﬂ?es)' Symptome

L-2480 1937 m - Keine

L-2477 1941 w Keine

L-2478 1962 w 20 Typische Parkinon-Symptomatik

L-2479 1964 w 35 Atypisches Parkinsonsyndrom,
symmetrisch, kein Tremor, Spastiken

L-2491 n. b., gest. 1980 w 20 Typische Parkinson-Symptomatik

gest., gestorben; m, mannlich; n. b.; nicht bekamntveiblich

2.1.2.2 Familie K

Familie K ist eine Familie aus der Schweiz. Derelxphtient L-1435 (siehe Abb. 8.1c)
wurde im Jahr 2002 in der Klinik Zihlschlacht Paxgon-Zentrum, Schweiz (Direktor: Dr.
med. C. Gutknecht), bei Frau Dr. med. H. Lisitclakirorstellig. Zum damaligen Zeitpunkt
bot er eine fortgeschrittene Parkinson-Symptomatnk Akinese, Rigor, gestorter
Feinmotorik, Mikrographie und zeitweiligem Speidheds. Die motorischen Stérungen

fluktuierten stark. Die Diagnose stand damals lbemsit acht Jahren, der Patient war im
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Alter von 38 Jahren erkrankt. Die Familienanamresgab, dass beide Eltern des Patienten
ebenfalls an Parkinsonsymptomen litten. Die Toclitel437) wies einen essentiellen
Tremor auf. Die anamnestischen Angaben bestatgjtdnbei Vorstellung der genannten
Familienmitglieder. Auch einige gesunde Verwand&dlten ihr Blut zu Analysezwecken

zur Verflgung.

Tab. 2.2:Klinische Daten von untersuchten Mitgliedern damilie K

Erkrankungs-

DNA-Nr.  Geburtsjahr - Geschlecht 0" 5apre)

Symptome

L-1440 1929 m - Keine

L-1441 1933 m - Keine

L-1436 1926 w n. b Typische Parkinson-Symptomatik

L-1439 1951 m - Keine

L-1435 1954 m 38 Initial tremordominant, spatergagagte
Parkinson-Symptomatik vom Aquivalenz-
typ mit starken Fluktuationen

L-1438 1956 m - Keine

L-1437 1981 w n. b. Essentieller Tremor

m, mannlich; n. b., nicht bekannt; w, weiblich

2.1.2.3 Familie P

Bei Familie P handelt es sich um eine gréf3ere Famils dem nordfriesischen Raum, die
im Jahr 2005 in der Klinik fir Neurologie des Unisigtsklinikums Schleswig-Holstein
Campus Kiel (Direktor: Prof. Dr. med G. Deuschl)i béerrn Dr. med. F. Papengut
vorstellig wurde. Es konnte ein funf Generationemfassender Stammbaum rekonstruiert
werden, der 34 Personen umfasst, wovon zehn allggdichon verstorbemaren. Von den
verbliebenen 24 Individuen waren sieben von eineéidan Parkinson-Symptomatik
betroffen (vgl. Abb. 8.1d im Anhang). Vier der Eakkten willigten in eine Blutspende
ein, ebenso zehn der nicht betroffenen Familierredgr.

2.1.3 Patienten mit primarem Parkinsonsyndrom und kKontrollen

In einem Rekrutierungszeitraum von 1999 bis 200%den Blutproben von Patienten mit

primarem Parkinsonsyndrom und Kontrollen in der éitdgruppe Neurogenetik der
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hiesigen Universitdt gesammelt. Die Diagnose wan we@rschiedenen Bewegungs-
storungsspezialisten anhand tkrited Kingdom Parkinson’s Disease Society BrainkBa
Criteria (Gibb und Lees1988) gestellt worden. Insgesamt wurden 418 Patieim die in
dieser Arbeit durchgefuhrte Fall-Kontroll-Studiengeschlossen. Die Stichprobe setzte
sich aus 241 (57,7 %) Maéannern und 177 (42,3 %) dfrawusammen. Das
Durchschnittsalter der Patienten betrug bei derriRefung 56,0 £ 12,6 Jahre. Das
durchschnittliche Erkrankungsalter lag bei 45,2 3,11 Jahren (bei 353 bekannten
Angaben). Die Patienten waren unterschiedlichenisther Abstammung: 265 (63,4 %)
Deutsche, 59 (14,1 %) Italiener, 42 (10,0 %) Sert3an(8,9 %) Sudtiroler, 12 (2,8 %)
Hollander sowie Einzelpersonen aus Irland, der &iddkd Frankreich (je 0,23%). Soweit
bekannt, war keiner der in die Studie eingeschlumsdPatienten mit einem der anderen
Patienten verwandt.

Neben den Patienten wurden 185 Kontrollindividuedie Studie involviert. Davon waren
83 (44,9 %) Méanner und 102 (55,1 %) Frauen. Dagahnittsalter lag bei 50,9 + 13,0
Jahre. AuRerdem wurde die Kontrollpopulation hingich ihrer ethnischen Herkunft auf
die Patientenpopulation abgestimmt. Sie bestand 2B466,5 %) Deutschen, aus 61 (33,0
%) Serben und einem (0,5 %) Sudtiroler. Die dewscKontrollindividuen waren nach
grundlicher neurologischer Untersuchung als gesafidnden worden. Die Kontrollperson
aus Sudtirol wurden auf ihr generelles gesundbbiék Befinden untersucht; die

serbischen Kontrollpersonen wurden keiner Untersnghlunterzogen.

2.1.4 Patienten mit Neuroleptika-induzierten Bewegagsstorungen

und Kontrollen

Die Teilnehmer der zweiten Fall-Kontroll-Studie wWan aus dem stationaren Patientengut
der Klinik fur Psychiatrie und Psychotherapie demvérsitat zu Liubeck (Direktor: Prof.
Dr. med. F. Hohagen) rekrutiert. Die Patienten wardaufgrund verschiedener
psychiatrischer Erkrankungen mit Neuroleptika (Nh¢rapiert. Es wurden nur Patienten
in die Studie aufgenommen, die folgende Einschhiteslen vorwiesen: (1) Therapie mit
Neuroleptika seit mindestens einer Woche, (2) kemgrologischen Vorerkrankungen, (3)
kein Schadeltrauma in der Vorgeschichte, (4) keusitere Medikation, die potentielle

Bewegungsstorungen verursachen konnte. Jeder Patiarde von Arzten in der
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neurologischen Facharztausbildung (Dr. M. Kasten, & Hiller) der hiesigen Klinik
grundlich untersucht. Folgende Beurteilungsskalemden zur genauen Diagnostik der
Bewegungsstorungen herangezogen:Atiaormal Involuntary Movement ScgNational
Insitute of Mental Health1975); dieTsui Rating Scale for Cervical Dystonf@suiet al.,
1986); die Burke Rating Scale for Primary Torsion DystonjBurke et al, 1985);
Abschnitt Il derUnified Parkinson’s Disease Rating Scéléovement Disorder Society
Task Force on Rating Scales for Parkinson’s Dise2603); die Hillside Scale
(Fleischhackeet al, 1991) und didarnes Akathisia Scal@arnes, 1989).

Unter 113 untersuchten Personen wurden insgesamPat@nten erfasst, die unter
Medikation mit NL Bewegungsstérungen entwickelttéat Davon waren 37 Manner (48,7
%) und 39 Frauen (51,3 %). Das Durchschnittsakgrly 42,3 + 15,2 Jahre. 68 Patienten
(89,9 %) waren deutscher, 3 (3,9 %) turkische2,B &6) polnischer und je einer (1,3 %)
italienischer, portugiesischer bzw. deutsch-afrigelmer Abstammung. Art und Haufigkeit
der beobachteten Bewegungsstérungen sind in Tabdlleusammengefasst. Zu beachten

ist, dass bei einigen Patienten mehr als eine Sgédiagnostiziert wurde.

Tab. 2.4 Art und Haufigkeit der diagnostizierten Bewegustgsungen

Frihdyskinesie Parkinsonsyndrom Akathesie Spatsdyskesie
Anzahl 40 52 22 10
prozentual (%) 52,6 68,4 28,9 13,2

Als Kontrollen dienten die 37 Personen, die unterL-Medikation keine
Bewegungsstorungen entwickelt hatten. Sie wurderh rdenselben Kriterien wie die
Patientengruppe erfasst. Die Gruppe bestand ay851LB %) Mannern und 24 (64,9 %)
Frauen. Das Durchschnittsalter betrug 44,9 + 18IBel Die Stichprobe setzte sich aus 31
(83,3 %) Personen deutscher Abstammung, 3 (8,1€¥spRen tiurkischer und aus je einer

(2,7 %) Person danischer, sudtiroler bzw. serbisdbstammung zusammen.
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2.2. Material

2.2.1 Chemikalien

TagDNA-Polymerase und Puffer Qbiogene

Oligonukleotide Primer MWG Biotech

Sonden fur dehightCycler TIB MolBiol

Desoxyribonukleotide Qbiogene

LightCyclerFastStartbNA Master Roche Diagnostics
Plus Hybridization Probes

Molekulargewichtsstandard Invitrogen

QIAquick PCRPurificationkit Qiagen

MLPA-Kit MRC-Holland

Thermo Sequenase flourescent labelled Amersham Biosciences

Primer cycle sequencing kit
30%ige Acrylamidlésung Roth
Long RangeAcrylamidlésung Biozym

Alle weiteren hier nicht aufgefuihrten Laborchemi&alwurden von den Firmen Roth,

Fluka Biochemica und Merck geliefert.

2.2.2 Gerate

Thermocycler

Mastercycler Eppendorf

PTC 100 und PTC 200 Biozym
LightCycler Roche Diagnostics
IR2-DNA-Sequenzierer 4200 (LI-COR) MWG Biotech

BioDocAnalyze Biometra
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2.2.3 Losungen

10x TBE:

890 mM Tris; 890 mM Borsaure; 20 mM EDTA
1x TE-Puffer

5ml 1M Tris/HCI (pH 7,6); 1 ml 0,5 M EDTA (pH,®); ad 500 ml dxO
EDTA:

0,5 M EDTA-L6sung mit HCI/ NaOH auf pH 8,0 einsésil
Formamid-Farbstoff:

47,5 ml Formamid; 2,0 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0); 0,§Bromphenolblau
Leidener-Losung:

144 ml 1 M NHCI; 10 ml 1 M KHCQ; 200ul 0,5 M EDTA (pH 8,0);

ad 1000 ml mit dBO (steril filtriert)
Lysepuffer:

5ml 1 M Tris; 40 ml 5 M NaCl; 2001 0,5 M EDTA,; ad 500 ml mit dkD
Polyacrylamid (PAA)-Gel, denaturierend flir Genosypiung:

6 ml 30%ige Acrylamidlésung (Roth); 3 ml 10x TBEg3arnstoff;

ad 30 ml mit dHO; Polymerisieren mit 180l 10% APS und 2%l TEMED
PAA-Gel, denaturierend fir MLPA-Analyse:

2,4 mlLong RangeAcrylamidlosung (Biozym); 2,4 ml 10x TBE;

8,4 g Harnstoff; ad 20 ml mit @; Polymerisieren mit 13dl 10% APS

und 13,4ul TEMED
PAA-Gel, denaturierend fiir Sequenzierung:

3,3 mlLong RangeAcrylamidldsung (Biozym); 3 ml 10x TBE;

12,6 g Harnstoff; ad 30 ml mit dB; Polymerisieren mit 200l 10% APS

und 20ul TEMED
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2.3 Methoden

2.3.1 DNA-Extraktion

Die Praparation genomischer DNA erfolgte aus Leytarzdes peripheren Blutes nach der
Aussalzmethode (Milleret al, 1988). Dabei wurden die Zellen durch Zugabe reine
hypertonen Losung zunachst lysiert, Proteine ddiehEnzym Proteinase K verdaut, und
die DNA anschlieBend mittels Prazipitation isolieRie Durchfihrung geschah im
Einzelnen wie folgt:

Versetzen von 10 ml Vollblut (EDTA/ Heparin/ Cityamit 35 ml Leidener-Losung

Inkubation fiir 30 min auf Eis bei 200 rpm

Abzentrifugieren der Leukozyten (6000 rpm, 4° Cn2@)

Waschen des Zgklletsdurch Resuspendieren in 10 ml Leidener-Lésung

Inkubation fiir 20 min auf Eis und Zentrifugatioro(® rpm, 4° C, 20 min)

Resuspension déxlletin 3 ml Lysepuffer

Zugabe von 20Ql Proteinase K (10 mg/ml) und 1Q0SDS (20 %)

Inkubation Gber Nacht bei 55° C

Zugabe von 1 ml 6 M NaCl-Losung und kraftig schitte

Zentrifugation (6000 rpm, 20° C, 25 min)

Uberstand mit 6 M NaCl-Lésung waschen bis dieseinekesichtbaren

Schwebteilchen mehr enthalt

Ausflocken der DNA durch Zugabe von 2 Vol. 96 % BtO

DNA-Flocke mit 1 ml 70% EtOH waschen

Zentrifugation (12000 rpm, 4° C, 15 min), Uberstaedwerfen

Pellet(DNA) im Thermoblock bei 37° C trocknen

Zugabe von 500 bis 1000 pl 1x TE-Puffer; DNA Ubaicht im Kihlschrank l6sen

Auf diese Weise konnten ca. 100 bis 1@@0yenomischer DNA gewonnen werden.
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2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion ist eine enzymatisktethode, mit der DNAIn vitro
vervielfaltigt werden kann (Sailat al, 1985). Die Spezifitat der Amplifikation wird durc
die Verwendung zweier chemisch synthetisierter segspezifischer Oligonukleotide
(Primer) gewahrleistet, welche komplementar zu den Ramdiieen der Zielsequenz
binden. Eine thermostabile Polymerase synthetisedann die zwischen dd?Primern
gelegene Sequenz.

Die Reaktion ist in drei sich wiederholende Schritinterteilt: Zunachst wird die
doppelstrangige DNA durch Erhitzung auf 95° C inmigementare Einzelstrdnge
aufgetrennt (Denaturierung). Abkuhlen des Reak#iomatzes auf ca. 55° @®r{mer-
spezifisch) ermdglicht die Anlagerung detimer an die Einzelstrangé\(nealing, bevor
die Polymerase im letzten Schritt bei 72° C einmplementare Kopie des Einzelstranges
ausgehend von den 3"-Enden Bemer erstellt (Extension).

Die exponentielle Vermehrung der Zielsequenz gaedreine fir anschlielRende Analysen

ausreichend hohe DNA-Konzentration.
2.3.2.1 PCR unter Standardbedingungen
Bei geltenden Standardbedingungen, wie dies béssypese fur die Amplifikation des

Exons 26 desVIDR1-Gens der Fall war, wurde ein Reaktionsansatz rfatgendem

Rezept erstellt:

Substanz Konzentration Volumen Konzentration im Angitz
dH,O ad 10,00 pl
dNTP 1 mM 2,00 pul 0,2 mM
Puffer 10x 1,00 pl 1x
Primer F 10 uM 0,60 pl 0,6 uM
PrimerR 10 uM 0,60 pl 0,6 uM
Taq 5 U/ul 0,05 pl 0,025 U/ul
DNA ~ 5 ng/ul 5,00 pl ~ 2,5 ng/ul

Die PCR wurden mit einer StandafdePolymerase durchgefiihrt (Qbiogene). Das
Enzym besitzt eine 5°-3"-Exonuklease-Aktivitat, gell keine Korrekturlesefunktion. An

die 3"-Enden wird unabhangig von der Matrix ein @gmdenosin angefugt.
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Bei jeder PCR wurde auch eine Negativkontrolle aati. Die Reaktionsgefal3e wurden
in einen auf 95° C vorgeheizten Thermoblock eifié®rmocyclersmit beheizbarem

Deckel gesetzt. Das verwendete PCR-Programm s&tdieaus den genannten Schritten

zusammen:
95° C 3 min initiale Denaturierung
95°C 30s Denaturierung
35 x { 55°C 30s Annealing
72°C 30s Extension
72° C 10 min terminale Extension
4°C als Endtemperatur

Die Amplifikation erfolgt bei einer derPrimer-Sequenz angepassteAnnealing
Temperatur. Die Dauer der Extension richtet siathriger erwarteten Produktgrof3e, wobei
eine Synthesegeschwindigkeit von 1 kb/min angenommede.

Fur eine Anzahl von durchgefiihrten Polymerase-Keti@ktionen galten abweichende
Bedingungen. Die jeweiligen Angaben unter Auffulguer verwendeteRrimer sind den

Tabellen 8.5 - 8.11 im Anhang zu entnehmen.

2.3.2.2 PCR mit fluoreszenzmarkierterPrimern

Da die Genotypen und Sequenzen mit Hilfe einesnaatischen Sequenziergerates (LI-
COR) ausgewertet wurden, war die Zugabe eines darenzmarkiertenPrimers
notwendig (vgl. 2.3.5 und 2.3.7.2). Alle fur die doenzierung am LI-COR-System
verwendeten PCR-spezifisch&mimer waren am 5°-Ende um die MEBEimer-Sequenz
verlangert, die Vorwart®rimer mit der M13F-Nukleotidsequenz und die Ruckwarts-
Primer mit M13R. Zusatzlich wurdeRrimer mit der M13F- bzw. M13RRrimer-Sequenz
hinzugefiigt, die mit dem Fluoreszenz-Farbstoff IRID bzw. IRD-800 markiert waren (s.
Tab. 8.4 im Anhang). Bei der Sequenzierreaktiostanden so spezifische Produkte, die
um eine M13F- bzw. M13R-Sequenz verlangert wareth zusétzlich am 5" -Kettenende
das Fluorophor IRD-700 im Falle der Vorwartssequeme Falle der Rickwéartssequenz
das Fluorphor IRD-800 aufwiesen.

FuUr die Genotypisierung wurden lediglich die Vortg&rimeram 5°-Ende um die M13F-

Sequenz verlangert und eéirimer mit der M13FPrimer-Sequenz hinzugefugt, der IRD-
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700 oder IRD-800 markiert sein konnte. Dementsgrdhentstanden PCR-Produkte, die
nur in vorwarts transkribierter Richtung um die NFtSequenz verlangert waren und das

Fluorophor IRD-700 oder IRD-800 beinhalteten.

Die PCR zur Sequenzierung wurde nach folgendemtamkachgefuhrt:

Substanz Konzentration Volumen Konzentration im Angitz
dH,O ad 15,00 pl
Betain 5mM 0,70 pl 0,23 mM
Puffer 10x 1,50 pl 1x
dNTP-Mix 1 mM 3,00 pl 0,2 ul
Primer + 10 uM 0,60 pl 0,4 ul
Primer - 10 uM 0,60 pl 0,4 ul
Taq 5 U/ul 0,07 pul 0,23 U/ul
DNA ~ 5 ng/ul 5,00 pl ~ 1,67 ng/ul

Das PCR-Programm lautete:

95° C 5 min // 35 Zyklen: 95° C 30s;55-72°@sB372°C45s//72°C10min// 4° C

als Endtemperatur.

Die sich daran anschlieRende Sequenzier-Reakt@rgds nun die fluoreszenzmarkierten
Primer mit der M13Primer-Sequenz benétigt wurden, wird im Kontext der Seqiexung

(siehe Abschnitt 2.3.7.2) erlautert.

Die PCR zur Genotypisierung wurde nach folgenderR@satz durchgefihrt:

Substanz Konzentration Volumen Konzentration im Angitz
dH,O ad 15,00 pl
Betain 5 mM 0,20 pl 0,2 mM
Puffer 10x 0,50 pl 1x
dNTP-Mix 1 mM 1,00 pl 0,2 mM
Primer + 10 uM 0,06 pl 0,12 yM
Primer - 10 uM 0,06 pl 0,12 uM
M13F-Primer* 10 uM 0,05 pl 0,1 uM
Taq 5 U/ul 0,05 pl 0,05 U/ul
DNA ~ 5 ng/ul 3,00 pl ~ 1 ng/ul

* IRD700- oder IRD800-markiert
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Die Amplifikation fand unter folgenden Bedingungsatt:
95° C 5 min // 35 Zyklen: 95° C 30 s; 58° C 3035 € 45s// 72° C 10 min // 4° C als

Endtemperatur.

2.3.2.3 Duplex-PCR

Im Gegensatz zur gewohnlichen Monoplex-PCR istdiplex-PCR eine Reaktion, bei der
zwei Zielsequenzen zeitgleich amplifiziert werd®em PCR-Ansatz werden also zwei
Primer-Paare hinzugefugt.

Im vorliegenden Fall wurde ein Abschnitt dgsta GlobinGens und dasiDR1-Gen Exon
21 simultan vervielfaltigt. Bei der speziell in dem Fall angewandten Duplex-PCR
werden auf3erdem zwei fluoreszenzmarkierte SondenZmisequenz im PCR-Ansatz
verwendet, um eine getrennte Detektion der ampifien Produkte durch dénghtCycler
zu ermoglichen. Das PCR-Protokoll und die Funktrezise ded.ightCyclerswerden im
nachfolgenden Abschnitt 2.3.3 dargestellt.

2.3.3 Schmelzkurvenanalyse arhightCycler

Der LightCylce2.0 (LC, Firma RocheDiagnostics) ist ein EchtzélRRrGerat. Mittels
Fluoreszenzmessung gelingt es, die Vermehrung ddsequenz einer PCRnline zu
verfolgen. Durch die Moglichkeit, zwei Zielsequenzsimultan zu amplifizieren und
getrennt voneinander zu detektieren und zu vetyeic konnen Aussagen Uber die
Quantitat der vervielfaltigten DNA-Fragmente gefeof werden. Des Weiteren kann Uber
eine sog. Schmelzkurvenanalyse Auskunft Uber dasharmensein einer bekannten
Punktmutation bzw. einesingle nucleotide polymorphisn{SNP) in einer Zielsequenz
gegeben werden. Letztere Funktion des Gerétes vganlgtzt.

Die PCR-Reaktion findet in Glaskapillaren statg th einem rotierenden Karussell sitzen.
Die Temperatur wird Uber einen Luftstrom (Tempeai@tderung bis 20° C/s) reguliert.
Das Gerat hat mehrere Fluoreszenzkanale, mit de8&male unterschiedlicher
Wellenlange in verschiedenen Kanélen gemessen wéd®en (530 nm in Kanal 1; 640

nm in Kanal 2; 710 nm in Kanal 3).
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Bei der Schmelzkurvenanalyse wird die Schmelzteatper(T,) eines amplifizierten
DNA-Fragments und einer daran hybridisierten Soeduittelt. Darunter versteht man
diejenige Temperatur, bei der 50 % der Sonden r@m #ielsequenz hybridisiert und 50 %
von dieser dissoziiert vorliegen. Deg-Wert ist abhangig vom GC-Gehalt der Sequenz,
deren Lange sowie vom Grad der Homologie. Je komghedrer die Sonde zum DNA-
Strang ist, desto mehr Warmeenergie ist notwendigdiese abzulésen. Ist der Grad der
Homologie vermindert, und sei es durch eine einBgsenveranderung innerhalb der
Sequenz, sinkt die Schmelztemperatur im Umkehrssidb.

Bei den angesprochenen Hybridisierungssonden haedetich um sequenzspezifische,
fluoreszenzmarkierte Oligonukleotide. Zur Detekti@mer bekannten Punktmutation
bendtigt man ein Paar dieser markierten Sonden Cigonukleotid Sensoy ist am 3'-
Ende mit Fluorescein (FL) markiert. Es ist so gemer dass es an die fraglich
mutationstragende Sequenz hybridisiert. Die zwSib@de Ancho)) ist am 5™-Ende mit
einem LC-spezifischen Farbstoff (LC640 oder LC7@@Ykiert; sie bindet in unmittelbarer
Nachbarschaft deSensorsan den DNA-Einzelstrang. Die detektierbare Lichtesiun
wird durch einen sodzluorescence Resonance Energy Tran§f&ET) verursacht, der in
Abbildung 2.1 erlautert wird. Die in dieser Arbeerwendeten Sonden sind in Tabelle

8.12 im Anhang aufgefuhrt.

- "
a T‘I‘I‘I‘I‘I‘I b l/’/‘x \]\[\, rrT\T"\ W

c

Abb. 2.1 Prinzip desFluorescence Resonance Energy TransfERET): @) Die Lichtquelle des
LightCyclers(470nm, blau) regt das aBensor(a) gebundene Fluorescein zur Emission von griibieint
(530 nm) an. DeBensomund derAnchor(b) hybridisieren im Zuge desnnealings(B) nebeneinander an die
Zielsequenz (c), so dass das v&mnsoremittierte Licht den LC-Farbstoff désnchorszu Emission von
rotem Licht (640 nm) anregt. Dieses kann vhightCyclerin Kanal 2 detektiert werden. Durch weiteres
Erwérmen der ProbeCj dissoziieren die Sonden von der Zielsequenz abgimd damit wieder zu weit
voneinander entfernt, als dass eine AnregungAatehorsstattfinden kénnte. Folglich sinkt das detektierte

Fluoreszenzsignal ab. LegendeSansorb, Anchor, ¢, Zielsequenz.
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Bei der Schmelzkurvenanalyse wird im Anschluss iae &CR das Produkt denaturiert
und zugig abgekuhlt. Die Sonden binden an die EtZmge und der Reaktionsansatz
wird kontinuierlich erwéarmt. Sobald sich wahrend demperaturerhbhung digensor
Sonde im Falle der erwahnten Punktmutation friler ger DNA 16st als diéAnchor
Sonde, wird der zweite Farbstoff nicht mehr angenagd das Signal nimmt ab.

Im LC wurden drei SNPs imfMiIDR1-Gens untersucht. Der Reaktionsansatz fir die Deple

PCR des Exon 21 lautete wie folgt (modifiziert n@defomand-Nahacet al.,2004):

Substanz Konzentration Volumen Konzentration im Angitz
dH,O ad 10,00 pl
Primer Ex 21 (F+R) 20 uM 1,0 pl 2 uM
Sonde FL Ex 21 4 uM 0,5 ul 0,2 uM
Sonde LC640 Ex 21 4 uM 0,5 ul 0,2 uM
Primer Glob (F+R) 5uM 1,0 ul 0,5 uM
Sonde FL Glob 4 uM 0,5 ul 0,2 uM
Sonde LC705 Glob 4 uM 0,5 pul 0,2 uM
Hybrid-Mix (Kit*) 10x 1,0 pl 0,5x
DNA ~ 5 ng/ul 2,0 pul ~ 1 ng/ul

*LightCycler FastStart DNA Master Plus Hybridization Probesnthalt 1 mM MgGt Ex, Exon; Glob -
Globulin

DasBeta-Globinwurde dabei als interne PCR-Kontrolle mitgeftuibrer in Glaskapillaren
pipettierte Ansatz wurde in das Probenkarusselletgesund folgende PCR mit

anschlielender Schmelzkurvenanalyse durchgefiuhrt:

Temperatur Dauer Temp.-anderung
94° C 10 min 20°C/ s initiale Denaturierung
94° C 5s 20°C/ s Denaturierung
45 x { 58°C 10s 20°C/ s Annealing

72° C 15s 20°C/s Extension
94° C 20 s 20°C/ s terminale Denaturierung
32°C 20s 20°C/s Hybridisierung der Sonden

32°C>70°C O0s 0,1°C/ s Schmelzkurve
32°C als Endtemperatur

FUr das Exon 26 fand die PCR unter den in 2.3.2rdagnten Standardbedingungen in
einem gewohnlicheMhermocylcerstatt. AnschlieRend wurden | des PCR-Produkts
zusammen mit je 0, 4 mM Sonde (je FL und LC pro SNP) auf 10 mit dH,O
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aufgefillt und in eine Glaskapillare Uberfuhrt. InC wurde folgendes Programm
durchgefuhrt:

94° C 10 s bei 20° C/ s // 6 Zyklen: 32° C 15 s2¥i C/ s; 94° C 10 s bei 20° C/ s // 40° C
20 s bei 20° C/s // 40° © 90° C 0 s bei 0,05° C/ s // 40° C als Endtemperatu

Die Schmelzkurven wurden abschlieRend mitldghtCyclerSoftware ausgewertet.

2.3.4 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist ein Verfahren, bei dem ldWidle nach bestimmten
Eigenschaften, wie etwa der MolekilgroRe, aufgetremerden kénnen. Verschiedene
Substanzen konnen dabei als Matrix dienen. Im Faleer GrolRenauftrennung

durchwandern kiirzere DNA-Fragmente die Matrix daobneller als langere Fragmente.

2.3.4.1 Agarose-Gelelektrophorese

Die horizontale Agarose-Gelelektrophorese wurdeSassrdardmethode zur Uberpriifung
von DNA-Fragmentgréf3en im Anschluss an eine PCRwrgdet. Die Auftrennung von
Nukleinsdurefragmenten nach ihrer Grol3e im eledtiea Feld ist aufgrund der negativen
Ladung des Zucker-Phosphat-Ruckgrates moglich. Mrfanderungsgeschwindigkeit
nimmt aufgrund der Netzstruktur logarithmisch nigigender Basenzahl des Gels ab.
Uber den interkalierenden Farbstoff Ethidiumbrodnte die DNA unter UV-Licht (365
nm) als rot-orange Bande sichtbar gemacht und niitere Videokamera mit
angeschlossenem Bildverarbeitungssystem (BioDog&eal Biometra) fotografisch

dokumentiert werden.

Durchfuhrung:
Suspendieren von 4 g Agarose in 400 ml 1x TBE
Aufkochen der Gelsuspension in der Mikrowelle
Zugabe von 7, Ethidiumbromid (Stammldsung: 10 mg/ml)

GielRen des Gels in eine vorbereitete Kammer mibdar zwei Kadmmen
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Versetzen der Proben mit 1/3 Vol. Formamid-Farlstof

Pipettieren der Proben und Molekulargewichtsstahdd00 bp-Leiter) in die
Ladetaschen

Elektrophorese bei 120 V fir 30 - 60 min in 1x T&IE Laufpuffer

2.3.4.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die Methode der vertikalen Polyacrylamid-Gelektropgse wurde im Rahmen der
Genotypisierung, der MLPA-Analyse und der Sequenng angewandt. Der im Ansatz
des jeweiligen Gels (vgl. 2.2.3) enthaltene Harffisterhindert dabei, dass die DNA-
Fragmente nach durchgefuhrter Denaturierung erag# Sekundarstruktur entwickeln.
Die Auftrennung der DNA-Einzelstrange erfolgt addsfilich nach ihrer Grof3e. Das
Auflésungsvermogen der PAGE ist dem der Agarosel@drophorese Uberlegen: Bei
entsprechender Laufdauer werden GroRRenunterschiedel bp gut dargestellt. Die
Detektion der im Gel befindlichen fluoreszenzmaride DNA-Molekile erfolgt tber

einen Laser. Dazu wurde das Plattensequenziergeli€OR Long Read IR2-DNA-

Sequenzierer) verwendet, das mit Hilfe von zwerdrdtlasern bei 700 nm und 800 nm
simultan Informationen aufnehmen kann. Somit warmegylich, zwei unterschiedlich

fluoreszenzmarkierte PCR-Produkte gleichzeitig a&nnen und zu detektieren.

Durchfihrung - denaturierende PAGE:
Giel3en eines Gels (vgl. 2.2.3)

o fur Genotypisierung 25cm x 22,5cm x 0,4 mm
o fur MLPA 25cmx 22,5cm x 0,2 mm
o flr Sequenzierung 25cmx 41 cmx 0,2 mm

Nach erfolgter Polymerisierung Einspannen in ehCIOR Sequenziergerat
Rechner fur den Gellauf vorbereiten (Fokussieruag dasers und Hell-Dunkel-
Abgleich)
Vorlauf mind. 20 min
Mischen der Proben mit Formamid-Farbstoff

o bei Genotypisierung 2 Vol.

o bei MLPA 5 Vol.

o bei Sequenzierung i Farbstoff aus Kit (vgl. 2.3.7.2)
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Denaturieren der Proben bei 95° C fur 3 min, darfarsabkihlen auf 4° C

Laden
o bei Genotypisierung 0,7-1,6
o bei MLPA 0,7ul
o bei Sequenzierung ul

Elektrophorese in 1x TBE als Laufpuffer

o bei Genotypisierung fur ca. 3 h bei 45° C, 25 W 4O mA
o bei MLPA fur ca. 3 h bei 45° C, 25 W und 40 mA
o bei Sequenzierung fir ca. 6 h bei 50° C, 31,5 W3mmA

2.3.5 Genotypisierung und Haplotypisierung

Die Herkunft von Chromosomenabschnitten innerhallB( bei Kopplungsanalysen) und
aul3erhalb (z. B. bei Grindermutationen) von Famikann durch Genotypisierung und
anschlieBende Haplotypsierung verfolgt werden. Deerden haufig STR-Marker benutzt
(vgl. Abschnitt 1.2.3 und 8.1.1). Mit Hilfe der PG&nnen die STR-Marker amplifiziert
und auf einem PAA-Gel elektrophoretisch aufgetremetden, wie dies in Abbildung 2.2

schematisch fur einen fiktiven Marker gezeigt ist.

Abb. 2.2:Prinzip der Genotypisierun@ie

Querbalken stellen die Allele eines STR-

Markers  nach  gelelektrophoretiscl

Auftrennung in Laufrichtung von obg

- Q nach unten dar. Es existieren drei All
unterschiedlicher Lange (1 < 2 3. Die

13 | 23 Genotypen sind unter den Symbolen
‘ Familienangehorige angegeben, wob

12 13 33 das vaterliche Allel links, das miitterlic

Allel 3 —

rechts steht. Quadrate symbolisie

Allel 2 — — mannliche, Kreise weibliche Person

Allel 1 Schwarze  Symbole kennzeichne

Erkrankte, weilRe Gesunde.
vorliegenden  Beispiel tragen a
Erkrankten das Allel 1.
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Ein Haplotyp ergibt sich, wenn die Genotypen bebader Marker eines einzelnen
elterlichen Chromosoms ,in Phase gebracht” werdeih, entsprechend ihrer genetischen
Kartierung und elterlichen Herkunft platziert wemdgHaplotypisierung). Ist die
Anordnung der Haplotypen erfolgt, lasst sich digevleung und ggf. Rekombination des
betrachteten Chromosomenabschnittes von einer &ererauf die néchste genau
verfolgen.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Genotypisigrwnd Haplotypsierung dé&tARK1
bis PARK&Regionen fur die Familien M, K und P vorgenommigafir wurden je vier bis
sechs Marker gewahlt, die das Gen bzw. den Getarkiéren oder aber in selbigem
liegen. Die hierzu verwendeten STR-Marker sind imhang (Tab. 8.13) aufgelistet. Des
Weiteren wurde der Geno8CAS5der Familie R durch sechs STR-Marker auf gleiche
Weise charakterisiert (Tab. 8.13). Zudem wurde geemamte Genom der Familie R einer
Genotypisierung und anschlieRend@tultipoint-Kopplungsanalyse unterzogen (siehe
Abschnitt 2.3.6). Die Genotypisierung der FamilieRolgte in Zusammenarbeit mit Frau
S. Winkler und Herrn Dr. N. Briggemann.

Die Amplifikation der STR-Marker erfolgte unter denAbschnitt 2.3.2.2 genannten PCR-
Bedingungen. Anschlie3end fand eine PAGE statt,imi&bschnitt 2.3.4.2 erlautert. Um
die korrekte GrofRe der jeweiligen Allele bestimmen koénnen, wurden zwei
Kontrollindividuen 1331.1 und 1331.2 d€&entre d’Etude du Polymorphisme Humaine
(CEPH) in die Genotypisierung der einzelnen Markéeinbezogen. Angaben zur Lange
threr Allele sind im Internet einsehbar (http:/g#asch.marshfieldclinic.org). Die
Genotypen konnten direkt am LI-COR ausgewertet eerdie Haplotypen der Familie
M, K und P wurden per Hand unter Annahme der geterg Rekombination in Phase
gebracht und in einen Stammbaum eingetragen, wagwdmputerprogramm Cyrillic 2.1
genutzt wurde. Fur Familie P wurde die wahrschehslie Allelverteilung fir die

Haplotypisierung mit Hilfe des Computerprogrammgegio2.0 ermittelt.

2.3.6 Multipoint-Kopplungsanalyse

Das Prinzip derMultipoint-Analyse wurde andernorts bereits beschrieben (#bte
1.2.3 und 8.1.1). Zur Beschreibung des klinisch&tuS der Mitglieder der Familie R

wurden drei Einteilungen verwendet: gesund, betrotind unbekannbDie eingeheirateten
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Individuen wurden als gesund eingestuft, da essncleine seltene Krankheit handelt und
somit die Wahrscheinlichkeit sehr gering ist, dassse Individuen an der gleichen
Krankheit leiden. Die Ubrigen nicht betroffenen Hammitglieder wurden hingegen
aufgrund des Phdnomens der reduzierten Penetraneinem madglichen altersabhéngigen
Beginn der Krankheit als unbekannt fur den klinesti$tatus eingestuft.

Die statistische Auswertung wurde mittels einersgischen parametrischévultipoint-
Analyse fur 26 Individuen vorgenommen. Die Berecigen wurden mit dem
Computerprogramm Allegro 2.0 durchgefiihrt (Gudissoh et al, 2005). Allegro 2.0
rechnet fur dieMultipoint-Analysen bei einer Rekombinationshaufigkeit vbs 0. Als
genetisches Modell diente der in Abb. 8.1a darffest&tammbaum. Die Parameter

bezuglich Erbgang,isease allele frequenaynd Penetranz sind in Tabelle 2.5 aufgefuhrt.

Tab. 2.5:Parameter fur die Kopplungsanalyse in Familie R

Parameter Familie R
Erbgang Autosomal-dominant
Disease allele frequency 0,001
Penetranz (wt/wt); (wt/mut); (mut/mut) 0,01; 0,9090

mut, mutiert; wt, Wildtyp

Die im Rahmen deMultipoint-Kopplungsanalyse verwendeten STR-Marker werden in
Tabelle 8.14 im Anhang genannt. DiMultipointKopplungsanalyse erfolgte mit

Unterstitzung von Herrn P. Seibler.

2.3.7 Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgt nach dem Prinzip desefatibruchverfahrens (Sanger, 1977).
Diese enzymatische Methode beruht auf dem Einbau 2/g3"-Didesoxynukleotiden
wéahrend der PCR. Didesoxynukleotide besitzen aotiC3d-Atom keine Hydroxylgruppe,
sondern nur ein Wasserstoffatom. Wird ein solchedektil von der Polymerase in die
entstehende Polynukleotidkette eingebaut, briohtkagittenverlangerung ab, da keine freie
OH-Gruppe mehr fiur die Veresterung mit der Phogphape des nachfolgenden
Nukleotids vorhanden ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden Sequenzen zum ercinmit Hilfe von

fluoreszenzmarkiertenPrimern ermittelt (vgl. 2.3.7.2), zum Anderen mit Hilfe
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fluoreszenzmarkierter Nukleotide (vgl. 2.3.7.31. Beiden Fallen wurde zunachst eine
PCR zur Amplifikation der Zielsequenz durchgefivie unter 2.3.2.2. angegeben. Das
PCR-Produkt wurde auf einem Agarosegel auf seiri@&kontrolliert (vgl. 2.3.4.1) und
anschlieRBend aufgereinigt (siehe Abschnitt 2.3, héyor das Prinzip des Kettenabbruchs
in einer weiteren PCR zur Anwendung kam.

Einen Uberblick, welche der Gene, die ein famildPeskinsonsyndrom verursachen, in
den Familien M, K und P im Rahmen dieser Arbeitusggiert wurden, ist zusammen mit

den jeweiligen Ergebnissen in Tabelle 3.3 dargkstel

2.3.7.1 Saulenaufreinigung

Um ein qualitativ besseres Ergebnis bei der Sedernmm zu erreichen, wurde das
amplifizierte DNA-Fragment aufgereinigt und so vamerschissigen PCRAmern,
Nukleotiden und unspezifischen PCR-Produkten keff@azu wurde ein vorgefertigtes
System (QIAquick PCRPurificationkif) der Firma Qiagen verwendet: Das PCR-Produkt
wird zun&chst mit Bindepuffer auf eine Saulenmagi@geben und andere Bestandteile der
PCR in einem Waschschritt abzentrifugiert. Ansdlgied konnen die DNA-Fragmente

eluiert werden.

2.3.7.2 Sequenzierung mittels eines markiertedArimersam LI-COR-System

FUr die Sequenzier-Reaktion wurde ein vorgefesigt®ystem Thermo Sequenase
fluorescent labelled primer cycle sequencing) kier Firma Amersham Biosciences
verwendet. Pro Sequenz wurden vier verschiedendtiBean (entsprechend der vier
maoglichen Nukleotide) durchgefiihrt. Der Reaktiorssdn enthielt ein Gemisch aus
Desoxynukleotiden (dNTPs) und jeweils einem Didgsokleotid (ddNTPs). Zunachst
wurde die doppelstrangige DNA denaturiert, danamimke der fluoreszenzmarkierte M13
Primer an den sequenzspezifischen, um die M13-SequendngertenPrimer binden
(vgl. 2.3.2.2). Durch die Aktivitat der DNA-Polymese wurde der Einzelstrang
entsprechend der Matrize synthetisiert, bis zyf@lin komplementares ddNTP anstatt des
dNTPs eingebaut wurde und damit einen Kettenabbwectrsacht wurde. Somit erhielt
man je Reaktionsansatz ein Gemisch aus untersidiedingen DNA-Fragmenten. Die

Ansatze wurden anschlieRend nebeneinander auf eidenmaturierenden PAA-Gel
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elektrophoretisch aufgetrennt. Das Verfahren witgthaals einsingle-label four-lane
approachbezeichnet.

Da die Amplifikate desSenseStranges eine andere Fluoreszenzmarkierung traigedie
Amplifikate des Nonsenséstranges, war eine gleichzeitige Sequenzierungbeide
Syntheserichtungen mit dem LI-COR moglich.

Durchfiihrung — Sequenzierreaktion:

Ansatz Mastermix:

aufgereinigtes PCR-Produkt 2-10 pl
M13F-Primer, IRD700-markiert, 2 uM 1,5 pl
M13R-Primer, IRD800-markiert, 2 uM 1,5 pl
dH,O ad 17,0 pul

Verteilen von je 3,9 pl Mastermix auf 4 Reaktiorféfe

Zugabe von je 2 ul A-, T-, G-, C-Reagenz (Kit3

Amplifikation mit Kettenabbruch unter folgenden Bsglingen:

94° C 2 min // 30 Zyklen mit 94° C 30 s; 58° C 30r&° C 30 s // 72° C 10 min //
4° C als Endtemperatur

Zugabe von je 4 ul Ladepuffer (akigt)

Die denaturierende PAGE wurde wie in Abschnitt223beschrieben durchgefihrt, wobei
die Produkte der Sequenzierreaktion in der Reilgafd-T-G-C auf das Gel aufgetragen
wurden. Eine Auswertung der Gele erfolgte direktBitdschirm durch den Vergleich mit
publizierten  Sequenzen, welche in der Datenbankntrez  Nucleotide
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Entrég  vermerkt sind Accession numbers SNCA
NM_007308; Parkin NM_13988; PINK1 NM_032409; DJ-1 NM_007262; LRRK2
AY792511).

2.3.7.3 Sequenzierung mittels markierter Didesoxyraleotide am ABI-System

Die Sequenzierung mittels markierter Didesoxynutktkso (AdNTP) erfolgte durch die
Firma MWG Biotech AG. Im Unterschied zum oben emit#&h Sequenzierverfahren ist
hier nicht der Primer markiert, sondern die vier ddNTPs mit vier versdenen

Fluoreszenzfarbstoffen. In der Sequenzierreaktiomstehen Produkte verschiedener
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Lange, die je nach terminalem ddNTP eine speziéddarkierung tragen. Sie kénnen auf
einer gemeinsamen Gelspur elektrophoretisch agigetiwerden, wobei ein Lasersystem,
welches zwischen den vier Fluoreszenzfarbstoffetersoheiden kann, die Produkte
detektiert.

Zu den Vorarbeiten gehorte eine PCR (vgl. AbscihBt2.2) sowie die Aufreinigung des
Produkts wie in 2.3.7.1 beschrieben. Eine geringmdé des Eluats (14d) wurde tber

Nacht eingetrocknet und anschlieend zusammen Mitull einer 10 mMPrimer-

Verdinnung der Firma MWG Biotech AG postalisch z=ight. Das Ergebnis der
Sequenzierung konnte Uber dasinternet eingesehesemveDie Auswertung fand unter
Verwendung des Computerprogramms Generunnner &tl Blit dessen Hilfe wurde die
ermittelte Sequenz mit der Referenzsequenz ausindekbschnitt 2.3.7.2 erwdhnten

Datenbank verglichen.

2.3.8 Multiplex ligation-dependent probe amplificaticAnalyse (MLPA)

Die Multiplex-ligation-dependent probe amplificatiofMLPA)-Analyse ist eine neue
Methode zur Detektion von bekannten Ex@e@arrangemenisalso Multiplikationen und
Deletionen, sowie einiger spezifischer Punktmuteioin Genen (Schoutest al, 2002).

Es existiererKits, die eine Vielzahl von Sondenpaaren enthalten, dmiten sich diese
Mutationen identifizieren lassen, so auch fir Gem#e mit einem familidrem
Parkinsonsyndrom assoziiert sind. Im Rahmen delieganden Arbeit wurden die in
Tabelle 2.6 genanntdfits der Firma MRC Holland benutzt.
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Tab. 2.6:MLPA-Kits und Inhalt

Gen Kit SALSA P051 ‘ Kit SALSA P052
Sondenpaar fur Exon

SNCA 1,2,3,4,5,6 + p.Ala30Pro* 2
Parkin 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10,11,12 2,3,4,5,6,7,8,9,10,1%,lrfron 1
UCHL1 - 1,459
PINK1 1,2,3,4,5,6,7,8 -

DJ-1 1,3,5,6,7 -
LRRK2 p.Gly2019Ser* 1,10,15,27,41,49 + p.Gly2019Ser*
GCH1 - 1,2,3,5,6

*spezifisch fur diese Missense-Mutation

Beide Sonden eines Paares bestehen aus einem @igotid-Abschnitt, der
komplementar an Sequenzabschnitte der aufgeflliti®ms der entsprechenden Gene
bindet, als auch aus einem nicht-komplementéareh der fur alle Sonden identisch ist.
Dieser fungiert als Bindestelle fur einBnimer im Rahmen einer PCR. Eine der Sonden
besteht zusatzlich aus einer zwischen diesen béid&zilen eingefligtestuffer sequence
die eine fur das Sondenpaar charakteristische PG&iRtIange (130 - 480 bp) sicherstellt
(siehe Abbildung 2.3). Nach Denaturierung der DN#nken die Sondenpaare wahrend
einer Inkubationsphase von 16 h bei 60° C in umhigirer Nachbarschaft an ihfarget
Sequenz hybridisieren. Im zweiten Schritt verbindete zum Ansatz hinzugegebene
Ligase die Sonden zu einem zusammenhangenden Darent. Bei der anschlie3end
durchgefuhrten PCR werden nun die ligierten Sorataplifiziert, wobei der verwendete
Primer eine Fluoreszenzmarkierung (IRD 800) tragt. Dietstamdenen Produkte
spezifischer GrofRe kdnnen anschliel3end aufgetrgarden; hier erfolgte dies auf einem
denaturierenden PAA-Gel unter Verwendung des LI-CRfuenziergerates, welches das

Fluorophor detektiert.
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Hybridisierungssequenz A’ und A" Stuffer sequence A Primgr Hybridisierungssequenz B’ und B” /\

Primer Y
Primer X F — Primer X
/ — Stuffer sequence B
SN L

1. Hybridisierung 3 —_— 5 ' — 5
Target A Target B

/

N

2. Ligation 3 5’ 3 5
Target A Target B

3. Amplifizierung — :

Abb. 2.3:Das Prinzip der MLPA-Analyse. Fir jedes Ziel with Paar von Sonden benétigt, die alle die
gleichenPrimer-Sequenzen (hier X und Y) besitzen. Die Hybridisigyssequenzen sind spezifisch fir das
jeweilige Targetund diestuffer sequencest fir jedes Sondenpaar unterschiedlich langetsten Schritt
hybridisieren die Sondenpaare mit der Hybridisigasequenz an ihr Target. Die Ligation durch eine
temperaturstabile Ligase findet im zweiten Schstatt. AnschlieRend ist im dritten Schritt eine
Amplifizierung der Produkte mdglich. Kénnen aufgdueiner Mutation oder des Fehlens der Zielsequenz
eine oder beide Sonden nicht binden, findet keiigation und damit auch keine Amplifikation stattieD
Menge an gebundenen Sonden kann nach der Amplifikguantitativ bestimmt werden (nach Schoutéen
al., 2002).

Durchfiihrung MLPA:
Denaturierung von bl DNA-Probe fir 5 min / 98° C
Abkuhlen auf 25° C fur 3 min, anschliel3end Zugatwe 8 pl Mix 1, bestehend aus:
SALSA probe-mix 1,5ul
MLPA buffer 1,5l
Inkubation fur 1 min bei 95° C, danach fur 16 h@&@® C
Nach Abkuhlen auf 54° C Zugabe von 32 pl Mix 2,tekend aus:

Ligase buffer A 3ul
Ligase buffer B 3ul
dH,O 25pl

Ligase-65 1ul
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Ligation fur 15 min bei 54° C, dann fur 5 min b&°C
Nach Abkihlen auf 4° C Zugabe von llides Produktes in Mix 3, bestehend aus:
10x SALSAPCR buffer 4l

dH,O 26l
Wahrend einer Temperatur von 60° C Zugabe von x4, bestehend aus:
SALSA primers 2ul
SALSA enzyme buffer 2ul
SALSA polymerase 0,5ul
dH,O 5,5ul

PCR-Reaktion: 95° C 5 min // 33 Zyklen mit 95° C3B0° C 30 s; 72° C 1 min //
72° C 20 min // 4° C Endtemperatur

Die Durchfihrung der PAGE erfolgte wie unter 2.3.dngegeben.

Das fur jede analysierte Probe entstandene Bandgamuvurde mit Hilfe des
Computerprogramms TotalLab TL100 v2006 ausgewertdtn die Intensitaten
untereinander vergleichbar zu machen, mussten d@ienDnormalisiert werden. Zwei
DNA-Proben dienten als interne Kontrollen, wobeé dinderen Proben zu ihnen ins
Verhéltnis gesetzt wurden. Die Auswahl der Kongwoll erfolgte durch optisches
Betrachten des Gels; es wurden Proben verwendetddmen alle Banden vorhanden
waren und fur die nur ein moglichst kleiner Antarl Primer-Dimeren auf dem Gel zu
sehen war. Anschlieend war durch einen Vergleieh bhtensitaten eine relative
Quantifizierung der DNA-Menge mdoglich. Fir eine mate Gendosis wurde ein
Verhaltnis [Intensitat Probe/Intensitat Kontrollgjn 0,8 - 1,2 erwartet. Eine heterozygote
Exon-Deletion hatte einen Wert im Intervall 0,3 77 Qund eine heterozygote Exon-
Duplikation lage im Intervall 1,3 - 1,7. Die MLPAralyse wurde in Zusammenarbeit mit

Frau Dr. A. Djamarti durchgefihrt.

2.3.9 Statistische Beurteilung der Assoziationsstigh

Im Rahmen der durchgefuihrten Assoziationsstudierdevdie Verteilung der Genotypen
fur drei SNPs imMDR1-Gen (¢c.2677G/T/A, ¢.3320A/C und ¢.3435C/T) erniittBabei
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wurde fur alle Tests das Signifikanzniveau pei 0,05 festgelegt. Eine Adjustierung des
Alpha-Fehlers fand nicht statt, insofern verstehsich alle inferenzstatistischen
Auswertungen letztlich deskriptiv.

Bei allen ermittelten Genotypenfrequenzen wurdeazhst Gberpriuft, ob sie nach dem
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht verteilt waren. Waegslinicht der Fall, so wurde die
Genotypisierung fur die entsprechende Gruppe wiedier Fir den Polymorphismus
c.2677G/T/IA wurde der Chi3@J)-Test fur unabhéngige Variabeln angewendet. Dabei
wurden die ermittelten Genotypenhaufigkeiten mih @ewarteten Genotypenhaufigkeiten
getestet, unter der Annahme, dass keine Abhangid&eiPhéanotyps vom Genotyp besteht
(Nullhypothese) gegen die Annahme, dass eine Abbkeiy des Phénotyps vom Genotyp
besteht (Alternativhypothese). Die Nullhypothesedwiir groRey2-Werte verworfen.
Entsprechend der vorhandenen Freiheitsgrade, die der Anzahl der mdoglichen
Genotypen abhangt, kann geWert bestimmt werden. Ein Nachteil dgsTests ist, dass
er lediglich untersucht, ob ein Unterschied in @Gamotypenverteilung zwischen Féllen
und Kontrollen besteht, aber nicht, fir welche(rgnGyp(en) dieser vorhanden ist (in:
Ziegler und Konig, 2006).

Eine differenziertere Untersuchung der Genotypdritang ermdglicht der Cochrane-
Armitage-Trend-Test, der fur die SNPs ¢.3320A/C un@435C/T verwendet wurde
(Armitage, 1955). Dabei werden zunackdds Ratiosbestimmt (heterozygot Mutierte
zum Wildtyp und homozygot Mutierte zum Wildtyp) udee Genauigkeit des ermittelten
Schatzwertes durch Konfidenzintervalle angegebegl. (Abschnitt 8.1.3). Der im
Anschluss durchgefihrte Test prift ebenfalls, ote é\bhangigkeit des Phanotyps vom
Genotyp besteht, und zusétzlich, ob dieser Untexdcherichtet ist (Richtung Wildtyp
oder Richtung homozygot mutiert). Auch flr dieseasfT existiert eine Teststatistik,
Uberlicherweise wird aber nur dpgtWert angegeben. Der Cochrane-Armitage-Trend-Test
konnte fur ¢.2677G/T/A nicht angewendet werden,beéa diesem SNP mehr als drei
Genotypenkonstellationen moglich sind. Die stagdten Auswertungen wurden in
Zusammenarbeit mit Frau Dr. I. Konig des Institfiis Medizinische Biometrie und
Statistik der Universitat Lubeck angefertigt.
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3. ERGEBNISSE

In diesem Kapitel der Arbeit werden zunéchst diesuRate der Untersuchungen zur
Ursache der spinocerebellaren Ataxie bei Famili@aRyestellt (Abschnitt 3.1). Es wurde
die Haplotypisierung an einem ausgewahlten Genartvies eine genomweite
Kopplungsanalyse durchgefuhrt. Der darauffolgendéschnitt 3.2 erlautert die
gewonnenen Ergebnisse der drei Familien mit faneifid Parkinsonsyndrom, Familie M,
K und P, bei denen die Feinkartierung einiger Genasnternommen wurde mit
anschlieender Mutationssuche und Analysen zu Geswieranderungen. Die Ergebnisse
der Assoziationsstudien zuMDR1-Gen werden im letzten Abschnitt 3.3 des Kapitels

thematisiert.

3.1 Haplotypisierung und genomweite Kopplungsanalys bei

einer SCA-Familie

3.1.1 Haplotypisierung des GenortSCAS5

Unter Verwendung des genetischen Materials von 2@ligdern der vornehmlich von
spinocerebellarer Ataxie betroffenen Familie R, deureine Genotypisierung und
anschlielende Haplotypisierung des Gen&@A5 vorgenommen. Das Ergebnis ist in
Abbildung 3.1 dargestellt und zeigt, dass nur werbBgtroffene (L-1693, L-1671 und L-
1679) einen gemeinsamen Haplotypen teilen, wahdendestlichen Betroffenen (L-1689,
L-1678, L-1680 und L-1692) andere Markerallele tzesi. Um als krankheits-
verursachender Locus in Betracht zu kommen, musdterBetroffenen mindestens einen
Haplotyp teilen. Da dies nicht der Fall ist, kanimee pathogene Mutation iI$CA5
ausgeschlossen werden. Die Ergebnisse der Voranbeitd das oben erwahnte Ergebnis
schlielBen di&sCAlLoci 1, 2, 3, 5, 6, 7,8, 10, itnd 17 als genetische Ursache sowie eine
Mutation im DynactinGen fir die in der Familie R auftretende Krankhaits (vgl.
Abschnitt 1.4). Die Konsequenz daraus war die usdiadere Suche nach der beteiligten

genetischen Region in Form einer genomweiten Koppdanalyse (s. Abschnitt 3.1.2).



1.1 1.2

.5 .6 .7 (.8 .10 111

V.6 | IV.7 V.8 | IV.9 V.10 | V.11 V.12 | IV.13 V.14 V.17 V.18 | V.19 V.20

D11S1765
D11S1883
D11S4178
D11S4113
D11S4136
D11S2371

L-1675 L-1684 L-1674 L-1676 V.9 L1677 V.11 L-1671 L-1673 L-1679 V.15

V.16 V.17 | L-1678 L-1686 L-1690 L-1691 L-1680 V.23 V.24 V.25

D11S1765 13 13 13 ? 2 3|8 |3]8 4 8 3 8 18
D1151883 2 3 2 3 2 6 16 13|13 1|6 2 32 3 4
D11S4178 8 8 8 8 8 8 8 8 ‘| 8|8 |8]|8 8|8 14 8 14 2 3
D11S4113 116 1 16 12 12 1217|217 1|2 13 3 13 11
D11S4136 9 9 9 9 29 ? 2 |67 |67 9 9 2?2 2 5 6
D11S2371 15 15 3 4 2 4 '|L3]4 | 3]4 2 4 4 2 2 3 3
L-1670 L-1672 L-1682 L-1683 L-1692 VI.6
D11S1765 ? ? 33 3 5 35 5 9
D11S1883 13 13 3 3 3 3 3 8
D11S4178 8 8 8 8 8 8 8 8 8 11
D11S4113 18 1618 16 6 2 16 2 11
D11S4136 ? ?2 19 9 6 ?? 15
D11S2371 35 35 5 2 5 2 3 5

L-1685

Abb. 3.1 Die Abbildung zeigt die ermittelten Haplotypensd@enortsSCA5auf Chromosom 11 der Familie R. Fir die Betroffehel693, L-1671 und 1679 konnte ei
in Teilen gemeinsamer Haplotyp (rot) gefunden weydee auch bei den nicht betroffenen Individuet887 und L1673. Bei den weiteren Erkrankten fehlt er, wes|
der Genort B ursachlich fur die Erkrankung ausgeschlossem@&®ekann. Legende: Kreis, weiblich; Quadrat, manlschwarz, erkrankt; weil3, gesund; durchgestnic

verstorben; ,?“ im Symbol, klinischer Status nigihdeutig; DynactinMutation nachgewiesen; ?, ike Genotypisierung moglich; Doppelstrich, Blutsvandtschaf
zwischen Eheleuten.

0S
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3.1.2 Genomweite Kopplungsanalyse

Die genomweite Kopplungsanalyse der Familie R wumtie dem Ziel durchgefihrt,
Regionen im Genom einzugrenzen, in denen sich iieter Wahrscheinlichkeit eine
Genmutation befinden konnte, die die Symptome detrd&enen verursacht (vgl.
Abschnitt 2.1.1).
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Abb. 3.2 Dargestellt ist das Abloi eines denaturierenden Polyacrylamidgels, dasderit amplifizierter
Marker D12S77 der Familie R beladen worden iste Afidividuen haben einen heterozygoten Genoty)

je zwei kréftige Banden sichtbar sind; bei Homozggo wére nur eine zu sehen. Zuigh sind
.Stotterbanden” vorhanden, das sind Artefakte deRPdie in der Regel die Grof3e der nachst kiirz
Allele besitzen und schwacher sind als die echtedBaDie Banden wurden nach ihrer Grél3e nummediert
- 17); kleinere DNA-Fragmente laufeschneller durch das Gel und sind daher weiter untefinden. In de
Tabelle Gber dem Gel sind die untersuchten Mitgiiedon Familie R aufgefihrt, zusammen mit dem
Genotyp fir den Marker. In der Mitte und am Endedszwei mit CEPH1 und CEPH2 beschiifte
Kontrollproben geladen. Laut Datenbank haben ihre Allelediésen Marker eine Grolze von CEPI
175/181 bp und CEPH2: 181/185 bp (http://researatshiieldclinic.org).
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Dazu wurden von 20 Individuen der Familie R je 333R-Marker mittels PCR
amplifiziert und die fluoreszenzmarkierten Produktgf einem Polyacrylamidgel ihrer
GrolRe nach elektrophoretisch aufgetrennt. Die Ahiniy 3.2 zeigt exemplarisch ein Gel,
das mit dem Marker D12S77 der untersuchten Persogladen ist. Fur jedes Individuum
ergibt sich ein Bandenmuster und aus dem relatiégrgenvergleich untereinander und zu
den anderen Proben der Genotyp, der als Zahleapgageben ist. Die absolute Lange der
Allele lasst sich Uber den Vergleich mit den Gepety der Kontrollen CEPH1 und
CEPH2 erschlieRen, fur die in einer Datenbank Aegabhinterlegt sind
(http://research.marshfieldclinic.org). Die STR-Mearwurden so gewahlt, dass sie auf der
genetischen Karte im Durchschnitt 9,0 cM (x 4,7 aMiheinander entfernt waren.

In die Multipoint-Kopplungsanalyse wurden sieben Individuen und h&ek integriert.
Letztere sind die Familienmitglieder ohne genegsthformation, die eine Verbindung
zwischen den untersuchten Personen herstellen. Begicksichtigung ist fur die
Durchfihrung der computergestitzen parametrischenltipdint-Kopplungsanalyse

notwendig. Die 26 Familienmitglieder sind in Abhilty 3.3 hervorgehoben.

wa | vs 2Zre Z8 2
T
O o o

i L
i | Lisss v |Liss  Lies Lies Lie  Laes ve Liem v Itorol - i vas e Uzs

L1670 L-1672 L1682 L1683

Abb. 3.3 Der Stammbaum der Familie R, aus dem insgesam¢silndividuen (L-1671, L-1673, L-1678, L-
1686, L-1680, L-1692 und L-1681) und 19 Ahnen (Vamndte ohne DNA-Information) in die parametrische
Multipoint-Kopplungsanalyse miteinbezogen wurden; sie sinddém Abbildung blau umrandet. Das
Individuum L-1679 wurde nach Beginn der Berechnungeder aus der Kopplungsanalyse ausgeschlossen,
da durch Verunreinigungen der DNA hervorgerufeneitherheiten bei der Bestimmung der Markerallele
die Ergebnisse devlultipoint-Kopplungsanalyse verzerrten. Von allen Individumit einer L-Nummer war
DNA vorhanden. Die tbrigen Familienmitglieder wundentsprechend der Generation (I bis VI) und ihrer
Position im Stammbaum (von links nach rechts) dweit. Der Doppelstrich zwischen L-1687 und L-1693
symbolisiert eine Verwandtenehe. Fir die mit eiret@rnchen gekennzeichneten Individuen wurde bereits
eine Mutation beschrieben (Mlneh al, 2005; Rosenbohrat al, eingereicht). Legende: Kreis, weiblich;

Quadrat, mannlich; schwarz, erkrankt; weil3, gesdnd;hgestrichen, verstorben.
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Wie aus der Abbildung 3.3 hervorgeht, wurden drsiefder Familie bei déviultipoint-
Kopplungsanalyse nicht bertcksichtigt, was durah lsBgrenzte Rechenkapazitat bedingt
ist. Der erste Ast umfasst das Paar 1.1 und |.Zesa@ren Nachkommen I1.1, 11.2, Ill.1 bis
[11.4 und L-1689. Es war nicht méglich, die Infortitm von L-1689 zu integrieren, da zu
viele Ahnen (n = 6) dazwischen lagen. AuRerdemnisht eindeutig, von welchem
Elternteil ihre Erkrankung stammt, weshalb sie radacht informativ ist. Der zweite
vernachlassigte Ast wird von den Individuen IV.6 BV.11 und deren Nachkommen
gebildet, von denen entweder keine Blutprobe vatbanwar oder bei denen es sich um
Personen handelt, die wahrscheinlich gesund siddr (eduzierte Penetranz). Sie liefern
keine entscheidenden Informationen und wurden dakenachlassigt. Der dritte Ast
umfasst die Eltern, Ehepartner und Kinder von L369nd V.3. Fur die beiden
letztgenannten Personen sowie L-1670, L-1672 urdb83 wurde bereits eine kausale
Mutation beschrieben (vgl. Abschnitt 2.1.1), ihengtische Information sollte also nicht
in die genomweite Suche miteinbezogen werden. Aldbemvurde das Individuum L-1679
nachtraglich aus der Kalkulation wieder ausgesseiosda Verunreinigungen der DNA
die eindeutige Bestimmung der Genotypen erschwBrgse Unsicherheit behinderte den
Rechengang; erst unter Ausschluss der Person wheemerechnungen mdoglich. Zur
genaueren Untersuchung von interessanten Regionetewallerdings alle zur Verfiigung
stehenden Individuen betrachtet (siehe unten).

Weitere Parameter, die zur Durchfihrung déultipoint-Kopplungsanalyse mit dem
Programm Allegro 2.0 benétigt wurden, sind in Tébd.1 aufgefuhrt. Als ,gesund”
wurden lediglich angeheiratete Personen klassifizidle nicht betroffenen Nachkommen
wurden als ,unbekannt” fir den klinischen Statusgestuft, da aufgrund des Phanomens
der reduzierten Penetranz und einem maoglichensaldéngigen Beginn der Erkrankung

der krankheitsassoziierte Haplotyp derjenigen Remsmicht ausgeschlossen werden kann.

Die Multipoint-Kopplungsanalyse ermittelte auf sechs ChromsorheA, (3, 7, 10 und 18)
Regionen mit LODScoresZ > 2, davon auf Chromosom 2, 3, und 18 Uber Biistanz

von drei Markern. Diese sind in Tabelle 3.2 zusamgestellt.
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Tab. 3.1 Mitglieder der Familie R, die bei deMultipoint-Kopplungsanalyse
bertcksichtigt wurden und ihre Abstammung innerlabFamilie.

Individuum Vater Mutter Geschlecht Gesundheitsstatis
1.3 0 0 1 0
1.4 0 0 0
1.5 0 0 2 1
1.6 1.3 1.4 1 2
1.7 0 0 1 1
111.8 1.3 1.4 2 2
111.9 0 0 1 1

111.10 1.3 1.4 2 2
V.12 111.6 1.5 2 2
V.13 0 0 1 1
V.14 0 0 2 1
V.15 1.7 1.8 1 2
V.16 0 0 1 1
V.17 1.7 1.8 2 2
V.20 0 0 2 1
V.21 111.9 111.10 1 2
L-1671 V.13 V.12 2 2
L-1673 V.13 V.12 2 0
V.15 V.15 V.14 2 2
V.16 0 0 1 1
V.17 0 0 2 1
L-1678 V.16 V.17 1 2
L-1686 V.16 V.17 2 0
L-1680 V.21 V.20 1 2
L-1692 V.16 V.15 2 2
L-1681 L-1678 V.17 2 0

Spalten ,Vater" und ,Mutter”: 0, bei Grindern; Sgal,Geschlecht*: 1, mannlich; 2, weiblich; Spalte
.Gesundheitsstatus®: 1, gesund; 2, krank; 0 unbekan

Tab 3.2 Ubersicht Uber die Regionen des Genoms mit déchsten
Multipoint-LOD-Scores

Chromosom Marker Position [cM] Mpt-LOD
2 Start 0,00 2,04
2 D2S2393 7,05 2,37
2 D2S2166 10,86 2,32
2 D2S162 20,03 -0,70
3 D3S3726 42,64 -2,28
3 D3S3727 56,07 2,24
3 D3S3521 63,12 2,57
3 D3S1613 72,21 2,65
3 D3S1300 80,32 -0,27

18 D18S453 43,49 -1,47
18 D18S877 54,40 2,62
18 D18S1124 61,17 2,79
18 D18S535 64,48 2,75
18 D18S1127 77,36 0,19

Mpt-LOD, Multipoint-LOD-Score cM, Centimorgan
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Eine vollstandige Auflistung der ermitteltdultipoint-LOD-Scoresist in Tabelle 8.14 im
Anhang zu finden unter Angabe der verwendeten STERkBt, ihrer Position auf der
genetischen Karte und des Abstandes zu benachbdekern. In der Tabelle sind auch
erhohte LODScoreseinzelner Marker hervorgehoben.

In Abbildung 3.4 ist das Ergebnis Kopplungsanaljge Chromosom 2 graphisch
aufgearbeitet. Zu Beginn des Chromosoms findet sicb Erh6hung des LOBeoresauf
Werte von Z> 2,32. Dieser Bereich vom Anfang des Chromosom®Bi8162 umfasst 20
cM (vgl. Tabelle 3.2) und ist den zytogenetischemden 2p25.3 - p25.1 zugeordnet. In
diesem 8,8 Mb grof3en Bereich befinden sich 46 Gene

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview).

Multipoint-LOD-Score
o =
—
—
D2S427

o
L
D2S2393
D2S2166

\/

0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

Position [cM]

Abb. 3.4 Ergebnis deMultipoint-Kopplungsanalyse von Chromosom 2. Aufgetragen diad_.OD-Scores
gegen die Position der Marker auf der genetischanteKin cM. Jede Anderung des Kurvenverlaufs
reprasentiert den LOBcoreZ eines Markers. Die Berechnungen wurden mit Hiks Computerprogramms
Allegro 2.0 fur 24 Marker von den ausgewahlten sereldndividuen und 19 Ahnen der Familie R
durchgefuihrt. Der niedrigste LOBeorefur das Chromosom wurde auf Hohe des Markers D234R
einem Wert von Z = -2,84 ermittelt. Zwei Werte simit Z = 2,37 (D2S2393) und Z = 2,32 (D2S2166)
deutlich erhoht. Die gestrichelte Linie auf Hohes d®D-ScoreZ = 3 kennzeichnet den unteren Grenzwert,

fur den eine Kopplung als signifikant angenommendee kann (Lander und Kruglyak, 1995).
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Die interessierende Region auf Chromosom 3 erdtseck Uber eine Distanz von 37,7 cM
bzw. 41,1 Mb und ist in Abbildung 3.5 dargesteller Bereich zwischen D3S3726 und
D3S1300 entspricht den Banden 3p24.3 - pl4.3, in 489 Gene lokalisiert sind

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview).
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Abb. 3.5 ErrechnetéMultipoint-LOD-Scoresfiir Chromosom 3. Die gegen die Position auf deretischen
Karte in cM aufgetragenen LOBeoreserzielen im Bereich der Marker D3S3727, D3S352d D3S1613
Werte von Z = 2,24, Z = 2,57 bzw. Z = 2,65. Die &#mungen wurden fur 21 Marker des Chromosoms
durchgefuhrt. Die gestrichelte Linie bei Z = 3 keeichnet den unteren Grenzwert, fir den eine Kapplu

als signifikant angenommen werden kann.

Auf dem Chromosom 18 (siehe Abbildung 3.6) befirgleh eine Region zwischen 43,49
und 77,36 cM mit LOD-Scores vonZ 2,62, die dem unteren Grenzwert von Z = 3 fur
eine vorliegende Kopplung nahekommen. Sie wirdkilam von den Markern D18S453
und D18S1127. Die von ihnen umfasste Region ist388 Mb grol3 und umfasst die
Banden 18pl11.21 - g21.2 des Chromosoms. Die Rduhein der Datenbank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview) ergab 213 bekte Gene in dieser Region.
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Abb. 3.6 Ergebnis deMultipoint-Analyse von Chromosom 18. Die LOD-Scores sind gefierPosition auf
der genetischen Karte in cM aufgetragen. Im BerdehMarker D18S877 (54,40 cM) bis D18S535 (64,48
cM) erreichen die LOCBcoresWerte zwischen 2,62 und 2,79. Sie kommen damigdstrichelten Linie bei

Z = 3 nahe, welche den unteren Grenzwert markigrtden eine Kopplung als wahrscheinlich gilt. Auf

Chromosom 18 wurden 13 Marker analysiert.

Die hier vorgestellten Regionen werden in Abschhi2t1 néher diskutiert.

Im Anschluss an die genomweitdultipoint-Kopplungsanalyse ist es notwendig, die
Bereiche des Genoms, in denen erhthte L%aDresermittelt wurden, unter Einbeziehung
aller verfligbaren Individuen zu betrachten, um mirgemeinsamen Haplotypen zu
identifizieren. Das Ergebnis der anschlie3end dyefifhrten Haplotypisierung der Region
auf Chr. 18 ist in Abbildung 3.7 dargestellt. Dakennte ein gemeinsamer Haplotyp bei
vier Betroffenen und bei zwei als klinisch unbekaemgestuften Familienmitgliedern
gefunden werden. Im weiteren Verlauf des Projeldaléen erstens die Licken in der
Genotypisierung geschlossen und zweitens die Katehdegion im Rahmen einer

Feinkartierung detaillierter dargestellt und soemitgegrenzt werden.



1.1 1.2
.3 .4
.5 .6 .7 | s .9 .10 .11
V6 | V7 V8 | V9 V.10 | V.11 V.12 | V.13 V.14 V16 | IV.17 V.18 | V.19 V.20 | V.21
D18S453
D18S877
D18S1124
D18S535
D18s1127
0 ]
- . L-1688 L-1675 L-1684 L-1674 L-1676 V.9 L-1677 V11 L1671 L-1673 L-1679 V.15 V.16 V.17 | L-1678 L-1686 L-1690 L-1691 L-1680 V.23 V.24 V.25
D18S453 9 8 ? 2 9 11 1 13 ?? 12| 2 [12|2 11 13! 12|12 | 12| ? 2?2 0?2 ? 2 13
D18S877 5 5 7 ? 2 5 7 ? ? 5|4 |5]|4 5 7 6(5] 6|5 ? 2?2 ?2? 5| 4
D18S1124 2 ?? ?? 9 11 9 11 212 |2|11 9 12 2(2] 2|2 ? 0?2 ?? 2|3
D18S535 7 5 8 5 8 5 8 6 8 5|8 |5|8 6 8 5| 2|5 ? 2?2 0?2 ? 5|6
D18s1127 9 12 8 15 8 13 2 13 16 15 15| 15|15 15 15 16 13| 15| 13 | 15 ?? 0?2 15| 10
*
L-1670 L-1672 L-1682 L-1683 L-1692
D18S453 9 11 9 11 9 11 11 11 10 13
D18S877 5 4 5 4 5 2 6 2 5|5
D18S1124 22 92 14 11 14 11 2112
D18S535 76 56 8 6 5 6 516
D18s1127 9 1315 13 15 12 8 14 9 16
L-1685

Abb. 3.7:Haplotypen in der interessanten Region auf Chromo&8 von Familie R. Fir die drei Marker D18S877,881124 und D18S535 findet sich ein
gemeinsamer Haplotyp (rot) bei den Betroffenen £41,6.-1678, L-1680 und L-1692 sowie bei den klihisds unbekannt eingestuften Familienmitgliedern L-
1673 und L-1686. Bei dem Betroffenen L-1693, fun dereits eine Mutation beschrieben wurde (MiUechl; 2005), findet sich dieser Haplotyp nicht, ebenso
wenig bei L-1689, der ganz links im Stammbaum abideb ist. Bei dem Betroffenen L-1679 lagen Schigkeiten bei der Genotypisierung durch

Verunreinigungen der DNA vor, daher wurde der Hglan Klammern gesetzt. Legende: Kreis, weibli@uadrat, mannlich; schwarz, erkrankt; weil3, gesund;

durchgestrichen, verstorberDynactinMutation nachgewiesen; ?, keine Genotypisierunglitlh. Der Doppelstrich zwischen L-1687 und L-1688nbolisiert
Blutsverwandtschaft zwischen Eheleuten.

[6)]
[00]
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3.2 Haplotypisierung, Mutationsanalyse und Gendosis

Veranderungen bei Familien mit Parkinsonsyndrom

3.2.1 Haplotypisierung

Fur die Familien M, K und P wurde eine Genotypisngy der Genort® ARK1bis PARKS

unter Verwendung der in Tabelle 8.13 genannten SfERker durchgefuhrt. Ziel war es,
nach der Bildung der Haplotypen einige der Regiora® krankheitsverursachend
ausschlieRen zu kénnen. Angaben zu den Positioeervetwendeten Marker auf der

genetischen Karte finden sich ebenfalls in der Tal®13 im Anhang.

Das Ergebnis der Haplotypisierung der RegionR&RK6auf Chr. 1 der Familie M zeigt
Abbildung 3.8. Da®’INK1-assoziierte Parkinsonsyndrom wird autosomal-rézesserbt,
wonach bei allen drei Nachkommen beide Allele dessGmutiert sein mussten, gleiche
Mutationen bei einer homozygoten und verschiedengatbnen bei einecompound
heterozygoten Atiologie. In der Literatur werderdem Falle beschrieben, bei der eine
heterozygote Mutation innerhalb des Gens genilgtdasnParkinsonsyndrom auszulésen
(vgl. Abschnitt 1.3.2). Wirde dies auf Familie Mtraifen, so missten die Nachkommen
zumindest einen gemeinsamen Haplotypen teilen.i@amcht der Fall war, konnte eine
PINK1-Mutation als Ursache ausgeschlossen werden un@&eéasnusste nicht zusatzlich

sequenziert werden.
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Abb. 3.8 Die linke Seite der Abbildung) zeigt den Marker D1S478 fur den GenBARK6der Familie
M auf einem denaturierenden Polyacrylamidgel. Dianden sind der GroRe nach von 1 bis
nummeriert, die jeweils starksten Banden einer Banmzeichnen den Genotyp, schwéchere Bander
sog. ,Stotterbanden”. Die Genotypen sind in dersteeioberhalb des Gels eingetragen. Die Kontr
CEPH1 und CEPH2 haben laut Datenbank eine LangeCERPH1 155/171 bp und CEPH2 171/1513
(http://research.marshfieldclinic.org). IB sind die Genotypen des Markers D1S478 zusammet
Genotypen weiterer Marker fir den GenBARK6in den Stammbaum eingetragen und vier Higplen
(rot, gelb, grun, blau) in der Elterngeneration itgeth worden. L2478 hat den roten Haplotyp von ¢
Mutter und den blauen vom Vater geerbt2479 den gelben von der Mutter und den griinen vaten
Da die Qualitat der DNA von L-2491 schlecht wlonnten nicht alle Genotypen ermittelt werden.tZ
der fehlenden Information lasst sich dieser Geatsrturséachlich fur die Erkrankung aussschlieBence\
er krankheitsverursachend, so mussten alle Kindedestens einen gemeinsamen Haplotyp besitzen.
Legende: Kreis, weiblich; Quadrat, mannlich; sclayaerkrankt; weil3, gesund; durchgestrict

verstorben; ?, keine Genotypisierung maglich.
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Die Haplotypisierung der anderen Genorte der FanMlierlaubte keinen Ausschluss, da
alle drei Nachkommen stets mindestens einen gearags Haplotyp teilten (Ergebnisse
nicht dargestellt). Die autosomal-dominant vererbf@rmen PARK1, PARK3 PARKS5
und PARK§ lassen sich unter der Annahme, dass eine redeizZRenetranz bei dem
involvierten Elternteil vorliegt, erklaren. Ebensind die Ubrigen autosomal-rezessiven
Formen PARK2und PARK? unter der Annahme, dass auch eine heterozygotatido
als krankheitsverursachend ausreicht, moglich (vg\bschnitt 1.3.2). Eine
Zusammenstellung der Ergebnisse der Haplotypisierom Familie M findet sich in
Abbildung 3.9.

Abb. 3.9:Ergebnisse der Haplotypisierung
Familie M. Die fir die Genortd?ARK1 bi

L2477 L-2480 PARKS ermittelten Haplotgen sind mit d
PARK1 AlB C/D Buchstaben A bis D bezeichnet. Die
PARK2 AlB CID
PARK3 AlB C/D i
PARKS N oI hervorgehobenen Buchstaben kennzeichni
PARK6 AlIB Cc/D ; ; ; =
PARK? INTS cIb Haplotypen, die eine krankheitsauslés
A . .. .
PARKS '8 c/p Mutation tragen koénnten, die schwa
Haplotypen scheiden als Verursacher aus
(
L-2478 L-2479 L-2491
Genort PARK6  konnte durch C
PARK1 B/C AlC B/C o
PARK2  A/C AlC Al? Haplotypisierung  ausgeschlossen  we
PARK3 AlC AlC ?21?
PARKS B/C AlC B/C Legende: Kreis, weiblich; Quadrat, mann
PARK6 A/D B/C 272
PARK7 AlC B/C A/C . :
PARKS N nIC N schwarz, erkrankt; weil3, geslt

durchgestrichen,  verstorben; ?, k

Haplotypisierung moglich.

Bei der Familie K konnte durch die Haplotypisierd@ner der GenortPARK1- PARKS
ausgeschlossen werden. Exemplarisch ist dies fiirGenortPARK2in Abbildung 3.10
gezeigt. Fur jeden der Genorte war es mdglich,regemeinsamen Haplotyp entweder
Uber die Linie L-1436 — L-1435 — L-1437 oder diaiei GroR3vater (Ehemann von L-1436)
— L-1435 — L-1437 zu verfolgen. Fur eine besserertddung des Vererbungsmodus sind

weitere klinische Untersuchungen der Betroffenemveadig.
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Abb. 3.10 Ermittelte Haplotypen des Genorts
PARK2der Familie K. Die Tochter 1437 und ihi
Vater L-1435 teilen den violetten Haplotyp. If
Grofmutter L1436 besitzt diesen nicht. C

violette Haplotyp muss also vom Grof3ve

.

stammen, von @mn kein genetisches Material :

L-1440 L-1441 1-1436
D6S1719 3|7 5|7 5| 3 211 ? . . ey .
D6s1599 |15 4| |15|[4 | 15| 4 ||| 2|| > Verfugung steht. Es besteht die Moglichkeit, ¢
D6S955 6|| 4 6|4 6| 3 21 ?
D6S305 10|| 14 |10f| 14 |10] 15 ?211? i i H
DeSa250 | I | e P der violette Haplotyp die krankheitsverursache
D6S1579 418 4118 4! 3 211 ? . .. .
— Mutation tragt. Uber den Grund der Erkranki
(F* von L-1436 kann keine Aussage gemacht wer
L-1439 L-1435 1-1438 .
D6S1719 316 5(|3 5|16 i i i i
pesirs 3|8 EIRIEE Ahnliche Ergebnisse liefern auaie Analysen de
D6S955 3|2 6/|3 6[| 2 . .
D6S305 15| 3 10/[ 14 |10[| 3 anderen Genorte. Legende: Kreis, weibl
D6S1550 6|8 6||6 6|| 8
D6S1579 3|13 qe1LAls Quadrat, mannlich; schwarz, erkrankt; e
L-337 gesund; ?, keine Genotypisierung mdglich, da
D6S1719 513 . .
D6S1599 4|a genetisches Material vorhanden.
D6S955 713
D6S305 3|1
D6S1550 6|6
D6S1579 318

Differenziertere Ergebnisse lieferten die Untersungen zur Familie P. Finf Genorte
(PARK1, PARK2, PARKPARK5undPARK?Y konnten mit Hilfe der Haplotypisierung als
ursachlich fur die Erkrankung ausgeschlossen welldaa Ergebnis des GenorfeARK6
ist in Abbildung 3.11 dargestellt. Wie daraus hegeht, teilen alle untersuchten
Betroffenen einen gemeinsamen Haplotyp. Somit bestiee Mdglichkeit, dass eine
heterozygote Mutation im Gen die Krankheit verundacBei der anschlielBenden
Sequenzierung des Gens konnte allerdings keine tMoteggefunden werden (siehe
Abschnitt 3.2.2). Die Haplotypisierung des GendPt8RK8 ergab ebenfalls, dass alle
Betroffenen einen kleinen Haplotyp teilten: Fir dfarker D12S2519 und D12S2520
trugen sie je ein gemeinsames Allel (Ergebnissbktrdargestellt). Die Sequenzierung von
acht Exons desRRK2Gens deckte keine Mutation auf.

Bei Betrachtung der Haplotypen in Abbildung 3.1Mt fdie Unstimmigkeit auf, dass der
gelbe Haplotyp von L-2473, der braune von L-2474 der violette von L-2469 von
demselben Elternteil stammen missen. Die Wiedenigoller Genotypisierung brachte

dasselbe Ergebnis.
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L-2472 L-2471 L-2470 L-2468 L-2403
D1S552 5|5 |5]4 5| 5 2| 4 4 4
D1S2732 13 5 | 8|4 8| 5 8| 11 8 8
D1S478 13| 9 |14| 11 |14 9 15| 13 13 4
D1S2828 6| 11|4| 4 41 11 18| 15 4 4
D1S2864 5| 10 14| 5 |14]| 10 5|5 5 10

Abb. 3.11 Ergebnis der Haplotypisierung des Gen&#RK6der Familie P. Es finden sich keine Hinweise
auf krankheitsverursachende homozygote adenpounéheterozygote Mutationen, da die Betroffenen keine
zwei gemeinsamen Haplotypen besitzen. Der rot regekiHaplotyp (5-8-14-4-14) ist jedoch bei allen
Erkrankten vorhanden, was das in dieser RegioretidggPINK1-Gen zu einem interessanten Kandidaten
macht. Die gesunden Familienmitglieder L-2470, [-24ind L-2474 tragen ebenfalls den roten Haplotyp;
somit ware eine Erhdéhung der Suszeptibilitat flig Hirankheit bei Besitz des roten Haplotyps denkbar,
insofern eine Mutation iRINK1 vorhanden ist. Die Unstimmigkeit, dass der gellaplbtyp von L-2473, der
braune von L-2474 und der violette von L-2469 va@mdelben Elternteil stammen mussen, liel sich auch
nach wiederholter Genotypisierung der Marker nigbtrigieren. Legende: Kreis, weiblich; Quadrat,
mannlich; schwarz, erkrankt; weil3, gesund; durchigden, verstorben; ?, kein genetisches Material

vorhanden.

Die anderen Haplotypisierungen legten zwei weitBrebleme frei: Fur den Genort
PARK1wurden im Personenkreis L-2398, L-2399, L-2401 wRR402 im Bereich von
drei Markern sechs Haplotypen entdeckt, BARKS8 ein Uberzahliges Allel im Bereich
eines Markers (Ergebnisse nicht dargestellt). Abdr zeigte die Wiederholung der
Analysen dasselbe Ergebnis. Eine Erklarung furbeiebachteten Phdnomene kdnnte das
Vorhandensein eines weiteren, unbekannten Vatars se

Eine Ubersicht (iber die Ergebnisse der Haplotypisig zeigt die Abbildung 3.12.
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T i

L-2404 L-2473 L-2474 L-2469 L-2398 L-2400 L-2399 L-2402 L-2401
PARK1 AlBD c/D E/F FG/E
PARK2 A/BC AlB AID E/D
PARK3 AlB /D E/FG HG/E
PARKS5 AlB C/D E/F E/F
PARK6 AlB AlC AlB AlB
PARK?7 AlB AlC D/E F/G
PARKE AlB AlC DAD /EF DAD/E
L-2472 L-2471 L-2470 L-2468 L-2403

Abb. 3.12 Ubersicht der Ergebnisse der Haplotypisierung Familie P in Hinblick auf die Betroffenen. Die
ermittelten Haplotypen der Genof®ARK1 bis PARK8sind mit Buchstaben bezeichnet. Rekombinations-
ereignisse sind mit mehreren Buchstaben im Bereices Haplotyps kenntlich gemacht. Die farbigen
Hervorhebungen kennzeichnen diejenigen Haplotydenbei mehreren Betroffenen gleich sind (griin mit
Dominanz im Zweig L-2473/L-2469, blau mit Dominanm Zweig L-2398/L-2402). Rote, fette
Hervorhebungen kennzeichnen Haplotypen, die bendletroffenen vorkommen, wie dies FARK6und
PARKS8der Fall ist (in beiden Fallen symbolisiert dusih A). Bei den anderen Loci kommt es bei den vier
Betroffenen nicht zu einer Ubereinstimmung der ldgglen. Daher konnten diese Genorte als
krankheitsverursachend ausgeschlossen werden. degéreis, weiblich; Quadrat, ménnlich; schwarz,

erkrankt; weil3, gesund; durchgestrichen.

3.2.2 Mutationsanalyse mittels Sequenzierung

Aufgrund der Ergebnisse der Haplotypisierung wwegdeschieden, ob eine Sequenzierung
des jeweiligen Gens von ein bis zwei Mitgliedernmr #@milie sinnvoll war oder sich

erubrigte. Als weiteres Kriterium wurde die Mengesbhriebener Mutationen des Gens
bertcksichtigt, so dass héaufig betroffene Gene algeselten mutierte Gene sequenziert
wurden. Im Fall des GensRRK2wurden neben haufig mutierten Exons diejenigennExo

sequenziert, die fir strukturrelevante Domanen é&weah. Die zwei genutzten Methoden
zur Mutationsanalyse werden in der folgenden Ahlnifyl3.13 vorgestellt. Es wurden stets

beide Strédnge sequenziert.
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Abb. 3.13:Gezeigt werden die beiden in dieser Arbeit angelsn Sequenzierverfahrefi: Die unter
Verwendung fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotimittelte Sequenz ist ein Ausschnitt vBINK1
Exon 8 des Individuums L-2402. Die Basenreihenfapgibt sich aus der zeitlichen Abfolge, in der dier
verschiedenen Fluoreszenzsignale detektiert werdebgi die Signalintensitét der Amplitude der Kurve
entspricht. Der hdchsten zu einem Zeitpunkt genmesseAmplitude wird die korrespondierende Base
zugeordnet (griin = A, schwarz = G, rot = T und b#a@). Zu erkennen ist die Uberlagerung eines griine
mit einem blauenpeak bei gleichzeitiger Detektion der Signale (Pfeibfgrund des Vorliegens einer
genetischen Variante auf einem Allel. Es handeh sim den heterozygoten Polymorphismus ¢.1562B(C.
Ausschnitt der Sequenzierung v@&arkin Intron 2 von L-2478 am LI-COR. In jeder Gelspurt ltwas
genannte Didesoxynukleotid in einer vorangegangd?@R zum Kettenabbruch gefiihrt. Die Sequenz der
Polynukleotidkette ist in aufsteigender Grol3e vaten nach oben abzulesen. An Position 25 des ktPon
sind zwei Banden T und C sichtbar (Pfeil); es liet heterozygoter Polymorphismus vor (IVS2+25C/T).
Legende: A, Adenin; C, Cytosin; G, Guanin; T, Thgmi

Das ParkinGen wurde mittels markiertd?rimer am LI-COR-System sequenziert, alle
anderen Sequenzen wurden unter Verwendung markiBrteesoxynucleotide ermittelt
(ABI-System). Die Ergebnisse der Mutationsanalysd 81 Tabelle 3.3 wiedergegeben. Es
wurde keine pathogene Mutation in den untersucfenen der Patienten entdeckt. Alle
vorgefundenen Polymorphismen sind ebenfalls inTédelle 3.3 aufgefiihrt.
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Tab. 3.3 Ergebnisse der Sequenzierung im Rahmen der Mo&snalyse

Familie M Familie K Familie P
Locus Gen, Exon
L-2478 L-1435 L-2402 L-2469
PARK1 SCNA3 k. V. k. V. n.u. n. u.
PARK?2 Parkin 1 - 12 IVS2+25T/C (ht) n. u. n. u. n.u.
PARK5S UCHL1 n. u. n. u. n. u. n. u.
PARK®6 PINK1 1-8 n. u. n. u. IVS1-64delTC (ht) IVS1-7A/G (hm)
IVS1-7A/G (hm) IVS4-5G/A (hm)
IVS4-5G/A (hm) IVS6+43C/T (ht)
¢.1562A/C (ht) IVS8+37A/T (hm)
IVS8+37A/T (hm)
PARK7 DJ12-7 IVS4-85A/G (ht) n. u. n. u. n. u.
PARKS LRRK2 24, 25,| IVS35+23 AIT (ht) IVS40+48C/T (ht)| k. V. K. V.
29, 31, 35, 38
40, 41

A, Adenin; C, Cytosin; del, Deletion; G, Guanin; hlwomozygot; ht, heterozygot; IVS, intervenierende
Sequenz (Intron); k. V., keine Veranderung gefunderm., nicht untersucht; T, Thymin

Sequenzierungen dd3ARK3Gens konnten nicht vorgenommen werden, weil das Ge
noch nicht identifiziert wurde. Auf eine Sequenaigg vonParkin, PINK1 und DJ-1 der
Familie K wurde verzichtet, da bereits im Rahmen derarbeiten keine Hinweise auf

eine Mutation in diesen Genen gewonnen wurden Adggchnitt 1.4).

3.2.3 Gendosis-Veranderungen

Da Veranderungen der Gendosis, also Deletionen Mdéiplikationen ganzer Exon, mit
Hilfe der konventionellen qualitativen Mutationsiys& nicht entdeckt werden kdnnen,
wurde die MLPA-Analyse als quantitatives Nachweitaleren eingesetzt. MLPA-
Analysen wurden fir je zwei Mitglieder der drei Riaem (L-2478 und L-2479 aus Familie
P; L-1435 und L-1436 aus Familie K; L-2402 und L694aus Familie P) vorgenommen.
Es wurden stets beidKits PO51 und P052 (vgl. Tabelle 2.6) angewendet. We e
exemplarisch fur L-2479(it PO51) in der Abbildung 3.14 gezeigt ist, bewegteh slle
Ergebnisse der MLPA-Analysen im als unauffallig lmwertenden Referenzbereich von
0,8-1,2.
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Abb. 3.14:Ergebnis der MLPA-Analyse&\:
desKits P051 einer zu untersuchenden Probe L-2479 un®astivkontrolle L2435. Die Banden besitz

eine Lange, die fur das Sondenpaar

Abbild eines Polyacrylamidgels beladen mit derRFZodukter

spezifisth Das Exon oder die Punktmutation, die die Be

reprasentiert, ist auf Hohe der entsprechenden éamudiert Die roten Kastchen (* und #) markier

Bereiche, in denen die Positivkontrolle L-2435 hetggote Gendosis-Verdnderungen Parkin-Gen

aufweist (Ex9del bzw. Ex8del). Hier sind diese berenit bloBemAuge zu erkennen: Die beiden Ban

von L-2435 sind blasser als die von L-24BundC: Durch die Messung der Intensitat jeder Bandediai

anschlieBende Normalisierung der Werte lassendse&cErgebnisse graphisch darstellen. Jede Sauledas

Verhaltnis des Messwerts zu einer internen negati@ntrolle. Ein Verhaltnis im Bereich von 0,8 Hi
gilt als normal. Die in B mit * und # markierten®&n bestatigen mit Werten von 0,55 (*) bZ0y60 (#) die

zuvor beobachteten heterozygoten Exondeletionen.
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3.3 Assoziationsstudien zunMDR1-Gen

3.3.1 Bestimmung von Genotypen arhightCycler

Zur Untersuchung, ob die Polymorphismen c¢.2677GIMAExon 21, ¢.3320A/C und
c.3435C/T in Exon 26 de#DRI1-Gens genetische Risikofaktoren fir ein primares
Parkinsonsyndrom bzw. fur das Auftreten von Neutka (NL)-induzierten Bewegungs-
storungen darstellen, wurden die Genotypenhaufigkeientsprechender Fall- und

Kontrollgruppen mit Hilfe detightCyclersanalysiert (vgl. Abschnitt 2.3.3).

EEAIGE]

0.018—

007+

0016

0.015 =TT
0.014— — =TI/A
0013 - T/G
0012
5001 =GIA
§0.01— — =G/G
= 5009
g — = Leerwert
2 1.003—
o 4
g
2 0.007

0,006~

0,006

0,004

0,003
.00z
0.001

0
rn.nm—|.|.T|.|.|.|.C|’.|.|.A|.|.|.|.|.,.|

3/ 3@ 40 42 44 4 4@ S0 52 B4 B B8 B0 B2 B4 BB

Temperature ["C]

Abb. 3.15 Die Abbildung zeigt die zweite Ableitung (Wendepte) der Fluoreszenzintensitat in
Abhangigkeit von der Temperatur fur finf Proben mdtrschiedenen Genotypen des SNPs ¢.2677 des
MDR1-Gens. Die mdglichen Nukleotide an dieser Positi@, T oder A) rufen im Experiment
charakteristische Schmelztemperaturen hervor @#&°4C, 48,25° C bzw. 53° C), die durch Maxima des
Kurvenverlaufes gekennzeichnet sind. So lassenAlielfe leicht einem Genotypen zuordnen. Im Fake d
grinen Kurve ist dieser beispielsweise ¢.2677T/@ Eeerwert zur Uberpriifung der Reinheit des

Reaktionsansatzes ist mitgefuhrt. Von ihm darf kdiroreszenzsignal ausgehen.
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Das Gerat ermittelt Anderungen der Fluoreszenzgit@y die bei bestimmten

Temperaturen durch die Dissoziation der Sondenilwar Zielsequenz entstehen, welche
durch den vorliegenden SNP bestimmt werden. In Aebildung 3.15 werden die

typischen Kurvenverlaufe fiur den variabelsten SNB6Z7 anhand von funf Proben
gezeigt.

Bei den drei SNPs wurde von allen vorkommendenlkdiestellationen je ein Trager zu

Kontrollzwecken sequenziert (Ergebnisse nicht dstedi). Anschlielend wurde diese
Probe als Positivkontrolle mitgefihrt. Nach Absdsluder Analysen wurden zur
Uberprifung der Ergebnisse stichprobenartig 6, 7e¥dmsgesamt 716 Proben fur Exon 21
und 14,5 % der Proben fir Exon 26 erneut genospjsivobei eine Fehlerquote von 2,08

% bzw. 3,85 % ermittelt wurde.

3.3.2 Assoziation imMDR1-Gen bei Parkinsonpatienten

Die Genotypen der benannten drei SNPs wurden §@gesamt 418 Patienten mit priméarem
Parkinsonsyndrom erhoben und mit denen von 185rKlindividuen verglichen. Da die
Verteilung der Allele in verschiedenen Bevolkerugrgppen unterschiedlich sein kann,
wurden die deutschen (n = 265) und serbischen @é2)=Patienten zusatzlich getrennt
ausgewertet. Die anderen Ethnien waren in zu geritpahl vertreten, als dass eine
separate Auswertung sinnvoll gewesen ware. Die lifrigee der drei Teilberechnungen
sind in Tabelle 3.4 zu finden.

Bei den Untersuchungen aller ethnischen Gruppetefisich fir den SNP ¢.2677G/TA in
der Fall- als auch in der Kontrollgruppe eine atimdi Verteilung der Genotypen. Der
Wildtyp G/G ist in der Gruppe der Parkinsonpatientait 35,2 % der zweithaufigste
Genotyp nach dem heterozygoten Genotyp G/T (44,7186)ler Kontrollgruppe haben
31,9 % Wildtypallele (G/G) und 44,9 % den GenotyfT (Der dritthaufigste Genotyp in
der Fall- sowie in der Kontrollgruppe ist T/T mif,b % bzw. 16,2 %. Die Genotypen, die
das Allel /A’ beinhalten, kommen seltener vor: G/A2 % und T/A 1,4 % in der
Fallgruppe und G/A 3,2 % und T/A 3,8 % in der Kofigruppe. Die statistischen
Berechnungen mit Hilfe deg@-Tests p-Wert = 0,15) bestétigen als Ergebnis, dass kein
signifikanter Unterschied in der Verteilung der Ggmen in der Fall- und Kontrollgruppe

vorliegt.
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Tab. 3.4 Haufigkeit der MDRI-Polymorphismen bei Patienten mit primarem
Parkinsonsyndrom im Vergleich zu Kontrollen
Falle Kontrollen Statistische Untersuchungen
n % n %
Alle Ethnien 418 185
c.2677
G/IG* 147 35,2 59 31,9 x>-Wert Freiheitsgrade p-Wert
GIT 187 44,7 83 44,9 6,75 4 0,15
TIT 73 175 30 16,2
G/A 5 1.2 6 3,2
T/A 6 14 7 38
€.3320
AIA* 410 98,1 180 97,3 OR Cl p-Wert
AIC 8 19 5 27 0,70 0,20- 2,77 0,55
c.3435
c/c* 104 249 37 20,0 OR Cl p-Wert
CIT 205 49,0 101 54,6 0,92 0,71-1,18 0,53
TIT 109 26,1 47 25,4 0,84 0,51- 1,40
Nur deutscher Herkunft 265 123
c.2677
GIG* 98 37,0 39 31,7 x12-Wert Freiheitsgrade p-Wert
GIT 115 434 61 49,6 12,25 4 0,016
TIT 48 18,1 14 11,4
GI/A 2 08 5 41
T/IA 2 08 4 3,3
c.3320
AIA* 261 985 121 984 OR Cl p-Wert
A/IC 4 15 2 16 1,08 0,10- 7,64 1,00
c.3435
c/c* 69 26,0 21 171 OR Cl p-Wert
CcIT 126 47,5 73 59,3 0,88 0,64-1,21 0,44
TIT 70 26,4 29 23,6 0,78 0,41-1,47
Nur serbischer Herkunft 42 61
c.2677
GIG* 18 429 20 328 x1>-Wert Freiheitsgrade p-Wert
GIT 18 42,9 22 36,1 4,71 4 0,32
TIT 6 143 16 26,2
G/A 0 00 1 16
TIA 0 0,0 2 33
€.3320
AIA* 40 95,2 58 95,1 OR Cl p-Wert
A/IC 2 4.8 3 49 0,63 0,51- 5,67 0,67
€.3435
c/c* 12 28,6 15 24,6 OR Cl p-Wert
cIT 18 42,9 28 459 0,92 0,52-1,61 0,79
TIT 12 28,6 18 29,5 0,84 0,27- 2,58
* Wildtyp

Die Untersuchung des SNPs ¢.3320A/C in allen etheis Gruppen deckte in der
Uberwiegenden Zahl der Falle (98,1 % in der Paddnsund 97,3 % in der
Kontrollgruppe) den Wildtyp A/A auf. Die Ubrigen témsuchten waren an dieser Stelle

heterozygot A/C; ein homozygoter Genotyp A/A lagi lkeinem der untersuchten

Individuen vor. Zwischen der Gruppe der Parkinstiepgen und den Kontrollen konnte

kein signifikanter Unterschied in der Verteilungr déenotypenhaufigkeiten ermittelt

werden p = 0,55).
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Auch beim Vergleich der Genotypenverteilung des $SHNB435 wurde kein Unterschied
ermittelt o = 0,53). Sowohl in der Fall- als auch in der Kotigruppe wurde der Wildtyp
C/C (24,9 % bzw. 20,0 %) seltener als der heterozy@Genotyp T/C (49,0 % bzw. 54,6
%) und als die homozygote Variante T/T (26,1 % b2%4 %) gefunden.

Bei der durchgefuhrten Subanalyse mit Parkinsoapstn ausschlie3lich deutscher (n =
265) Herkunft und der entsprechend ethnisch angegiien Kontrollgruppe (n = 123)
wurde fur den SNP ¢.2677G/T/A ein grof3&rWert (2 = 12,25) ermittelt, der nach
Einbeziehung der vier bestehenden Freiheitsgratenesignifikanterp-Wert (o = 0,016)
besitzt (vgl. Tabelle 3.4). Unabhéngig von den aaald estungen betrachtet misste damit
fur diesen SNP die Nullhypothese, welche besags #ain Unterschied in der Verteilung
der Genotypenhaufigkeit zwischen der Fall- und Kdentrollgruppe herrscht, verworfen
und die Alternativhypothese angenommen werdenlidepretation dieses Befundes wird
in Abschnitt 4.4.1 vorgenommen. Die Analyse deremad SNPs ergab keine signifikanten

Verteilungsunterschiede zwischen den beiden Gruppen

Eine zweite Subanalyse von Personen serbischeadibsiing (Falle: n = 42; Kontrollen:
n = 61) ergab, wie aus der Tabelle 3.4 hervorgékine weiteren signifikanten

Unterschiede in der Genotypenverteilung der drensachten SNPs.

3.3.3 Assoziation imMDR1-Gen bei Neuroleptika-Patienten

In dieser zweiten Fall-Kontroll-Studie wurden 76tiBaten, die unter Therapie mit NL
Bewegungsstorungen als Nebenwirkung entwickelt ehattmit 37 entsprechend
therapierten Patienten, die keine solchen Nebeowg&n entwickelt hatten, hinsichtlich
der Genotypenfrequenzen der genannten SNRAIMR1-Gen verglichen. Die Tabelle 3.5
gibt die erhobenen Daten hierzu wieder; es konmigne signifikanten Unterschiede

zwischen der Fall- und der Kontrollgruppe gefundemnden.
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Tab. 3.5 Haufigkeit derMDR1-Polymorphismen bei Patienten, die unter Therapie m

Neuroleptika Bewegungsstdrungen entwickelten, imgléech zu Kontrollen

Patienten mit Patienten ohne -
Bewegungsstorungen  Bewegungsstérungen Statistische Berechnungen
n % n %
Alle Ethnien 76 37

c.2677
GIG* 23 30,3 14 37,8 x>-Wert  Freiheitsgrade p-Wert
GIT 35 46,1 16 43,2 2,96 4 0,56
TIT 10 13,2 6 16,2
GI/A 4 53 0 00
T/IA 4 53 1 27

c.3320
AIA* 76 100,0 37 100,0 Kein Test durchgefiihrt
A/C 0 0,0 0 0,0

c.3435
c/c* 14 18,4 10 27,0 OR Cl p-Wert
CIT 43 56,6 13° 35,1 0,92 0,50- 1,66 0,78
TIT 19 25,0 14 37,8 0,85 0,25- 2,77

Nur deutscher Herkunft 68 31

c.2677
GIG* 19 279 10 323 x>-Wert  Freiheitsgrade p-Wert
GIT 31 45,6 14 45,2 2,54 4 0,64
TIT 10 14,7 6 194
G/A 4 59 0 00
TIA 4 59 1 3,2

c.3320
AIA* 68 100,0 31 100,0 Kein Test durchgefiihrt
A/C 0 0,0 0 0,0

€.3435
c/c* 11 16,2 7 22,6 OR Cl p-Wert
CIT 40 58,8 11° 35,5 0,80 0,40- 1,56 0,53

TIT 17 250 13 419 0,64 0,16- 2,42
*Wildtyp; "Abweichung vom Hardy-Weinberg-Gleichgewicht: zulei¢leterozygote; °Abweichung vom
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht: zu wenig Heterozygote

Die Genotypenverteilung des SNPs ¢.2677 in der @rupler Patienten mit
Bewegungsstorungen (Fallgruppe) éhnelt derjenigerkdntrollgruppe: Die Wildtyp G/G
(30,0 % in der Fall-, 37,8 % in der Kontrollgrupgedmmt seltener vor als der Genotyp
T/G (46,1 % in der Fall- und 43,2 % in der Kontgollppe), aber haufiger als der Genotyp
T/T (13,1 % in der Fall-, 16,2 % in der Kontrollgne). Die weiteren Genotypen T/A und
GI/A sind in der Gruppe der Patienten mit Beweguidggagen selten vertreten, ebenso in
der Kontrollgruppe. Die statistische Prifung degdbmisse belegte, dass kein signifikanter
Unterschied in der Genotypenhaufigkeit des SNPR&7@.Destehty = 0,56).

Im Falle des SNP ¢.3320 zeigten alle untersuchtatividuen der Fall- und der
Kontrollgruppe den Genotyp A/A, weshalb sich stetche Berechnungen erlbrigten.

Bei der Analyse des SNP ¢.3435 wurde in der Faigeueine Genotypenverteilung von
C/C (Wildtyp) 18,4 %, T/C 56,6 % und T/T 25,0 % dteit. Nach dem in der
Populationsgenetik  geltenden Hardy-Weinberg-Glesgfight kommen in der

untersuchten Gruppe zu viele Heterozygote vor. bngekehrtes Bild zeigte sich in der
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Kontrollgruppe fur den SNP, in der mit 35,1 % zumwgeHeterozygote vorhanden waren
(C/IC = 27,0 %, T/T = 37,8 %). Der statistische Etiomng der Riskoverdnderung ergab
dennoch keinen signifikanten Unterschipd=(0,78).

Auch bei dieser Assoziationsstudie wurde fir eimeetruppe deutscher Abstammung (n
= 68) zusatzlich getrennte Berechnungen unternomimeder sich keine signifikanten

Unterschiede in der Genotypenhaufigkeit der dreersnichten SNPs feststellen lie3en
(siehe Tabelle 3.5). Die Abweichungen vom Hardy-Wderg-Gleichgewicht im Falle des

SNP ¢.3435 wurden hier in gleicher Weise gefunderdér Fallgruppe mit 58,8 % zu

viele, in der Kontrollgruppe mit 37,9 % zu wenig tel®zygote). Weitere Subgruppen
hinsichtlich der Abstammung separat zu analysiesgar aufgrund der zu geringen

Fallzahl nicht moglich.
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4. DISKUSSION

Dieses Kapitel der Arbeit erlautert im ersten Abstth4.1, warum die angewandten
Methoden zur Bearbeitung der einzelnen Fragestginrverwendet wurden. Die Familie
R mit spinocerebellarer Ataxie wurde einer genonwyeiKopplungsanalyse unterzogen
und dabei mehrere Regionen identifiziert, fir dieeegekoppelte Vererbung mit der
Krankheit wahrscheinlich ist. Diese werden in Abstth4.2 ndher vorgestellt und das
weitere Vorgehen zur ldentifizierung der genetischiesache der Krankheit in Familie R
erlautert. In Abschnitt 4.3 werden die Ergebnissekkinkartierung sowie der qualitativen
und quantitativen Mutationsanalyse der GenofPARK1 bis PARKS8 bei den
Parkinsonfamilien M, K und P diskutiert. Anschliedewerden die Ergebnisse von zwei
Assoziationsstudien inMDR1-Gen bei primarem Parkinsonsyndrom und Neuroleptika
induzierten Bewegungsstorungen erortert (Abscldnd). Zuletzt werden in Abschnitt 4.5
Schlussfolgerungen geaufert.

4.1 Beurteilung der verwendeten Methoden

4.1.1 Genomweite Kopplungsanalyse mghort tandem repeaiMarkern

Die genomweite Kopplungsanalyse der SCA-Familie Rde unter Verwendung von 375
short tandem repeaiSTR)-Markern durchgefuhrt. Bereits andere Studiahen gezeigt,

dass die gewdahlte Anzahl von Markern ausreichehduis einen an die Krankheit
gekoppelten Chromosomenabschnitt zu lokalisiererag(@li et al, 2006). Die

verwendeten Marker wurden ausgewahlt, weil sieeassgleichmafig tber dem Genom
verteilt waren (9,0 cM + 4,7 cM), und zweitens wsi€ in der hiesigen Arbeitsgruppe
bereits vorratigwaren. Die genomweite Kopplungsgs®lunter Verwendung von STR-
Markern ist ein géangiges Verfahren, um sich deretjisohen Ursache einer Krankheit
innerhalb einer Familie zu nahern. Eine weitere hbgeit ware gewesen, das Genom
mittels Analyse vonsingle nucleotide polymorphisméSNPs) zu untersuchen. Im

Gegensatz zu den STR-Markern sind SNPs weitausezetdr im Genom vorhanden,
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konnen aber in der Regel nur zwei Allele annehntein. STR-Marker tragt aufgrund

seiner zahlreich moglichen Allellangen mehr Infotim@en zur Kopplungsanalyse bei.

4.1.2 Genotypisierung und Haplotypisierung der Gente PARKI1-
PARK8sowieSCA5

Die Genotypisierung und anschlieRende Haplotypisgmwurde fir die GenorieARKZE:
PARKS8 bei den Familien M, K und P mit familidrem Parlkinsyndrom sowie flr den
GenortSCA5bei der SCA-Familie R durchgefihrt. Die jeweiligdiarker wurden benutzt,
da sie den das Gen umgebenden chromosomalen Betmietken, im Fall voRARK2
und PARKS8 sogar innerhalb des Gens liegen (vgl. Tab. 8.Idg anschlielRende
Haplotypisierung konnte bei Familie M und K per idarorgenommen werden, da es sich
um kleine Familien handelt. Im Vorfeld dieser Atbeiar fir Familie K bereits ein
Screeningauf Mutationen in den GenepRarkin (PARK2, PINK1 (PARK§ und DJ-1
(PARK? mittels single strand confirmation polymorphis(8SCP)-Analyse durchgefiihrt
worden. Das Prinzip der SSCP-Analyse beruht darda$s durch eine Mutation eine
Veranderung der DNA-Einzelstrangkonformation veaatg wird, die sich beim Wandern
des Fragmentes in einem nicht-denaturierenden &glganidgel als Mobilitdtsanderung
aul3ert. Die Sensitivitat dieser Methode ist delntkc100 % (Faret al, 1993), weshalb
eine erneute Uberprufung dieser Gene mittels Hgpisierung gerechtfertigt schien. Im
Falle der Familien M, K und P sollte die Genotypisng und Haplotypisierung méglichst
viele Genorte vorzeitig ausschlieRen und somit dfoetige und zeitaufwandige

Sequenzanalysen ersparen.

4.1.3 Methoden der qualitativen und quantitativen Mitationsanalyse

Die konventionelle Sequenzierung mittels Kettenabbverfahren nach Sanger (vgl.
2.3.7) ist eine sehr sensitive Methode zur Muta@oralyse, die alle qualitativen
Veranderungen der DNA im untersuchten Bereich detek Der Aufwand der
Sequenzierung mittels fluoreszenzmarkieRemer (vgl. 2.3.7.2) ist relativ grol3, da fir
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jedes ddNTP ein eigener Reaktionsansatz hergestedlt Daher wurde diese Methode nur
fir dasParkin-Gen (Exons und Exon/Intron-Ubergénge) bei FanMieangewandt. Die
ubrigen Sequenzierungen wurden mittels fluoreszenzierter Nukleotide (vgl.2.3.7.3)
durchgefuhrt. Um eine hdhere Sensitivtat zu eremichvurden bei allen Sequenzierungen
sowohl der Vorwarts- als auch der Ruckwartsstrangalyasiert und oft zwei
Familienmitglieder untersucht (vgl. Tab. 3.3). Eihémitierung der konventionellen
Sequenzierung ist allerdings, dass Deletionen untplfikationen ganzer Exons nicht
aufgespurt werden kénnen.

Als Screeningzur Erfassung dieser quantitativen DNA-Mutatioséghen zwei Methoden
zur Auswahl: Die in dieser Arbeit verwendete MLPA&dlyse sowie digeal-time-PCR.
Ein Vergleich der beiden Methoden zeigt jedoch,sdast der MLPA-Analyse eine
deutliche Kosten- und Zeitersparnis realisierbat, i®hne die Qualitat der
Versuchsergebnisse zu beeintrachtigen (Djaretadi, im Druck). Bei dereal-timePCR

ist es notwendig, fur jedes Exon eine eigene PCRablieren. Das ist sehr kostenintensiv,
insbesondere gilt das fur die Sonden und spezi®kagenzien der fluoreszenz-basierten
real-timePCR. Bei der MLPA-Analyse besteht aufgrund der Nbiseit mehrere Exons
simultan in einem Ansatz zu untersuchen ein klZetvorteil. Allerdings ist man bei der
MLPA-Analyse abhangig von den angeboteisameeningKits, wobei hingegen diecal-
time-PCR-Methode fiir jedes gewtinschte Exon anwendhabis Auswahl der Methode
richtet sich daher nach der jeweiligen Fragestglldur die hier untersuchten Proben war

ein Screeningnittels MLPA-Analyse zunachst ausreichend.

4.1.4 Methode der Genotypisierung vorsingle nucleotide polymorphisms
am LightCycler

Es hat sich gezeigt, dass die in dieser Arbeit gadete Methode sich gut eignet, um
single nucleotide polymorphisnSNPs) zu genotypisieren. Die Vorziuge dieser Mgtho
bestehen darin, dass sofort eine Differenzierungsadven Wildtyp sowie homo- und
heterozygoter Mutante méglich ist. Im Falle des SNR677G/T/A in Exon 21 erlaubt die
Methode eine eindeutige Unterscheidung aller sectiglichen Genotypen (Arjomand-
Nahadet al, 2004). Ein Nachteil bei der Benutzung teghtCyclersist, dass die pro Lauf
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analysierte Probenzahl auf 32 Stiick (inklusive Kalfgn und Leerwert) begrenzt ist. Ein
hoherer Durchsatz ware bei der Anwendung der dHRIg€haturing high performance
liquid chromatography moglich gewesen. Allerdings ist es bei der dHPLE die
Unterscheidung aller homozygoten Allelkonstellation (Wildtyp und Mutanten)
notwendig, die PCR-Produkte zu mischen und andddtid ein zweites Mal zu messen.
Dadurch ware wiederum erstens ein Zeitverlust umditens ein héherer Kostenaufwand
entstanden. Da zudem die Technik der dHPLC-Anlagbtrkomplex ist und sie somit eine
hohe Storanfalligkeit besitzt, wurde die Verwendudes LightCyclers der dHPLC

vorgezogen.

4.2 Haplotypisierung und genomweite Kopplungsanalys der
SCA-Familie R

Bei der Familie R trat gehauft ein breites Spektammeurologischen Defiziten auf. Viele
Betroffene zeigten das Bild einer SCA, isoliert ooleKombination mit Blicklahmungen,
kortikaler Demenz, Dystonie, Pyramidenbahnzeichieemor und Pallhypéasthesie (vgl.
2.1.1). Fur die Betroffenen mit FTD (L-1693) und 3L(V.3) sowie drei Nachkommen
wurde bereits eine Mutation inDynactinGen beschrieben (Minclet al, 2005;
Rosenbohnet al, eingereicht), weshalb diese Personen und ihhRtemmen bei der
Berechnungen der LOBeores im Anschluss an die Kopplungsanalyse nicht
bertcksichtigt wurden. FUr die Uubrigen Betroffenddnnen zwei verschiedene
Moglichkeiten fir die Vielfalt der Symptome in Batht gezogen werden: Einerseits
konnten die verschiedenen neurologischen Stérudgesheine Mutation in einem bereits
bekannten oder noch unbekannt&CALocus verursacht sein; andererseits konnten
verschiedeneMutationen existieren, welche bei Personen, die eiden Mutationen
betroffen sind, zu einer Uberlagerung der Phanatyfigaren. Die vorliegende Arbeit
wurde im Wesentlichen unter der ersten Annahmeeldrsind wird im Hinblick darauf

diskutiert.
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Von den 28 bekannten, autosomal-dominant vererStéAs gelang eine Identifizierung
der genetischen Ursache bislang erst fur 14 Formemn haufig ist die Suche nach der
krankheitsverursachenden Mutation ein Uber Jahdawernder Prozess. Die haufigsten
bekannten Mutationen sind TrinukleofRepeatExpansionen§CAL, 2, 3, 6, 7, 8, 12, 17
und DRPLA), aber auch Deletionen uidissenseMutationen SCA5, 13, 14ind 27) sind
beschrieben worden. Im Fall vo®CA10 handelt es sich um eine intronische
PentanukleotiRepeatExpansion (s. Tab. 1.1). Da eine Trinukled®dpeatExpansion
der haufigste bekannte Mutationstyp bei SCA ishrkaermutet werden, dass diese Art

von Mutation auch in weiteren Fallen vorliegt, selabei Familie R.

4.2.1 Haplotypisierung des GenortSCAS5

Im Vorfeld der genomweiten Kopplungsanalyse konntitels Haplotypisierung der
GenortSCAbals moglicher veranderter Locus ausgeschlossedendvgl. 3.1.1), da nur
drei von sechs Betroffenen Uber einen gemeinsamaplolypen verfigen. Die
Untersuchung des Genorts war bei Familie R angbhrdenn es existieren bis heute nur
wenige Familien, in denen Mutationen iBeta-llI-SpektrinGen beschrieben wurden
(Ikeda et al, 2006). Die Betroffenen dieser publizierten Familzeigen eine geringere
Variabilitdt der Symptome als die der Familie R (Bét al, 2004; Ranunet al, 1994;
Stevaniret al, 1999). Da jedoch bekannt ist, dass sich atdigigaankheiten der gleichen
Entitat klinisch unterschiedlich manifestieren kénn(Manto, 2005), ware ein Ausschluss
des Genort$SCAS5allein auf Grundlage des klinischen Vergleichs Bamilie R mit den

anderen Familien nicht ausreichend gewesen.

4.2.2 Genomweite Kopplungsanalyse

Die genomweite Kopplungsanalyse von sieben Indemdund 19 Ahnenler Familie R
ergab fir mehrere Regionen des Gendugtipoint-LOD-Scores> 2, von denen drei (Chr.
2, 3 und 18) im Kapitel 3.1.2 dargestellt wurdeer B6chste LODBcore(Z = 2,79) wurde
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im Bereich der zytogenetischen Banden 18p11.211.1g&ir den Marker D18S1124
errechnet (vgl. Tab. 3.2).

Fur die LODScoreseiner Kopplungsanalyse existiert ein maximaler &tungswert,
welcher sich aus der Anzahl der informativen Béémén multipliziert mit dem Faktor 0,3
abschatzen lasst. Im Falle der Familie R wurden elrideutig Betroffene in die
Berechnungen eingeschlossen (vgl. Abbildung 3.®3miw sich ein Erwartungswert von
3,6 ergibt. Die Diskrepanz zwischen dem tatsacldichittelten Wert und dem maximal zu
erwartenden Wert ist dadurch bedingt, dass die tggeghen Analysen nur bei vier
Betroffenen aus der flinften und sechsten Genera#ts@chlich durchgefihrt werden
konnten.

Die aussichtsreichste Region im Genom befindet, sioh bereits erwahnt, auf Chr. 18 in
dem Bereich 18p11.21 - q21.2. Sie umfasst ein Ggbre33,9 cM (43,49 - 77,36 cM) und
ist 38,8 Mb grof3 (zwischen 12,9 Mb und 51,5 Mb).dlaser Region wurden 213 Gene
gefunden (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview). Die Rahmen dieser Arbeit erstellte
Haplotypisierung der Region unter Berlcksichtigualler Familienmitglieder zeigt
Folgendes: Vier der sieben untersuchten Erkrankiedh zwei klinisch als unbekannt
eingestufte Familienmitglieder (L-1673 und L-168Ggilen einen gemeinsamen
Haplotypen in dieser Region (vgl. Abbildung 3.7nd&der erkrankten Personen ohne den
Haplotyp ist L-1689, die verwandtschaftlich weithvden anderen Betroffenen entfernt ist.
Es koénnten erstens eine Vielzahl an Rekombinatiostattgefunden haben, die dazu
gefuhrt haben, dass ein kleiner Haplotyp, dendetich alle gemeinsam haben, zwischen
zwei der erhobenen Markern liegt oder eng an drgestellten Marker angrenzt und im
Rahmen der genomweiten Kopplung noch nicht aufdeédearde. Zweitens ist es
maglich, insofern die angeheiratete Mutter von I89.§11l.1) tatsachlich betroffen war,
dass L-1689 an der von ihr vererbten Krankheit littd somit kein genetischer
Zusammenhang zwischen der Erkrankung von L-1689 et der anderen
Familienmitgliedern besteht und damit L-1689 fle ¢iaplotypisierung nicht informativ
ist. Die anschlie3ende Feinkartierung wird diesagE weiter nachgehen. Der Betroffene
L-1693 ist fur die Haplotypisierung nicht informgtida fur ihn bereits eine Mutation im
DCTNZLGen entdeckt wurde (Mindat al, 2005). Auch bei L-1679 fehlt der gemeinsame
Haplotyp. Die DNA der Person war kontaminiert, wabhsie auch in diéMultipoint-
Kopplungsanalyse nicht eingeschlossen wurde. IsedieFall ist eine Uberprifung der

Marker mit frischer DNA notwendig, um ein verlasbies Ergebnis zu erreichen. Bei den
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klinisch als unbekannt eingestuften Familienmitdgien mit dem gemeinsamen Haplotyp
konnte eine reduzierte Penetranz vorliegen. DiEs&smomen wurde auch schon fur andere
SCA-Subtypen beschrieben, so z. B. bei SCA17 (Nakast al.,2001). Moglich ist auch,

dass die besagten Familienmitglieder erst in eihéheren Lebensalter erkranken.

4.2.2.1 Uberlappung einer Kandidatenregion mit denGenort SCA28

Interessanterweise wurde fur die erlauterte Regiah Chr. 18p11.21 - g21.2 eine
Uberlappung mit dem bereits bekannten GeB@A28festgestellt (Cagnokt al, 2006).

Dieser Genort wurde bei einer italienischen Famitie Rahmen einer genomweiten
Kopplungsanalyse mit einem maximalen L@Derevon Z = 4,77 im Bereich 18p11.22 -
gl1l.2 lokalisiert und mittels Haplotypisierung ktmnbei den Betroffenen ein
gemeinsamer Haplotyp von ca. 7,9 Mb GroRRe gefunderden. Bei Familie R konnte auf
Chr. 18 eine Region von 38,8 Mb identifiziert wardan der der hochstéultipoint-LOD-

ScoreZ = 2,79 betragt. Um einen hoheren Wert zu erhalterd es notwendig sein, von
weiteren betroffenen Individuen der Familie R gauoties Material zu gewinnen und in

die Untersuchung mit einzuschliel3en.

—18p11.2
—18p.11.1
—18q11.1
—18q11.2
—18q12
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Abb. 4.1 Uberlappung der gekoppelten Region bei FamilianR dem LocusSCA28
Oberhalb des quer liegenden Chromosoms 18 sindzytmgenetisch unterscheidbaren
Banden 18p11.3 bis 18923 angezeigt (kurzer Armlapger Arm, q), darunter ist der
SCA28Genort rot und die in dieser Arbeit erhobene Regidau markiert. Der sich
Uberlappende Bereich befindet sich zwischen denk&taD18S453 und D18S1104
(18p11.21 - g11.2), hat eine Grol3e von 4,5 Mb l70/.cM und umfasst das Zentromer.
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Die die Uberlappung begrenzenden STR-Marker ausvaedffentlichung von Cagnoli
und aus dieser Arbeit sind in Abbildung 4.1 einggén. Der Bereich hat eine Gro3e von
4,6 Mb und reicht von 43,5 bis 49,6 cM.

Die Betroffenen der italienischen Familie leideneamer SCA, die zwischen dem 12. und
36. Lebensjahr (im Durchschnitt mit 19,5 Jahre)rseiih begann und sich langsam
progredient fortsetzte. Zusatzlich zeigten die &&nen zu Beginn der Krankheit einen
Blickrichtungsnystagmus, wahrend langer Erkranidgangsamte Sakkaden, Blickparesen
und oft eine Ptosis entwickelten. Zusatzlich hattiehe Betroffene Pyramidenbahnzeichen
in Form von gesteigerten Sehnenreflexen (Cagetokl, 2006). Das klinische Bild der
Familie R zeigt teilweise Ubereinstimmungen der Bome mit denen der italienischen
Familie. Auch hier tritt eine SCA auf, in vier Féil in Kombination mit Blickparesen und
in zwei Fallen mit Pyramidenbahnzeichen. Die Krankhverlief ebenfalls langsam
progredient. Zusatzlich leiden einige Betroffenekartikaler Demenz, Dystonie, Tremor
oder Pallhypasthesie (vgl. Tab. 2.1), was in darelhischen Familie nicht auftritt. Auch
das mittlere Erkrankungsalter der Familie R liegt 37,8 Jahren hoher. Allerdings wurde
in der Vergangenheit auch fur andere SCA-Variame grof3e Variation im Phanotyp
und Erkrankungsalter gezeigt (Schétsal, 2004). Von vier italienischen Patienten wurde
eine Magnetresonanztomographie (MRT) angefertigheveine rein cerebellare Atrophie
gefunden wurde. Funf Betroffene der Familie R lre@benfalls eine MRT durchfuhren,
auch hier zeigte sich eine rein cerebellare Atrepm einem Fall (V.9) kombiniert mit
einer bifrontotemporalen Atrophie und Hydrocephaliaten nicht dargestellt). Der
Vergleich der Familie R (L-1693 und V.5 wurden ritlericksichtigt, da fur sie bereits
eine Mutation identifiziert wurde) mit der italisohen Familie zeigt neben
Gemeinsamkeiten auch Unterschiede auf. Denno@sidenkbar, dass der gleiche Genort
verantwortlich ist. Im Anschluss an diese Arbeitas notwendig, die Region 18p21.2 -
g21.2 mit einer héheren Markerdichte feiner zuikeeh, um zu beobachten, ob sich die

Uberlappung auf Chr. 18 bestétigt und um diese lgamenfalls weiter einzuengen.

4.2.2.2 Die molekulare Pathogenese der spinocerdBetn Ataxie als Ausgangspunkt

fur die Suche nach Kandidatengenen in der Region p&81.21 - q21.2

Wie bereits erwahnt ist der haufigste Mutationstypler Gruppe der SCAs eine CAG-
RepeatExpansion; beiSCAL, 2, 3, 6, 7, 11und DRPLA wurde sie in kodierenden
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Bereichen spezifischer Gene nachgewiesen und fihrt einer abnormal langen
Polyglutaminkette innerhalb des exprimierten Prsei Die verdnderten Proteine
aggregieren und bilden nukle&re oder zytoplasntai&inschlusskérperchen (Zoghbi und
Orr, 2000). Es ist bisher nicht eindeutig gekla, die Einschlusskérperchen toxisch
wirken, oder ein Versuch der Zelle sind, das Zdituizu stabilisieren. Die Einschlisse
enthalten weitere zellulare Komponenten, unter emdalas Ubiquitin. In gesunden Zellen
markiert Ubiquitin diejenigen Proteine, die durcsd”roteasom abgebaut werden sollen.
Der Abbau der veranderten Proteine scheint ersechwees Weiteren gibt es
Anhaltspunkte, dass die Polyglutamin-Proteine digAtat des Proteasoms drosseln (Park
et al.,2005). Aufgrund des haufigen Vorkommens der CR€eatExpansionen bei SCA
ist es denkbar, dass auch bei weiteren Genortese didrt der Mutation als
Krankheitsursache vorliegt. Die in dieser Arbeittieaate Region 18p11.21 - gq21.1 wurde
daher nach Genen mit CARepeatdurchsucht (Referenzsequenzen: NT_010859.14 von
12,0 - 15,4 Mb ab dem Telomer des p-Arms von C8y .NIT_010966 von 16,7 - 50,3 Mb;
NT_025028.13 von 50,3 - 52,0 Mb). Unter anderemdeuwlabei ein CAgGs-Repeatim
Intron 1 desTranskriptionsfaktors 4 (TCF4) Isoform iBentifiziert. Bei einer Expansion
des Repeatswvare es moglich, dass dies pathogenetische Koeseqn hat, z. B. durch
Veranderung des posttranskriptionel@plicings Mit SCA8und SCA12sind bereits zwei
SCA-Genorte bekannt, die durch TrinukleoReépeatExpansionen in nicht-kodierenden
Bereichen verursacht werden (Holnetsal, 1999; Koobet al, 1999), welche vermutlich
zu einer Fehlregulation der Genexpression fiuhrea. TCF4 Isoform B(NP_003199) ist
ein 667 Aminosauren grofRes Protein mit Homologie emfachen Helid-oop-Helix
Transkriptionsfaktoren. Bislang wurde dECF4 in Verbindung mit bipolaren Stérungen
(Del-Faveroet al, 2009 und dem seltenen Pitt-Hopkins Syndrom diskufiariel et al,
2007). Letztere Erkrankung ist eine Enzephalopathiee dnit Epilepsie, mentaler
Retardierung und intermittierender Hyperventilatieimhergeht. Neben demepeatin
TCF4 wurde ein weiterer CAfg-Repeatim Intron 27 des Gensaminin Alpha 3
gefunden. Dieses Gen wurde bislang mit Hautkram&heassoziiert. Bei der Suche nach
einer CTGRepeatExpansion, wie sie fir SCA8 beschrieben ist, wiatheCTGe-Repeat
im SET binding protein lintron 1 sowie ein weiterer im G&bXXC finger 1 Exon 11
gefunden. Bevor die Mitglieder der Familie R aufsd®orkommen vonRepeat
Expansionen in einem der angesprochenen Gene uwcitérsverden, soll abgewartet
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werden, ob die entsprechende Region auf Chr. 18deeianstehenden Feinkartierung
bestatigt und ggf. eingeengt werden kann.

Eine weitere Mdglichkeit, Kandidatengene zu evabkne ist die Recherche in
Datenbanken. Mit dem Wissen uber die Zusammenhdeagmolekularen Pathogenese, in
die sich das gesuchte Gen einfligen lassen mussghkdnteressante Gene ausgewahlt
werden. Im Folgenden werden weitere HypothesePathiogenese von SCA diskutiert.
So ist das Phagosom-Lysosom-System (Autophagiejveiterer Zellmechanismus zum
Abbau von Aggregaten. In einer Studie wurde gezelgss dieser Prozess eine wichtige
Rolle bei dem Abbau von Aggregaten aus mutierteaxiit 1 bei SCA1 spielt (Iwatat
al., 2005).

Eine Veranderung der Kalzium-Homdostase wird ebisnia Zusammenhang mit SCA-
Erkrankungen beobachtet. Es ist bekannt, dass @berladung des Zytoplasmas mit
Kalzium zytotoxisch wirken und den Zelltod einleitkann (Orreniuset al, 2003). In
Ataxin Emutierten Mausen wurde eine Herunterregulierundirerer neuronaler Gene
beobachtet, die vor allem in d&urkinje-Zellen des Kleinhirns exprimiert werden und in
Prozesse der Kalzium-Homoostase involviert sindréSet al, 2004). Dartber hinaus
handelt es sich bei dem krankheitsverursachendasteiRr von SCA6 um einen
spannungsabhangigen Kalziumkanal. Es ist jedocleunkie sich die Mutation auf die
Funktion des Kanals auswirkt.

Far SCA27 wurde der Fibroblasten-Wachstumsfaktof F4sals krankheitsverursachendes
Protein identifiziert. FGF14 ist in den neuronal8ignaltransfer involviert, wobei in
Tierversuchen beobachtet wurde, dass Mause mit Bingtion fir FGF14 eine reduzierte
Antwort auf Dopamin-Agonisten aufwiesen. Daher sthauch das dopaminerge System
zumindest bei SCA27 eine Rolle zu spielen. DasdrroBeta-11l Spectrin (SCAS5) ist
wiederum assoziiert mit dem Glutamat-TransporterAE4, der insbesondere in den
Purkinje-Zellen exprimiert wird. Es wird vermutet, dass lsltimnen imBeta-11l Spectrin
Gen die Verteilung und Stabilitat dieses Transpsrieerandern. Demnach kdnnte ein
gestorter Glutamat-Signaltransfer ein Faktor beirdelekularen Pathogenese von SCA5
sein (Duenast al, 2006).

Aus diesen Informationen lasst sich noch kein athtiees Bild zu der molekularen
Pathogenese der SCAs ablesen. Dennoch kann esidhilsein, diese Hypothesen nach
Vollendung der Feinkartierung bei der Recherche hna€andidatengenen zu

bertucksichtigen.
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4.2.2.3 Die chromosomalen Abschnitte 2p25.3 - p25uhd 3p24.3 - p14.3 als weitere

Kandidatenregionen

Sollten die nachfolgenden Untersuchungen auf CH. kéine genetische Ursache
identifizieren kdnnen, so miussen die anderen Regianit erhéhten LOCBcoreseiner
naheren Betrachtung unterzogen werden. Die Hapkwypng der in Kapitel 3.1.2
vorgestellten Regionen auf Chr. 2 wurde mit demebBnis durchgefihrt, dass neun
Familienmitglieder (vier Kranke, finf als kliniscimbekannt Eingestufte) ein gemeinsames
Allel des Markers D2S2393 tragen und vierzehn digicges Allel fur den Marker
D2S2166 (Haplotypisierung nicht dargestellt). Fiie d®Region auf Chr. 3 ergab die
Haplotypisierung, dass finf Betroffene und funf dnisch unbekannt eingestufte
Individuen ein gemeinsames Allel des Markers D33358ilen (Ergebnisse nicht
dargestellt). In beiden Fallen wird eine hohere sagekraft der Haplotypisierung erst im
Zuge der Feinkartierung erreicht werden.

Die Suche nach CAG-/ CTGepeatsan der Region 2p25.3 - p25.1 (20 cM oder 8,8 Mb
grof3) mit erhdhtenMultipoint-LOD-Scores bis Z = 2,32 blieb allerdings erfolglos
(Referenzsequenz: NT_022327.14 von O - 1,2 Mb af Belomer des p-Arms von Chr. 2;
NT_022221.12 von 1,2 - 3,5 Mb; NT_022139.12 von-3%§ Mb; NT_005334.15 von 5,1

- 8,8 Mb). Es wurden keine repetitiven Sequenzef Repeatsentdeckt, so dass eine
maogliche Krankheitsursache, falls in dieser Regmgrmutlich nicht auf einen solchen
Mutationstyp  zurlckzufihren  ist. Die  Recherche in er d Datenbank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?DB=gene)hadem Expressionsmuster der in
dieser Region vorhandenen Gene deckte sechs Géndi@awusschliel3lich oder unter
anderem im Gehirn exprimiert werden (SymbokCP1, MYT1L TSSC1 RNASEH1
SOX11lund ID2). Falls die weiteren Untersuchungen zeigen, dassReégion 2p25.3 -
p25.1 die genetische Ursache der Krankheit der [leami beherbergt, sollten zunachst
diese Gene auf Mutationen untersucht werden.

Auch fur die Region 3p24.3 - p14.3 wurden erhoh@DEScores (2,2& Z < 2,65)
errechnet. Der Bereich tberlappt im Ubrigen nicittdar Lokalisation des Gerstaxin 7
CAG-RepeatMutationen inAtaxin 7verursachen SCA7. Der Genort wurde in der Region
3p21.1 - pl2 kartiert, das Gen befindet sich beBB3 63,46 Mb. Die in dieser Arbeit
ermittelten erhohten LOD-Scores auf Chr. 3 schheBen&chst den Bereich zwischen

19,50 - 60,52 Mb ein und liegt somit weiter vom #emer entfernt alg\taxin 7 Zudem



Diskussion 85

wurde wahrend der Vorarbeiten (vgl. Abschnitt 1.8LA7 als Krankheitsursache
ausgeschlossen. Allerdings zeigt die Abb. 3.5 dikeerrechneteMultipoint-LOD-Scores
von Chr. 3 darstellt, einen erneuten Anstieg 8esrein Hohe des Markers D3S4542 (vgl.
Tab. 8.14) auf Z = 2,30 an. In anschlieRenden Assdymuss untersucht werden, ob an
D3S4542 angrenzende Marker in Richtung Telomer imn&ichtung Zentromer LOD-

Scores> 2 annehmen und so eventuell ein weiterer indggamnder Bereich entsteht.

Der Grundstein fur eine effektive Suche nach dankheitsverursachenden Mutation in
der Familie R ist mit der genomweiten Kopplungsgseilgelegt worden. AulRerdem wurde
hier erlautert, dass es viele Hypothesen gibt, daren Grundlage Kandidatengene auf
bestimmten chromosomalen Abschnitten ermittelt eer&kodnnen. Bevor jedoch ein
Mutationsscreening in diesen Genen sinnvoll istlteso die entsprechenden Regionen
durch eine Feinkartierung bestétigt und auf einkem&ren Bereich eingegrenzt werden.
Als nachster Schritt ist daher die Kopplungsanalysezufiihren, damit bestehende
Licken in der genomweiten Kopplungsanalyse von NI5Abstand geschlossen werden.
Dabei besteht die Mdglichkeit, dass weitere kléRegjionen entdeckt werden, fur die die
Multipoint-Kopplungsanalyse erhdhte LOBcoresergibt. AnschlieBend muss in allen
Bereichen, die LODBcores> 2 aufzeigen, eine Feinkartierung durchgefihrrdes,
wobei die Regionen durch dichter gewéhlte STR-Marke einer héheren Auflosung
dargestellt werden. Bei der Feinkartierung wird d@setische Material von allen zur
Verfigung stehenden Individuen benutzt, und dielétpgen in der Region werden auf
dem Stammbaum verfolgt. Dieses Vorgehen soll déhteh, dass im besten Fall nur eine
Region des Genoms in Betracht kommt, die pathodda&tion zu tragen. In dieser
konnen dann nach oben gezeigtem Vorbild Kandidateagdentifiziert und mit der

Mutationsanalyse begonnen werden.



Diskussion 86

4.3 Haplotypisierung und Mutationsanalyse bei Familienmit

Parkinsonsyndrom

4.3.1 Gewonnene Erkenntnisse hinsichtlich einer getischen Ursache
bei den Familien M, K und P

Es wurde untersucht, ob sich mittels Haplotypisigrwund anschlie3ender qualitativer
sowie quantitativer Mutationsanalyse bei den dminfien M, K und P die genetische
Ursache fur das familiare Parkinsonsyndrom (PSyeim lasst. Die Untersuchungen
blieben bis jetzt unauffallig, im Einzelnen gelgedoch der Ausschluss der im Folgenden

genannten Bereiche:

Durch die Haplotypisierung der GenoRARK1bis PARK8bei Familie M wurde®PARK6
(PINK1) ausgeschlossen (vgl. Abbildungen 3.8 und 3.9¢. IDitention, bereits mit Hilfe
der Haplotypisierung moglichst viele d®¥ARK:-Loci auszuschliel3en, konnte nicht gut
umgesetzt werden. Dies ist auf die kleine GroReFdenilie zurtickzufihren. Allerdings
lieRen sich durch die anschliel3ende vollstandigpu&ezierung voiPARK2 (Parkin) und
PARKY (DJ-1) diese beiden Genorte ausschlie3en (s. Tab. 8@&). PARK1 (SNCA
wurde das dritte Exon analysiert, sowie \dRRK2die Exons 24, 25, 29, 31, 35, 38, 40
und 41, fur die bereits pathogene Mutationen bésiobn sind bzw. im Fall vohRRK2
auch fur strukturrelevante Doméanen kodier8NCA Polymeropoulo®t al, 1997; Krlger
et al, 1998; Zarranet al, 2004;LRRK2 Paisan-Ruizt al, 2004; Zimprichet al, 2004;

Di Fonzoet al, 2005) (vgl. Tab. 3.3). Dadurch konnten berei&amnte und teilweise
haufige Ursachen in diesen beiden Genen ausgesehlegerden. Schlie3lich zeigte auch
das Screeningauf Gendosis-Veranderungen mittels MLPA-Analysassddiese nicht die
Ursache fur das PS bei Familie M sein kdnnen (Vgb. 2.6 und Abschnitt 3.2.3). Die
Krankheitsursache liegt also aufRerhalb der untatencBereiche, und weitere Analysen

sind notwendig, um sie zu identifizieren (siehe &bstt 4.3.2).

Im Fall von Familie K lieferte die Haplotypisierurigine wesentlichen Ergebnisse (vgl.
Abbildung 3.10), da es fur jeden der untersuchteendge moglich war, einen

gemeinsamen Haplotypen bei drei Betroffenen zuefindnd fiir den vierten Betroffenen
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(stets L-1436 oder deren Ehemann) eine andere lkauSanmutation oder eine
sporadische Erkrankung anzunehmen. Folglich hat#e gekoppeltenPARK-Loci
sequenziert werden missen, worauf aber aufgrund Hdeken Kosten- und
Arbeitsaufwandes verzichtet wurde. Lediglich iml&alon SNCAund LRRK2wurden die
Exons untersucht, fur die bereits Mutationen basbken wurden (vgl. Tab. 3.3), da diese
im Rahmen der Vorarbeiten noch nicht untersuchteomwaren. Diese Sequenzabschnitte
sowie mogliche Gendosis-Veranderungen der in dbell@2.6 genannten Exons konnten
mittels Sequenzierung bzw. MLPA-Analyse als krantgdverursachend ausgeschlossen
werden.

Auch wenn diese Erkenntnisse noch keine wesentl&hedherung an die Mutation
bedeuten, lasst sich anhand der Familie K gut wlideen, dass es bei genetischen
Analysen von familiar auftretenden Bewegungsstéeangvichtig ist, auch Uber den
Gesundheitszustand von angeheirateten Personemiafo zu sein. Hatte man fir den
Ehemann von L-1346 angenommen, dass er gesunsbskiditte die Haplotypisierung der
untersuchten Genorte den Ausschluss RARKI1 PARK2 und PARKS8 ergeben (vgl.
Abschnitt 3.2.1). Dieser Ausschluss ist bei Beriotkggung des tatséchlichen Phanotyps
gar nicht zulassig und illustriert, wie wichtig dogt vernachlassigte Untersuchung von
~.gesunden” Angehdrigen ist.

Fur Familie K sollte zum Ausschluss der untersuth@enorte eine Erweiterung der
Familie angestrebt werden, um mehr InformationedienHaplotypisierung einschliel3en
zu koénnen. Des Weiteren kdnnte es gelingen, duetailtlerte klinische Untersuchungen
von L-1436 und deren Ehemann Anhaltspunkte darUber gewinnen, wessen
Symptomatik besser mit der von L-1435 ubereinstimomd so maoglicherweise

Ruckschlisse uber den Vererbungsweg zu ziehen.

Bei Familie P erreichte die Haplotypisierung densgahluss der GenorteARK1 - 3
PARK5und PARK7(vgl. Abschnitt 3.2.1). Die anschlieRenden Seqiezongen schlossen
auch das gesamteINK1-Gen PARKQ und die bereits erwahnten Exons VORRK2
(PARKS als krankheitsverursachend aus (vgl. Tab. 313¢nso wie bekannte Gendosis-
Veranderungen dé&?ARK-Loci ausgeschlossen werden konnten (vgl. AbscBriitB). Die
genetische Ursache des familidren PS muss sich alBerhalb der hier untersuchten
Bereiche befinden; die weitere Suche danach widhischnitt 4.3.2 beschrieben.
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Ein Problem bei Familie P stellen die Befunde diasss fur drei der sieben untersuchten
Genorte Uberzahlige Haplotypen bzw. Allele einesrkdes vorhanden sind. In einer
Elterngeneration existieren normalerweise vier Hipen, die sich auf die
Filialgeneration — unter Berucksichtigung von Rekamationsereignissen — verteilen. Die
Untersuchungen zeigen, dass R&RKGin der Filialgeneration (L-2473, L-2474 und L-
2469) funf verschiedene Haplotypen existieren (¥ddb. 3.11). Eine mégliche Ursache
ist, dass eine der drei Personen einen anderen #latseine Geschwister hat. Auch im
anderen Zweig der Familie (L-2398, L-2399, L-2401duU.-2402) wurden in Abschnitten
von PARK1 und PARKS8 zu viele (> 4) Allele beobachtet. Fehler im Rahmuber
Genotypisierung konnten durch eine zweifache Wisadleng der Analysen
ausgeschlossen werden. Hier, wie auch im erstgéganrFall, sind weitere
Untersuchungen zur Klarung der Verwandtschaftsverisgae notwendig. Eine
Moglichkeit besteht darin, weitere Uber das Genamieilte STR-Marker zu untersuchen
und die Ergebnisse einer statistischeRelationshipSchatzung zu unterziehen
(beispielsweise mit dem Computerprogramm PRESTNteSauch dieses Vorgehen kein
eindeutiges Resultat liefern, so kann versucht amrdneue Blutproben der
Familienmitglieder zu erhalten, um so eine mdgliskewechslung auszuschlielen und
eine erneute Haplotypisierung durchzufuhren. Fsith herausstellt, dass es sich bei ein
oder mehreren Personen um Halbgeschwister hamgeifjuss diese Information bei der
Haplotypisierung beachtet werden, wobei sich di&aestand auch als hilfreich bei der

Identifizierung des krankheitsassoziierten Hapletgpveisen kann.

4.3.2 Weitere Vorgehensweise

Die bisher unternommenen Anstrengungen haben zumschluss vieler Gen- und
Genabschnitte gefuhrt, aber auch Probleme im Fall Familie K und P aufgeworfen.
Diese sollten zunéachst gelést und die ErgebnisseHdplotypisierung anschlieRend neu
beurteilt werden, bevor weitere Sequenzierungeeroatnmen werden. Zum Ausschluss
weiterer in Frage kommender Sequenzbereiche uatehetlich zur Identifizierung des
pathogen veranderten Sequenzabschnitts sollte hschikel3enden Untersuchungen
Folgendes berlcksichtigt werden: Erstens ist eklden dass sich im Falle vdaNCA
(PARKY undLRRK2(PARKS eine Mutation innerhalb der noch nicht untersenhExons
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befindet, fir die noch keine Mutationen beschrielanden; die Sequenzierung dieser
Bereiche sollte fur die jeweiligen Familien (FamilM und K: SCNA sowie LRRK2
Familie P nurLRRK2 durchgefiihrt werden. Zweitens wurde d#SHL1-Gen PARKYH

im Falle von Familie M und K nicht sequenziert, lnialang nur eine Mutation in einer
Familie bekannt ist (Lerogt al, 1998). Auch fur dieses Gen sollte eine Sequemzggin
Betracht gezogen werden. Drittens konnte in deliegenden Arbeit dePARK3Locus
bei Mitgliedern der Familie M bzw. K nicht sequesrzi werden, da bislang nur die
Kopplung eines familiarem PS zu einem 2,2 Mb groBereich auf Chr. 2p13 gezeigt
wurde, aber noch kein Gen identifiziert werden Ken(Karamohamedet al, 2003).
Viertens sind neben den hier untersuchten Genadeh weiterePARKLoci bekannt (vgl.
Tab. 1.5): FUrPARK9 (ATP13A2 sind funf verschiedene Punktmutationen beschniebe
(Ramirezet al, 2006; Di Fonzeet al, 2007); fUrPARK13(HTRAZ ist eine Punktmutation
bekannt (Strausst al, 2005). Die drei weiteren GenoffARK10 - PARK13ind bislang
Suszeptibilitatsloci fur das PS, fur die noch k@en identifiziert wurde (Hick®t al,
2002; Pankratet al, 2003a und 2003b). Neben den PARK bezeichneten Genen und
Suszeptibilitatsloci sind weitere Gene bekanntlémen Mutationen zu einem PS geflhrt
haben, wieSynphillin(Marx et al, 2003) undNR4AZNurrl (Le et al, 2003; Grimest al,
2006). Weiterhin ist es mdglich, dass bislang noicit identifizierte Suszeptibilitatsloci
existieren. Neben der konkreten Moglichkeit, dask eine pathogene Mutation in einem
Exon eines bereits bekannten Gens befindet, gibme&enom somit noch eine Reihe
denkbarer Lokalisationen. Weitere detaillierte Wsiehungen (z. B. Genomscan) zu

dieser Fragestellung sind jedoch nur nach eineelewng der Familien méglich.

4.4 Assoziationsstudien zunMDR1-Gen

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass sleh Genotypenverteilung der SNPs
€.2677G/T/A, ¢.3320A/C und ¢.3435C/T IMDR1-Gen zwischen a) einer Gruppe von
Patienten mit primarem PS sowie b) einer Gruppe Ratienten, die durch NL an
Bewegungsstorungen leiden, von der jeweils dazugghd Kontrollgruppe nicht

signifikant unterscheidet.
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Kortekaaset al hatten 2005 bei einigen Patienten mit primareneid8 lokale Schwache
der Blut-Hirn-Schranke im Bereich des Mittelshiursd der dorsaleRonsnachgewiesen,
die auf eine Aktivitdtsminderung von P-GP zurlckiwén war. Der am Besten
untersuchte SNP des Gens ist ¢.3435C/T, fur deme Ainderung der Funktion und
Expressionn vivo belegt wurde (Hoffmeyeet al, 2000; Hitzlet al, 2001) und daher als
geeigneter Kandidat fur die hier durchgefuhrten Ipsen erschien. In dessen Nahe
befindet sich auch der seltene SNP ¢.3320A/C (Cbset al, 2001), der daher ohne
zusatzlichen Arbeitsaufwand und mit nur geringerhMesten untersucht werden konnte.
Der SNP ¢.2677G/T/A ist ebenfalls in der Diskussigie Expression und Funktion von P-
GP zu beeinflussen (Kirat al, 2001; Kimchi-Sarfatyet al, 2002; Tanabet al, 2001).
Zusammen mit ¢.3435C/T gehort er zu den haufigggemetischen Verdnderungen im
MDR1-Gen (Cascorbet al, 2001).

Die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse (Mglb. 3.4 und 3.5) zeigen keine
wesentlichen  Abweichungen der Genotypenverteilungn v zuvor gemachten
Untersuchungen (wiedergegeben in Tab. 8.3) mit Alasre des SNPs ¢.3435C/T in der
Studie mit NL-Patienten (siehe dazu Abschnitt 4.4.2

4.4.1 Genotypenverteilung der MDR21-Polymorphismen bei

Parkinsonpatienten

Die Genotypenhaufigkeiten der drei SNPs untersemegich in der Gruppe mit primarem
PS nur in einer Subanalyse signifikant von derjemiger Kontrollgruppe: Bei alleiniger
Berucksichtigung der Félle (n = 265) und Kontrol{ern= 123) mit deutscher Abstammung
zeigte sich ein signifikanter Unterschied in derrte€dung der Allele des SNPs
c.2677G/T/IA p = 0,016) (vgl. Tab. 3.4). Der Wert suggeriert, ddasdividuen mit dem

Allel 2677A fur die Erkrankung weniger anfallig dinda die Genotypen G/A und T/A
deutlich seltener in der Fallgruppe auftreten. D@enotyp 2677G/T ist in der
Kontrollgruppe haufiger zu finden und konnte daberen protektiven Einfluss auf die
Entwicklung der Krankheit haben. Allerdings muss dexr Interpretation bedacht werden,
dass dep-Wert im Zuge von multiplem Testen ermittelt wunaed daher moglicherweise

als zufalliger Befund zu bewerten ist.
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Die hier unternommenen Analysen gestatten insgesaht die Annahme der einleitend

geaullerten Vermutung, dass fur Patienten mit einariiegenden SNP ein verdndertes
Erkrankungsrisiko fur ein primares PS besteht.

In der Literatur existieren einige Veroffentlichwerg die sich mit der gleichen

Fragestellung beschéftigt haben. Diese sind in @€l zusammengestellt.

Tab. 4.1 Ergebnisse bisher veroffentlichter Assoziatiomdgn zu MDRI-
Polymorphismen und primérem Parkinsonsyndrom
Autor u.  Analysierte Parkinson- Kontroll- Eraebnisse
Jahr SNPs patienten individuen 9
Furuno 2677GI/T/IA, n=95; M =60, n=106; M =56, -Generell keine signifikante Assoziation.
etal, 3435C/T F=35 EOPD{ F=50;NV; - Trend: Wildtypgenotyp bei Kontrollen >
2002 u. a. 45 Jahre) =25,  italienisch LOPD > EOPD bei beiden SNPs, fiir
LOPD (> 45 homozogyt Mutierte Trend umgekehrt.
Jahre) = 70; NV; - Signifikante Kopplung [2677G/3435C]
italienisch; und [2677T/3435T].
UKPDS
Drozdzik  3435C/T n=107; M =56, n=103; M=50, -Generellkeine signifikante Assoziation.
et al, F =51, EOPD{  F=53; polnisch .Trend: 3435TT bei EOPD > LOPD.
2003 50 Jahre) = 30, -Genotyp 3435CC signifikant seltener in
LOPD (> 50 der Gruppe mit PE vs. ohne PE; Allel
Jahre) = 77; PE = 3435T signifikant haufiger bei PE.
59, keine PE = 48;
NV; polnisch
Leeetal, 2677G/T/A, n=206;M =110, n=224;, M= «Allele 2677G und 3435C sowie
2004 3435C/T F =96; EOPD< 119, F = 105; konstruierter Haplotypen signifikant mit
u. a. 55 Jahre) = 56, chinesisch erhéhtem Erkrankungsrisiko assoziiert.
LOPD ¢ 60 . Signifikanz besonders bei Mannern und
Jahre) = 110; LOPD-Patienten  gilltig, seltener bei
chinesisch, Frauen und EOPD.
UKPDS
Tanetal, 2677G/T/A, n=158,M=90, n=139;M =70, -Generell keine signifikante Assoziation.
2004 3435C/T F =68; polnisch; F =69; polnisch; .Trend:  Haplotyp  [2677G/3435C]
u. a. UKPDS; inkl. 90  inkl. 90 assoziiert mit Kontrollen.
Patienten aus Kontrollen aus
Drézdzik, 2003 Drézdzik, 2003
Tanetal, 2677G/T/A, n=185M=98,F n=206;M = - Generell keine signifikante Assoziation.
2005 3435C/T =87, chinesisch; 103, F=103;  .Haplotyp [2677T/3435T] signifikant mit
u.a. UKPDS chinesisch Kontrollen assoziiert; Haplotyp
[2677T/3435C] signifikant mit

Erkrankung assoziiert.

EOPD, Early Onset Parkinson’s Disease; F, Frau&®L, Late Onset Parkinson’s Disease; M, Manner;
NV, nicht verwandt; PE, Pestizidexposition; u.ad@andere; UKPDSJnited Kingdom Parkinson’s Disease
SocietyDiagnosekriterien

In allen funf Studien waren Patienten und Kontmllenit gleichem ethnischem

Hintergrund untersucht worden. Nur in einer Studliennte flur Parkinsonpatienten



Diskussion 92

chinesischer Abstammung eine generelle AssoziademAllele 2677G und 3435C mit
einem erhohten Erkrankungsrisiko ermittelt werdege(et al, 2004). Erstaunlicherweise
handelt es sich dabei um die im kaukasischen RasipWaldtyp” bezeichneten Allele, fur
die keine Minderung der Expression oder Funkiiorvitro als auchin vivo bekannt ist
(vgl. Abschnitt 1.3.4 und eigene Ergebnisse). Di€segensatz konnte durch eine positive
Selektion der Allele in der chinesischen Bevolkerenklart werden (Tangt al, 2004). In
allen anderen Studien konnten signifikante Unteestshbzw. Trends nur im Rahmen von
Subanalysen festgestellt werden. Dabei wurden dieien in verschiedene Kategorien
bezuglich ihres Erkrankungsalters (friih vs. spgit)er langjahrigen Pestizidexposition (ja
vS. nein) unterteilt oder Analysen aufgrund von ldggenschéatzungen unternommen. Es
ist moglich, dass in den durchgefuhrten Studiengeirsignifikante Effekte tbersehen
wurden, da sie aufgrund der relativ kleinen Koliktstatistisch nicht ermittelt werden
konnten.

Die Ergebnisse der Studien mit Kaukasiern deutdresne¢ Erhohung der Suszeptibilitat
fur das frih beginnende P&&rly Onset Parkinson’s Disegsbei Vorhandensein der
Genotypen 2677TT und 3435TT hin. Zudem scheint &ngjahrige Pestizidexposition
bei Vorliegen des Allels 3435T die Krankheitsertistgeg zu begtinstigen. Der Haplotyp
[2677G/3435C] ubt vermutlich einen protektiven Kkffeder Haplotyp [2677T/3435G]
einen permissiven Effekt aus. Umgekehrt scheirgi@s in der chinesischen Bevdlkerung
zu verhalten.

Die in dieser Arbeit untersuchten Subanalysen etem sich nach der ethnischen
Zugehdrigkeit. Diese Differenzierung ist durchausnegoll, wie jedoch aus Tabelle 4.1
hervorgeht, scheint eine generelle Assoziation @was einem Genotyp der SNPs
€.2677G/T/A oder ¢.3435C/T und einem verandertdmaakungsrisiko die Ausnahme zu
sein. Allerdings sollte ein stark verandertes Enkumgsrisiko auch nicht erwartet werden,
denn schlieBlich handelt es sich beim primdren P8 @in heterogenes
Krankheitsgeschehen, dass durch zahlreiche endagehexogene Einflisse bedingt sein
kann und der Einfluss einzelner pradispositionidegr-aktoren somit gering ist.

Im Rahmen der durchgefiuihrten Fall-Kontroll-Studenk nicht ausgeschlossen werden,
dass fur anders ausgerichtete Subanalysen einéilsigte Risikoveranderung besteht. In
nachfolgenden Untersuchungen koénnte die gesamtbpBbbe und auch die ethnischen

Subgruppen hinsichtlich des Erkrankungsalters ikniatt werden. Aul3erdem ist es
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winschenswert, statistisch assistierte Haplotygeiigzangen durchzufiihren. Die
nachtragliche Erhebung von Daten zur Pestizidexposiwird sich allerdings als
schwierig erweisen. Trotzdem konnten durch differertere Berechnungen exaktere
Hinweise auf die pathogene Relevanz genetischeraman desMDR1-Gens bei der

Entwicklung eines primaren PS gewonnen werden.

4.4.2 Genotypenverteilung der MDR21-Polymorphismen bei

Neuroleptika-Patienten

Die durchgefuhrten Analysen ermittelten keinen iigginten Unterschied der
Genotypenverteilung zwischen der Fall- und Kongmippe und damit auch keine
signifikante Risikoveranderung fur die Entwickluhd.-induzierter Bewegungsstérungen
(vgl. Tab. 3.5).

Allerdings wurde im Falle des SNP ¢.3435C/T Genetfpequenzen entdeckt, die nicht
der zu erwartenden Verteilung nach Hardy-Weinbertgpicht: In der Patientengruppe
mit Bewegungsstorungen kam der heterozygote Ger8t8pCT deutlich haufiger vor als
erwartet, in der Patientengruppe ohne Bewegungssién zu selten. Ein Fehler bei der
Genotypisierung kann ausgeschlossen werden, da htodie Fall- als auch die
Kontrollgruppe erneut analysiert wurden, wobei keieranderungen auffielen. Das
bestehende Ungleichgewicht konnte mdglicherweisk eanen Selektionsnachteil flr
heterozygote Trager des SNPs ¢.3435C/T hinweisdlierdings ist es bei der relativ
kleinen Stichprobe auch mdglich, dass es sich @iartm eine zufallige Schwankung des
Hardy-Weinberg-Gleichgewichts handelt, die bei eiBeneiterung der Stichprobe nicht
fortbestehen wurde. In weiterfihrenden Untersuchorgplite dieser Frage nachgegangen
werden.

Bisher existieren keine Publikationen zu der hiatetsuchten Fragestellung. Aber es
wurden Studien durchgefuhrt, in denen der Therafoilge mit NL bei psychiatrischen
Patienten in Abhéngigkeit von SNPs MDR1-Gens diskutiert wird. Dabei konnte fur die
Substanzen Olanzapin, Bromperidol und RisperidonTgilen ein Zusammenhang
zwischen den Genotypen der SNPs ¢.2677G/T/A, cGABSowie eines weiteren SNPs
¢.1236C/T und der Ansprechrate auf die Therapieigewerden, wobei bei Vorliegen der
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Polymorphismen ein besseres Therapieergebnis lermgiode (Bozinat al, 2006; Yasui-
Furukoriet al, 2006; Xinget al, 2006). Eine andere Studie konnte diese Assoniaticht
bestatigen (Qiaet al, 2006). Ebenso wird flr Olanzapin und Risperid#genmutet, dass
sie das P-GP an der Blut-Hirn-Schranke hemmen ko(Wanget al, 2006). Bei den hier
genannten Wirkstoffen handelt es sich allerdingsatiypische NL, fir die eine Induktion
von Bewegungsstorungen als Nebenwirkung eher wiiigt. Aber es wird deutlich, dass
es Hinweise dafir gibt, dass eine genetisch beelingtminderte Funktionalitdt des P-GP
die Penetration einzelner NL in das ZNS verandemmnkund damit méglicherweise auch
das Potential, NL-induzierte Bewegungsstorungenzwddsen. Daher ware es von
Interesse, die hier vorgestellte Stichprobe untertiBksichtigung der verwendeten NL
erneut zu analysieren. Allerdings ist dazu einedievung der Stichprobe notwendig, da

die einzelnen Subgruppen zu wenige Personen umfasse

4.5 Schlussfolgerungen

Alle in Abschnitt 1.5 aufgestellten Zielsetzungemrden in dieser Arbeit erfolgreich

umgesetzt. Die einleitend gestellten Fragen sdllenbeantwortet werden.
I Familie R — genomweite Kopplungsanalyse

Der Genort SCAS5 konnte als urséchlich fur das KrankheitsgescheimerFamilie R
ausgeschlossen werden (vgl. Abschnitt 3.1.1). InscAluss daran konnten durch die
genomweite Kopplungsanalyse und der BerechnungMultipoint-LOD-Scoresauf drei
Chromosomen Regionen identifiziert werden mit L8Beresvon Z > 2 fir mehrere
benachbarte Marker (siehe Tab. 3.2), in denen sdasitVorhandensein einer krankheits-
verursachenden Mutation wahrscheinlicher ist al§ gem Ubrigen Genom. Auf den
Chromosomen 2, 3, und 18 erstreckte sich die Reigl@n eine Distanz von drei Markern
(siehe Tab. 3.2 sowie Abb. 3.4 - 3.6). Die Regi8p111.21 - g21.2, fur die der hochste
LOD-Scoreermittelt wurde, Uberlappt mit dem GenS8EA28(vgl. Abschnitt 4.2.2.1).
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I Familie M, K und P — Haplotypisierung, Mutationsanalyse und Gendosis-

Veranderungen

Durch die Haplotypisierung konnte im Fall der FaenM der GenorPINK1 (PARK9 als
Krankheitslocus ausgeschlossen werden (vgl. Abbdd8.8 und 3.9). Die Ursache der
Erkrankung befindet sich auch nicht in den GeRarkin (PARK2 undDJ-1 (PARK7, die
durch die Sequenzierung der Gene ausgeschlosseenv(irgl. Tab. 3.3), ebenso wie das
Exon 3 desSNCAGens PARKY) und die Exons 24, 25, 29, 31, 35, 38, 40 und di v
LRRK2(PARKS. Auch eine quantitative Mutation konnte mittel£ RA-Analyse fur viele
Exons der sieben untersucht®RKLoci ausgeschlossen werden (vgl. Tab. 2.6 und
Abschnitt 3.2.3). Die weiterhin unbekannte Mutatlegt aul3erhalb der hier analysierten

Sequenzbereiche.

Im Fall der Familie K war kein Ausschluss eines @&s mittels Haplotypisierung
maoglich. Auf die Sequenzierung allARK-Loci wurde verzichtet, da im Rahmen der
Vorarbeiten bei einemcgeeningkein Hinweis auf eine Mutation in den Genearkin,
PINK1 und DJ-1 gewonnen wurde (vgl. Abschnitt 1.4). In den uniergen Exons der
GeneSNCAund LRRK2wurde keine Mutation entdeckt (vgl. Tab. 3.3), laglie Suche
nach bekannten Gendosis-Veranderungen verlief talbgif(vgl. Abschnitt 3.2.3). Da es
bei einer betroffenen Person stets unklar ist, welchem Elternteil sie die Erkrankung
geerbt hat, sind weitere Analysen der Familie Kt eianvoll, nachdem die Familie
erweitert wurde, um mehr Informationen in die Haybisierung mit einbeziehen zu
konnen oder nachdem weitere klinische Untersuchunger Familienmitglieder
Ruckschlisse uber den Vererbungsweg geben konvgerApschnitt 4.3.1).

Bei Familie P konnten die GenortPARK1 - 3 PARKS5 und PARK7 mittels
Haplotypisierung ausgeschlossen werden (Abbildudd 3ind 3.12), des Weiteren das
GenPINK1 und acht Exons ddsRRK2Gens mittels Sequenzierung (siehe Tab. 3.3) sowie
Gendosis-Veranderungen (vgl. Abschnitt 3.2.3). Rl ergaben sich fur die Genorte
PARKJ PARKG6 und PARKS8 da hier in der Filialgeneration die Anzahl dergichen
Haplotypen Uberschritten wurde und somit die Rghdit der angegebenen
Verwandtschaftsbeziehungen fraglich erscheinerhgsi@bbildung 3.11 und Abschnitt
4.3.1).
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1l MDR1 — Zwei Assoziationsstudien

Die Genotypenverteilung der drei untersuchten SNMBs MDR1-Gens ¢.2677G/T/A,

€.3320A/C und ¢.3435C/T in einer Gruppe von Pagiemhit primarem Parkinsonsyndrom
unterschied sich nicht signifikant von derjenigereiner gesunden Kontrollgruppe, womit
auch das Erkrankungsrisiko nicht signifikant ve@madavar (vgl. Tab. 3.4). Dies trifft auch
fur Subanalysen von Personen mit gleicher ethnisélstammung zu. Lediglich die

Verteilung der Genotypen des SNPs ¢.2677G/T/A Zvasceiner deutschen Fall- und
Kontrollgruppe zeigte signifikante Unterschiede)alie moglicherweise als Zufallsbefund

im Rahmen von multiplem Testen zu bewerten sintd Agschnitt 4.4.1).

Auch im Rahmen der zweiten Assoziationsstudie kerk&in signifikanter Unterschied
zwischen der Genotypenverteilung der drei untemsuciSNPs in der Fall- und der
Kontrollgruppe gefunden werden (vgl. Tab. 3.5);rtbesteht somit kein Unterschied der
Erkrankungsrisiken der Gruppenmitglieder. Fur deNPSc.3435C/T stimmen die
Genotypenhéaufigkeiten nicht mit der erwarteten ®&rhg nach dem Hardy-Weinberg-
Gesetz Uberein; als Ursache kommt ein Selektiondvow. nachteil in Betracht, ebenso

wie dass es sich lediglich um zuféllige Schwankunggndeln kann (vgl. Abschnitt 4.2.2).
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Fur viele neurodegenerative Krankheiten, wie diaagerebellare Ataxie (SCA) und das
Parkinsonsyndrom (PS), konnten in der letzten Dekaahlreiche Ursachen flr genetisch
bedingte Formen gefunden werden. Fir die SCA sstidute 28 Genorte bekannt und 14
Gene identifiziert; oft sind CA@RepeatExpansionen die Ursache der Erkrankung. Fir die
familiaren Formen des PS sind 12 Loci inklusive én& bekannt. Neben den monogenen
Formen kdonnen auch Umwelteinfliisse oder eine Koatlan von beidem die Entstehung
der Krankheit verursachen. Fur das PS wird untedesam dasviultidrug Resistance -1
Gen als Suszeptibilitatsgen diskutiert.

Das Ziel dieser Arbeit war es, (I) bei einer Faenitnit SCA die genetische Ursache mit
Hilfe einer genomweiten Kopplungsanalyse einzugeanZll) bei drei kleinen Familien
mit PS eine bekannte genetische Ursache zu idaatdn, indem die GenorfeARK1 -
PARKS8haplotypisiert und anschlieRend Mutationsanaly§aguenzanalyse und Test auf
Gendosis-Veranderungen) durchgefuhrt wurden, s¢MWjemittels zweier Fall-Kontroll-
Studien die Risikoveranderung llla) flir ein PS uihith) fir Neuroleptika-induzierte
Bewegungsstorungen in Abh&ngigkeit der Genotypem \drei Einzelnukleotid-
polymorphismen (SNPs) ifdDR1-Gen zu untersuchen.

() Bei der SCA-Familie wurden auf drei ChromosongmdfRere Regionen mit hohen
Multipoint-LOD-Scoresidentifiziert, in denen das Vorliegen einer patliogn Mutation
wahrscheinlich ist. Die aussichtsreichste Regidnaif Chromosom 18p11.21 - g21.2,
welche mit dem Geno®CA28uberlappt. Interessanterweise liegt in dem BereiohGen
mit einem CAGu-Repeatim Anschluss an diese Arbeit werden die Kandikaégionen
feiner kartiert und identifizierte Kandidatengerexjygenziert. (Il) Bei keiner PS-Familie
wurde eine Mutation gefunden, aber einige Genartenten ausgeschlossen werden. In der
grofdten Familie (Familie P mit vier Betroffenenhkten alle bekannten Genorte entweder
durch Haplotypisierung oder Sequenzanalysen ausipgssen werden, so dass nach
Erweiterung der Familien gegebenenfalls die Sucaehnreinem neuen Gen in dieser
Familie begonnen werden kann. (lll) Fir keinen deei SNPs verédnderte sich das
Erkrankungsrisiko in den Fallgruppen der beidendistu Nach einer Erweiterung der
Stichproben konnte eine Auswertung geschichtet ndem Erkrankungsalter und

geschatzten Haplotypen (a) bzw. nach Neurolepbkalifferenziertere Ergebnisse liefern.
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6. AUSBLICK

Die vorliegende Arbeit hat sich mit den genetischéhisachen verschiedener
Bewegungsstorungen beschaftigt. Das Bestreben emetigcher Forschung ist durch
Aufspiiren von Mutationen Wissen (ber die Atiologied Pathogenese von Krankheiten
zu gewinnen, um so den Patienten qualende Fragemvberten zu konnen, um Diagnostik
zu ermdglichen und um therapeutische Ansatze zwiekdln. Die Fortsetzung der hier
durchgefuhrten Untersuchungen unter kritischer &ighung neuer Forschungsergebnisse
wird so vielleicht einige Wissensliicken schliel3égmrhen. Mdgliche Vorgehensweisen,
wie bereits in der Diskussion dieser Arbeit erwékr@rden hier nochmals dargestellt.

() Familie mit SCA: Bevor ein Mutationsscreening den Genen der drei Kandidaten-
regionen begonnen wird, ist eine Fortfihrung depplongsanalyse erstrebenswert, um
alle Markerabstande agf 15 cM zu reduzieren. Anschlie3end sollte fur &ereiche, in
denen erhthte LOZcoresvorhanden sind, eine Feinkartierung vorgenommereverin
den sich bestatigenden Regionen kann dann nach R&g@atsund nach weiteren
Kandidatengenen gesucht und schlie3lich mit dealtuisanalyse begonnen werden.

(I) Familien mit Parkinsonsyndrom: Bestehende Rwote (z. B. hinsichtlich des
Vererbungsweges bzw. der Verwandtschaft) missteRolgeuntersuchungen behoben
werden. Fur Familie K sollte eine Erweiterung damilie sowie eine erneute klinische
Begutachtung angestrebt werden, fur Familie P wgine statistische Schéatzung der
Verwandtschaftsbeziehungen sowie eine  Erweiterungirchaufiihren,  bevor
weiterfihrende Untersuchungen (Sequenzierung varegedie dulRerst selten mit einem
Parkinsonsyndrom assoziiert sind bzw. Suche nasgem&enen) unternommen werden.
(Il  Fall-Kontroll-Studien zum MDRI1-Gen: Differenziertere Aussagen Uber die
Auswirkung auf das Erkrankungsrisiko konnte im Rl Parkinsonstudie eine Analyse
unter Bericksichtigung des Erkrankungsalters und 8ichatzung der Haplotypen der drei
SNPs zulassen. Im Falle der Neuroleptika-Studiesstrstrebenswert, die Stichprobe unter
Berucksichtigung der verwendeten Neuroleptika awsrien. Hierzu ist allerdings eine

Erweiterung der Stichprobe notig.
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8. ANHANG

8.1 Erlauterungen der Methodik zur Identifizierung von

Krankheitsgenen

8.1.1 Kopplungsanalyse

Merkmale, die auf verschiedenen Chromosomen |dkdlissind, werden immer
unabhangig voneinander vererbt. Ob zwei oder mehearf demselben Chromosom
platzierten Merkmale (syntane Allele) gemeinsanex@rwerden, ist von ihrer Entfernung
zueinander abhangig. Wahrend der Meiose kommt es Aneinanderlagerung der
homologen Zweichromatidchromosomen und zum zugilig Austausch von
chromosomalen Abschnittencrfssing-over) Die neu entstandene Reihenfolge von
vaterlichen und mautterlichen Allelen auf einem Ghosom bezeichnet man als
Rekombination. Das Ereignis der Rekombination mmsao haufiger, desto weiter entfernt
sich die Merkmale voneinander befinden. Die Entiaqhzweier Merkmale wird in Centi-
Morgan (cM) angegeben; betragt sie beispielsweiseM]1 so bedeutet dies, dass die
betrachteten Merkmale in einem von hundert Faliehtrgemeinsam vererbt werden. Als
Faustregel gilt, dass eine relative Entfernung ¥ocM einer physikalischen Entfernung
von 1,0 Mb entspricht. Die Rekombinationshaufigheitn einen Wert von 0 (die Allele
sind gekoppelt) bis maximal 0,5 (die Allele liegezhr weit voneinander entfernt und sind
Jrei“ rekombinierbar) annehmen (Buselmaier undvBadian, 2004).

Bei der Kopplungsanalyse bedient man sich zshrt tandem repealSTR)-Markern,
auch Mikrosatellitenmarker genannt. Dies sind zlisivier Basenpaare lange, repetitive
Sequenzen, die sich in den nicht-kodierenden Bleeeicer DNA finden (Weber und May,
1989). Es existieren tUber 50.000 dieser STR-Marllar, sich Gber das ganze Genom
verteilen. Ihre Lage ist bekannt und auf sog. Jedeén Karten vermerkt
(http://research.marshfieldclinic.org/genetics/Gmfesearch/compMaps.asp). STR-
Marker zeichnen sich dadurch aus, dass sie hoameoph sind, also viele verschiedene
Allele vorkommen. Dies macht es mdglich, verschmddndividuen voneinander zu

unterscheiden. Aul3erdem werden sie in der Regéil starerbt. Dadurch kann ihre
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Weitergabe von einer Generation auf die nachstéolgerwerden. Je polymorpher ein
Marker ist und je gleichmaRiger verteilt diese Mlen der Bevdlkerung sind, desto hoher
ist die Wahrscheinlichkeit, einen heterozygotengérazu finden. Bei der Betrachtung
mehrerer dieser informativen Marker auf einem Closom |asst sich eine Rekombination
gut aufspuren.

Fur eine Kopplungsanalyse werden mehrere 100 STRevayleichmaliig verteilt Gber
das gesamte Genom von jedem Mitglied einer Fanaifialysiert. Anschliel3end wird
untersucht, ob ein Allel eines Markers oder ein Ibigp (mehrere in Reihenfolge
gebrachte und nach elterlicher Herkunft sortiertéel& von benachbarten Markern)
zusammen mit der Krankheit auftreten. Das gesucten wird mit hoher
Wahrscheinlichkeit in der Nahe dieser Marker liegen

Zur Beurteilung der Wahrscheinlichkeit, dass ineaingemeinsam auftretenden Haplotyp
bei allen Betroffenen tatsachlich das krankheitsrgachende Gen lokalisiert ist, berechnet
man den sod.OD (logarithm of the oddspcoreZ. Er ist folgendermalen definiert, wobei

0 fur die Rekombinationshaufigkeit, L fur die WaHhrismlichkeit steht:

Z(6) = logio [ L(6)/L(0,5) ]

Der Term LQ)/L(0,5) drickt dabei die Wahrscheinlichkeit auassl Marker und Krankheit
gekoppelt sind, dividiert durch die Wahrscheinlieltk dass sie nicht gekoppelt vererbt
werden. Bei der wahrscheinlichsten Rekombinatioasjiéeit 6 erreicht Z sein Maximum,
bei der maximalen Rekombinationshaufigkeit von 0,5 werden allé OD-Scoresggleich
null, da das Verhaltnis der Wahrscheinlichkeitegigl eins ist und lag (1) = 0. Positive
LOD-Scoresbefurworten eine Kopplung, negative sprechen dageDie Bewertung der
LOD-Scoreserfolgt nach den Richtlinien von Lander und Kruwky(1995). EinLOD-
Scorevon Z> 3 ist der untere Grenzwert fiur eine Kopplung bieee angenommenen
Fehlerwahrscheinlichkeit von funf Prozent. Bet 2 ist eine Kopplung auszuschliel3en.
Die Aussagekraft der Kopplungsanalyse wird erhéblierbessert, wenn man die Position
eines Krankheitslocus innerhalb eines auf3eren Rahwen mehreren Markern in Form
einer Multipoint-Analyse bestimmt. Das dafir verwendete Computgnaram prift
benachbarte Marker (Haplotypen) auf Kopplung undebigleichzeitig derLOD-Score
des gesuchten Krankheitslocus zu jedem einzelnetkévlaDas Ergebnis ist eine Kurve

von LOD-Scoresdie gegen die bekannte Markerposition auf deno@bsom aufgetragen
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wird (Strachan und Read, 2005). Neben der Anwendiingr Multipoint-Analyse steigt
die Zuverlassigkeit einer Kopplungsanalyse auchdaitGrof3e des Stammbaumes und der
Anzahl der Betroffenen an.

Zur Analyse der Daten einéfultipoint-analyse kann man zwei Modelle heranziehen. Bei
der parametrischen Analyse bendtigt man ein gengerestisches Modell. Hierzu gehéren
Angaben zum Erbgang (dominant oder rezessiv), diéglfikquenz (H&aufigkeit der
genetischen Varianten des Krankheitsgens in degeAieinbevoélkerung), sowie der
Penetranz (Anteil der Erkrankten von Mutationstrajewobei letztere Werte jedoch nur
geschatzt werden koénnen. Bei nicht-parametrischealysen betrachtet man, welche
Markerallele betroffene Personen untereinanderigguteilen als statistisch erwartet wird.
Besonders geeignet sind groRe Serien an Kernfamitlee aus einem Geschwisterpaar
gegebenfalls mit Eltern bestehen. Diese Art derlys®aist insbesondere fir komplexe
Krankheiten mit mehreren Krankheitsgenen interdsshn hier oftmals genaue Angaben
zu einem genetischen Modell in einer einzelnen karfghlen. Zudem fuhren fehlerhafte
Informationen im Fall einer parametrischen Analysefalschen Kopplungsanalysen. Bei
der nicht-parametrischen Analyse geht man alleslidgvon aus, dass mehrere dieser
Kernfamilien Mutationen im gleichen Gen tragen. Wgedoch alle Informationen zum
genetischen Modell vorhanden sind, ist die pardsckie Analyse lberlegen, da die
statistische Aussagekraft deutlich héher ist.

8.1.2 Feinkartierung und Identifizierung der Kandidatengene

Durch die genomweite Kopplungsanalyse werden In&ionen Uber ein Markerset mit
relativ groRem Abstand (4 - 20 cM) voneinander gavem. Ziel der Feinkartierung ist es,
die Regionen mit einem hoh&®D-Scoredetaillierter zu charakterisieren. Dazu mussen
weitere Marker analysiert werden. Mit einer genithbohen Markerdichte ist es mdglich,
eine Haplotypenanalyse durchzufihren, wofir die Kdarrelativ zueinander auf der
genetischen Karte platziert werden. Dabei werder dererbten Allele unter
Berlcksichtigung der Mendel’schen Vererbungsregadn auf die Chromatiden der
Familienmitglieder verteilt, dass die Rekombinasib@ufigkeit so gering wie méglich ist.

Rekombinationsereignisse kbnnen durch zusatzlicaekdt erkannt und damit die Region
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immer mehr eingegrenzt werden. Die gekoppelte Regimer autosomal-dominanten
Erkrankung ist der Bereich, in dem alle Merkmalgtraden gleichen Haplotyp besitzen,
wéahrend nicht betroffene Personen in der Regelneam&leren Haplotyp aufweisen. Bei
einem rezessiven Erbgang mussen die Betroffeneie baplotypen teilen.

Ist die Position ermittelt, kann Uber DatenbankanhnKandidatengenen gesucht werden.
Als Kandidatengene werden Gene bezeichnet, dererktiBusverlust sinnvoll in den
Pathomechanismus der Krankheit integriert werdemn&i. Daher muss in den
Datenbanken zumindest eine Hypothese Uber die Eunkies Genproduktes vorliegen.
Die Uberpriifung der Kandidatengene findet in eriare durch die Sequenzierung der
Exons statt. Ziel ist es, eine Mutation zu findeon der nun angenommen werden kann,

dass sie die Krankheit verursacht.

8.1.3 Assoziationsstudie

Bei multifaktoriell und polygen bedingten Kranklesittragen viele pathogene Faktoren
zur Entwicklung des Krankheitsgeschehens bei. tHsaishvollziehbar, dass das Wegfallen
eines protektiven oder Hinzukommen eines schadiicti&aktors das bestehende
Gleichgewicht zwischen schitzenden und geféhrderdfilissen zerstort und zur
Entwicklung der Krankheit fihrt. Assoziationsstud@ienen dazu, solche Risikofaktoren,
die in der Genetik als Suszeptibilitatsgene (Ardéitsgene) bezeichnet werden, zu
identifizieren.

Die untersuchten genetischen Varianten sind Einkébotidpolymorphismen s{ngle
nucleotide polymorphism§NPs), die im Vergleich zu den STR-Markern dicliteer das
Genom verteilt liegen (durchschnittliehl pro 1 kb) und noch seltener als diese mutieren.
Da man vermutet, dass die Anfalligkeit fir Krankbei auf genetische Varianten weit
zurtckliegender gemeinsamer Vorfahren zuriickzufiilsg eignen sich die stabilen SNPs
sehr gut fur Untersuchungen dieser Art, zumal $ieeime funktionelle Relevanz fir die
Genexpression besitzen.

Das gewahlte Studiendesign entspricht oft dem dia#irKontroll-Studie, so auch in der
vorliegenden Arbeit. Bei der Zusammenstellung dai-ind Kontrollgruppen ist es von
grofRer Wichtigkeit, die Kontrollgruppe in mdoglichstelen Aspekten der Fallgruppe

anzupassen, z. B. in Hinblick auf das Alter, Gesciil und die ethnische Abstammung.
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Nur so kann man ausschlielen, dass die gemachteba8®ungen nicht mit diesen
Variablen in Zusammenhang stehen (Batcal, 2001).

Fall-Kontroll-Studien ermitteln retrospektiv die Wacheinlichkeit ©Qddg, als Trager
einer bestimmten genetischen Variante an einer Kugih erkrankt zu sein und setzen ins
Verhéltnis zu derjenigen Wahrscheinlichkeit, ohnerlgen dieser Variante an dieser
Krankheit zu leiden. Der ermittelte Quotient helittds RatioqOR) und ist eine Schatzung
des relativen Risikos, das fur retrospektive Studiecht erhoben werden kann. Auf die
Genauigkeit des ermittelten Schatzwertes wird durklnfidenzintervalle (KI)
hingewiesen. Sie sagen aus, in welchen GrenzerdsicBchatzwert mit einer festgelegten
Wahrscheinlichkeit von 95 % tatsachlich befindet @wnlauben so Rickschlisse von der
untersuchten Stichprobe auf die Bevoélkerungsgrugpe OR > 1 deutet darauf hin, dass
der untersuchte Polymorphismus ein RisikofaktordiérKrankheit ist, ein Quotient > 2 ist
allerdings wiunschenswert (Birek al, 2001). Ein OR < 1 deutet auf einen protektiven
Einfluss hin; bei einem OR = 1 besteht kein Zusamtmag zwischen untersuchtem Faktor
und Krankheit. Das OR gilt daher erst dann als btsden, wenn das entsprechende Kl den
Wert 1 nicht beinhaltet.

Retrospektive Assoziationsstudien bieten gegenkbeplungsanalysen den Vorteil, dass
sich mit ihrer Hilfe genetische Varianten mit eingeringen Effekt auf den Phanotypen
identifizieren lassen. Sie sind einfacher als pe@&pe Studien durchzufiihren, da von
Beginn an bekannt ist, ob der Teilnehmer der Fater Kontrollgruppe angehort.
Andererseits kdnnen bei der Anfertigung solchedtgtu einige Fehler auftreten: Zu kleine
Stichprobengrdl3en, eine schlecht angepasste Klgntnope und eine mdglicherweise
bestehende Stratifikation der Stichproben koénnemsoziationen vortduschen, die in
Wirklichkeit auf dem Zufall oder unbekannten Eirgfdgro3en beruhen. Die Analyse von
Subgruppen der Stichprobe verringert deren Groffesomit hat die Untersuchung eine
geringere Power (Effektstarke mit der es gelingt, einen tatséchlibestehenden
Unterschied zwischen den Vergleichsgruppen algstssath signifikant nachzuweisen).
Unvorsichtiges Deklarieren eines Gens als Kandidatdie Gefahr der Uberinterpretation
gewonnener Ergebnisse verkiinden eine Assoziatienyryentigend validiert ist. Nicht zu
vergessen ist die Tatsache, dass sich signifikargebnisse besser veroffentlichen lassen
und so ein unvollstandiges Bild der Studienlagesteit (Editor von Nature Genetics,
1999; Cardon und Bell, 2000; Taet al, 2000). Die zitierten Autoren schlagen daher

Richtlinien vor, um die Gite der Studien zu verbess Diese beinhalten neben der
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Auswahl geeigneter Kontrollindividuen und einer r@ichenden Grol3e der Stichprobe,
eine unabhangige Replikation der Ergebnisse, digedd@ung der Power der
Untersuchung, hohe Signifikanzschwellen, die Edawutg plausibler biologischer

Hintergriinde sowie die Darstellung aller angefalei&rgebnisse.

8.2 Tabellen

Tab. 8.1 Ausgewahlte Suszeptibilitdtsgene fir das prinfakinsonsyndrom

Diskutiertes Gen OMIM
Dopaminrezeptor D2 126450
Dopaminrezeptor D4 126452
Dopamintransporter 126455
Monoaminooxidase B 309860
Catechol-O-Methyltransferase 116790
Glutathion-S-Transferase Omega 1 605482
N-Acetyltransferase 2 243400
Glukocerebrosidase 606463
NADH-Dehydrogenase, Untereinheit 1 516000
NADH-Dehydrogenase, Untereinheit 3 516002
Apolipoprotein E 107741
Semaphorin 5A 609297
Brain-derived neurotrophic-factor 113505
Interleukin 1B 147720
Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 601828
Serinprotease 25 606441
Synphillin 1 603779

OMIM, online mendelian in mafhttp://www.ncbi.nIm.nih.gov/omim)
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Tab. 8.2 Ausgewahlte Substrate des P-Glykoproteins (aubwdkaret al, 1999; Seelig,
1998)

Substratklasse Wirkstoff
Antihistaminika Terfenadin

Antibiotika, Antihelmintika, Cefazolin, Cefoperazon, Clotrimazol*, Erythromycjim¥ermectin,

Antimykotika Rifampicin*

HIV-Proteaseinhibitoren Indinavir, Ritonavir, Saqavir

Immunsuppressiva Cyclosporin A, Tacrolimus

Kalziumkanalblocker Diltiazem, Gallopamil, Nicardhp Nifedipin*, Verapamil,

Kardiaka Amiodaron, Chinidin, Digoxin, Propafenon

Morphine Morphin, Morphin-6-Glucoronid, Loperamid

Psychopharmaka Fluphenazii, Midazolam*, Ondansetron, Perphendzidhenobarbital*,
Phenoxazin, Phenytoin, ThioridaZif rifluoperazir, Triflupromaxin’

Steroide Aldosteron, Dexamethason, Hydrocortison

Tumortherapeutika Dactinomycin*, Daunorubicin*, Doxorubicin*, Etopaki, Mitomycin C,

Mitoxantron, Paclitaxel*, Tamoxifen, Topotecan, Wiastin*, Vincristin*
Andere Substanzen Colchicin*, Dipyridamol, Domperidon, Methadon, MP;TReserpin*,

Prazosin, Yohimbin

“Neuroleptikum ; *zusétzlich Induktion von P-GP

Tab. 8.3 Ermittelte Genotypenverteilung dreier SNPs BE3R1-Gens aus Cascorbt al.,
2001

Exon / cDNA-

Position Allel (wt/mt) Effekt Genotyp Haufigkeit* (%)
G/IG 30,9
: a8 or 492
21/2677 T Ser893 ’
A Thr893 GIA 2,0
T/IA 1,8
AA 0,0
AJA 99,6
26 / 3320 /é gl‘gﬂgz AIC 0,4
CiC 0,0
c CiC 20,8
26 /3435 T lle1140 CIT 50,5
T/T 28,6

*bei 461 Individuen deutscher Abstammuiikgine Aminosauresubstitution



8.3 Stammbaume der untersuchten Familien

1.1 1.2
.1 1.2 1.3 .4
1.5 1.6 1.7 | n.s .10 .11
(‘1689 ve | 7 ve |vo  vao|fa1 a2 |ivas W14 Vie|f17  fas | o 220
o o
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L-1670 L-1672 L-1682 L-1683 L-1692 V1.6

L-1685

Abb. 8.1a Stammbaum der Familie R. In der Abbildung stelezise fir weibliche, Quadrate fir ménnliche Peesorburchgestrichene Individuen sind bereits vebsto.
Die Symbole sind schwarz angefarbt, wenn die Pessdrer von der Krankheit betroffen ist. Ein wei@snbol bedeutet, dass die Person nicht betrofferBei den
Individuen mit Fragezeichen (111.1 und I11.2) koenticht eindeutig geklart werden, ob sie betrofam oder nicht. Fur die mit * markierten Persomande bereits eine

Mutation in dem GenDCTNL1 beschrieben (Minclet al, 2005; Rosenbohnet al, eingereicht). Der Doppelstrich zwischen L-168@duL-1693 symbolisiert
Blutsverwandtschaft zwischen Eheleuten.

X
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Abb.8.1b Stammbaum der Familie MlIn den
O__D Abbildungen a - cstehen Kreise fur weiblich

L-2477 L-2480 Quadrate fur mannliche Personen. Die Symbole

schwarz angeféarbt, wenn die Person sicher vor

Krankheit betroffen ist. Ein weil3eSymbol bedeute

dass die Person nicht betroffen ist. Durchgestrie
‘ . /" Individuen sind bereits verstorben.

L-2478 L-2479 L-2491

Abb.8.1c Stammbaum der Familie K.
(Legende siehe Abb. 8.1.b)

L-1440 L-1441 L-1436

O O

L-1439 L-1435 L-1438

L-1437

dlid il

OmM N O OO0 0O O O e O

L-2404 L-2473 L-2474 L-2469 L-2398 L-2400 L-2399 L-2402 L-2401

u

0O O O O «

L-2472 L-2471 L-2470 L-2468 L-2403

Abb. 8.1d:Stammbaum der Familie P. (Legende siehe Abb. 8.1.b)
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8.4 Primer und Sonden
Tab. 8.4:AllgemeinePrimer
Primer-Name Vorwarts-Primer (F)/ Rickwarts-Primer (R)
M13F F: CAC GAC GTT GTAAAACGAC
M13R R: GGA TAA CAA TTT CAC ACA GG
M13-700F IRD700- CAC GAC GTT GTA AAA CGA C
M13-800F IRD800- CAC GAC GTT GTA AAA CGA C
M13-800R IRD800- GGA TAA CAA TTT CAC ACA GG
Tab. 8.5: Primerfir MDR1
Gen Exon Vorwarts- Primer (F)/ Ruckwaérts-Primer (R) GrolRe [bp] Annealing: Zusétze
Temp. [° C]
F: GCA GGA GTT GTT GAA ATG AAA ATG 1mMm
167 58
MDR1 2L | R TAG AGC ATA GTA AGC AGT AGG GAG MgCl,
MDRL 06 F: ATC TGT GAACTC TTG TTT TCA GC 207 - )
R: TCG ATG AAG GCA TGT ATG TTG
Tab. 8.6: Primerfir Beta-Globin
Gen Exon Vorwarts- Primer (F)/ Ruckwaérts-Primer (R) GroRRe [bp] Annealing- Zusétze
Temp. [° C]
Beta- 1 F: ACA CAACTG TGT TCACTA GC 110 . 1mMm
Globin R: CAA CTT CAT CCA CGT TCA CC MgCl;
Tab. 8.7: Primerfir SNCA
Gen Exon Vorwarts- Primer (F)/ Rickwarts-Primer (R) GroRRe [bp] Annealing: Zusétze
Temp. [° C]
3 F: GCT AAT CAG CAA TTT AAG GCT AG 218 - )
SNCA R: GAT ATG TTC TTA GAA TGC TCA G
Tab. 8.8: Primeifiur Parkin*
Gen Exon Vorwarts- Primer (F)/ Ruckwaérts-Primer (R) GrolRe [bp] Annealing- Zusétze
Temp. [° C]
_ 1 F: GCG CGG CTG GCG CCG CTG CGC GCA 112 72 3,0u
Parkin R: GCG GCG CAG AGA GGC TGT AC Betain
_ ) F:ATG TTG CTATCA CCA TTT AAG GG 308 cg 0,7ul
Parkin R: AGA TTG GCA GCG CAG GCG GCA TG Betain
. 3a F: ACATGT CAC TTT TGC TTC CCT 480 cg 0,7l
Parkin R: ACT GAG CTG CTG AGG TCC AC Betain
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Fortsetzung der Tabelle 8.8:

Gen Exon Vorwarts- Primer (F)/ Rickwarts-Primer (R) GroRRe [bp] _?:nr;zal[long] Zusétze
F: AGA AAC GCG GCG GGA GGC TG 0,7ul
i 280 58 e
Parkin 8b | R AGG CCA TGC TCC ATG CAG ACT GC Betain
. A F: ACA AGC TTT TAA AGA GTT TCT TGT o61 - 0,7l
Parkin R: AGG CAA TGT GTT AGT ACA CA Betain
_ 5 F:ACATGT CTT AAG GAG TACATT T 9o7 55 0,7ul
Parkin R: TCT CTA ATT TCC TGG CAA ACA GTG Betain
. 6 F: AGA GAT TGT TTA CTG TGG AAA CA v68 - 0,7l
Parkin R: GAG TGA TGC TAT TTT TAG ATC CT Betain
_ F: TGC CTT TCC ACA CTG ACA GGT ACT 530 5 0,74l
Parkin 7 R: TCT GTT CTT CAT TAG CAT TAG AGA Betain
. o F: TGA TAG TCA TAA CTG TGT GTA AG 206 - 0,7l
Parkin R: ACT GTC TCA TTA GCG TCT ATC TT Betain
_ F: GGG TGA AAT TTG CAG TCA GT 278 5 0,74l
Parkin 9 R: AAT ATA ATC CCA GCC CAT GTG CA Betain
_ 10 | FATT GCC AAATGC AAC CTMTGT C 165 - 0,7ul
Parkin R: TTG GAG GAA TGA GTA GGG CAT T Betain
Dok 11 | F:ACA GGG AAC ATA AAC TCT GAT CC 303 - 0,7ul
arkin R: CAA CAC ACC AGG CAC CTT CAG A Betain
Dok 1, |FGTTTGG GAATGC GTGTTTT 255 cg 0,7ul
arkin R: AGA ATT AGA AAA TGA AGG TAG ACA Betain
*Kitada et al, 1998
Tab. 8.9:Primer fir PINK1
Gen Exon | Vorwarts-Primer (F)/ Rickwarts-Primer (R) G[[)(;)r]Se ?;r:sal[tng] Zusétze
1 | FiAGG CGC CAG TAC CAG CAT AGC 530 60 1,5u DMSO;
PINK1 R: TCC GCC TGT TTT TCC TCG ATG 0,7yl Betain
1b F: TCG GGC TCG GGC TCC CTAA 330 55 0,5 ul Formamid;
PINK1 R: CGG CCC TCG ATC TGC TCA G 0,7 ul Betain
5 F: ATT GAT CTG GTA GAC GTG GAC 5o -
PINK1 R: CCT TTC CTG TGG ATAATC TGT C
3 F: CTC GAA GGT CAG AGC CAA TTC 323 -
PINK1 R: CTG TCA TAT CAG ACA CTG TAC C
A F: GAA TGT CAG TGC CAG TGT TGG 429 69
PINK1 R: AGA TAT GTT CCC TTT GCATGG C
5 F: CGT ATT GGG AGT CGT CGA TGT 300 -
PINK1 R: GAC CTG AAG AGT CAG TCC TAA A
5 F: GTC AGC TAT GTC TTG CTG GTG 309 55
PINK1 R: ATC ACA AGG CAT CGA GAT TCC
. F: TGG ATC AGG TGA TGT GCA GGA 16 75
PINK1 R: AGG ATC TGT CAC TGT GGC TCT
g F: GAG AAG GGA AGA CCC TCA CTA 520 -
PINK1 R: CAG ACT GAACTC TCACTC AAG T
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Tab 8.10:Primer fur DJ-1*

Gen Exon Vorwarts- Primer (F)/ Rickwarts-Primer (R) Grol3e [bp] ?;r:;al[tng] Zusatze
s | 7 [pSTRCTOCTTTS S | | s | e
1 | 5 R e e e e | 27 | | e
o1 | o |ESTRCTeTRTe R | s | e
N as | s | o
o1 | o [peesien e | w | a | s
MBI we | o | wosan

*Hedrich et al.,2004b;"Das Exon 1 kodiert nicht fur die Aminosauresequenz.

Tab. 8.11:Primer fir LRRK2

Gen Exon Vorwaérts-Primer (F)/ Ruckwarts-Primer (R) Grol3e [bp] Annealing Zusatze
Temp. [° C]
L4 | F:TCC TCA GAT GGT TCA CTT TAG a1t o1
LRRK2 R: ACA TCA GCA TAT TTA GGC AAC
L5 | F:CCTCTTTGATGC TGT TCT TTG 208 o1
LRRK2 R: GCC AAC CTG CTAATT TTATTT
,o | F-AAA AGA ACT CAC CTA AAT CTC AAG a1 o
LRRK2 R: TCC AAA CAA ATG GTA AAA GTG
F: TCA ACA GGA ATG TGA GCA GG soe .
LRRK2 | 31 | p-coc ACA ATT TTAAGT GAG TTG C 1 -
45 | F: CAT TTG CTC AAC AAG GTT GG 204 o1
LRRK2 R: ATG CCA TCT CCC TAA TTT CTC
45 | 7t GAT TGG TTA GAA AGG GAG GG 403 o1
LRRK2 R: CAT CCT CAT CTT GAT CCT AGT CT
4o | F: TTT AAA GAA GGA GAT ACG TGG GT c10 o1
LRRK2 R: TAC AGG GTT AAG ATG ATG GGT TC
rrka | 41 | FTGATGC TTG ACA TAG TGG ACA TT 253 61 ]
R: CTG TTT TCC TTT TGA CTC TTC TGA
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Xviii

Tab. 8.12 Sonden fur dehightCycler

Gen Esxfggl ASneC:soori Sondensequenund Fluorophormarkierung

MDR1 SNP 2677 Sensor TTC CCA GTA CCT TCT--FL

MDR1 SNP 2677 Anchor LCRed640-CTT TCT TAT CTT TCA GTG CTT GTC C--PH

MDR1 SNP 3435 Sensor GAC AAC AGC CGG GGT GTG TCA--FL

MDR1 SNP 3435 Anchor LCRed640-GGA AGA GAT CGT GAG GGC AG --PH

MDR1 SNP 3320 Sensor CGA CTG AAT GTT CCG TGG C--FL

MDR1 SNP 3320 Anchor LCRed705-CCG AGC ACA CCT GGG CAT CGT G--PH
3-Globin Exon 1 Sensor CAA ACA GAC ACC ATG GTG CAC CTG ACT CCT GAG GA--FL
3-Globin Exon 1 Anchor LCRed705-AAG TCT GCC GTT ACT GCC CTG TGG GGC AA

*Arjomand-Nahadet al. 2004

8.5 STR-Marker

Tab. 8.13 Fur die Haplotypisierungen verwendete STR-Marker

Positipn auf Posit.ion.auf Lokalisation des
Locus Marker genetischer physikalischer Gens (Mb)
Karte (cM) Karte (Mb)
PARK1 D4S2367 78,43 k.A. SNCA
D4S3042 85,42 77,1 (90,9)
D4S2922 90,28 82,7
D4S2361 93,48 85,2
D452986 105,29 99,9
PARKZ D6S1719 177,88 165,9 Parkin
D6S1599 169,95 162,8 / (163,0-161,7)
D6S955 167,78 162,4
D6S305 166,39 162,1
D6S1550 166,39 161,
D6S1579 166,39 160,9
PARK3 D2S441 86,00 68,1 Gen unbekannt
D2S327 88,15 70,1
D2S2111 90,29 73,2
D2S2114 95,67 75,7
D2S438 99,41 78,8
PARKS5 D4S3001 49,47 32,7 UCHL-1
D4S1581 51,60 37,8 / (40,9)
D4S405 56,95 40,0
D4S1627 60,16 43,9
D4S2367 78,43 k.A.
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Forsetzung der Tabelle .13:

Positipn auf Posit_ion_auf Lokalisation des
Locus Marker genetischer physikalischer Gens (Mb)
Karte (cM) Karte (Mb)
PARK6 D1S552 45,33 19,1 PINK1
D1S2732 48,53 20,5 (20,8)
D1S478 48,53 21,5
D1S2828 48,53 21,8
D1S2864 50,28 22,7
PARKY D15S468 4,22 2,8 DJ-1
D1S2845 8,85 4.4 (7,9)
D1S2876 14,04 6,2
D1S2663 14,59 7.1
D1S1612 16,22 8,0
D1S1597 29,33 13,7
PARKS8 D12S2194 55,5 k.A. LRRK2
D12S2515% n. g. 38,9 (38,9-39,0)
D12S2519 n. g. 39,1
D12S2520 n. g. 39,1
D12S51048 56,38 39,3
SCA5 D11S1765 61,78 39,9 SPTBN2
D1151883 65,05 63,1 / (66,2)
D11S4178 67,48 67,9
D11S4113 68,01 68,5
D11S4136 71,60 73,2
D11S2371 76,13 69,3

*Reihenfolge deiParkin-Marker hier absteigend, da das Gen auf dem gegeldrenden DNA-Strang
kodiert ist; “nur bei Familie M untersuchtKacherguset al, 2005; k.A., keine Angaben; n.g., nicht
gelistet

Tab. 8.14:STR-Marker und Ergebnisse der genomweiten Kopganalyse fur Familie R

Entfernung zum

Position auf dem Multipoint-LOD-

Chromosom Marker vorhergehenden
Chr. [cM] Marker [cM] Score

1 StartC01 0,00 1,83
1 D1S468 4,22 4,22

1 D1S1612 16,22 12,00 -0,02
1 D1S1597 29,93 13,71 -0,06
1 D1S552 45,33 15,40 1,65
1 D1S1622 56,74 11,41 -0,29
1 D1S2134 75,66 18,92 1,96
1 D1S3728 89,49 13,83 -1,37
1 D1S1665 102,02 12,53 -0,79
1 D1S1728 109,04 7,02 -0,81
1 D1S2766 118,14 9,10 -1,07
1 D1S2626 136,34 18,20 1,43
1 D1S3723 140,39 4,05 -0,35
1 D1S534 151,88 11,49 -1,11
1 D1S1679 170,84 18,96 0,81
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Fortsetzung der Tabelle 8.14:

Entfernung zum

Position auf dem Multipoint-LOD-

Chromosom Marker vorhergehenden
Chr. [cM] Marker [cM] Score

1 D1S1677 176,00 5,16 -0,34
1 D1S1589 192,05 16,05 0,22
1 D152848 200,96 8,91 -1,95
1 D1S533 209,15 8,19 -2,14
1 D1S1725 219,92 10,77 -2,75
1 D15S2891 224,50 4,58 -3,21
1 D1S-A- 227,00 2,50 -0,79
1 D1S3462 247,23 20,23 -0,70
1 D1S235 254,64 7,41 -1,09
1 D1S180 267,51 12,87 -1,04
1 D1S1609 274,53 7,02 -3,01
1 EndCO01 289,67 15,14 -0,17
2 StartC02 0,00
2 D252393 7,05 7,05
2 D2S2166 10,86 3,81
2 D25162 20,03 9,17 -0,70
2 D2S2200 27,60 7,57 -2,16
2 D2S1360 38,33 10,73 -2,13
2 D2S405 47,97 9,64 0,65
2 D2S1788 55,51 7,54 0,71
2 D2S1352 73,61 18,10 0,03
2 D2S327 88,15 14,54 0,02
2 D2S1394 90,82 2,67 1,56
2 D2S2232 107,46 16,64 -0,08
2 D2S2229 116,55 9,09 -0,43
2 D25410 125,18 8,63 -2,41
2 D251328 132,58 7,40 1,29
2 D2S1334 145,08 12,50 -2,34
2 D2S1399 152,04 6,96 1,47
2 D2S1353 164,51 12,47 -1,88
2 D2S1391 186,21 21,70 0,01
2 D2S1384 200,43 14,22 1,34
2 D2S434 215,78 15,35 -0,73
2 D2S427 236,70 20,92 -2,84
2 D2S2348 242,17 5,47 -2,59
2 GATA151D2 248,00 5,83 -0,46
2 D2S125 260,63 12,63 -0,87
2 EndC02 269,07 8,44 0,23
3 StartC03 0,00 1,63
3 D352387 5,54 5,54 1,85
3 D3S3050 14,46 8,92 1,30
3 D3S1304 22,33 7,87 -1,36
3 D3S1263 36,10 13,77 -1,70
3 D3S3726 42,64 6,54 -2,28
3 D3S3727 56,07 13,43
3 D3S3521 63,12 7,05
3 D3S1613 72,21 9,09
3 D3S1300 80,32 8,11 -0,27
3 D3S4542 90,27 9,95 2180
3 D352406 103,00 12,73 0,06
3 D354529 112,78 9,78 -0,05
3 D3S3045 124,52 11,74 -0,79



Anhang XXi

Fortsetzung der Tabelle 8.14:

Entfernung zum

Position auf dem Multipoint-LOD-

Chromosom Marker vorhergehenden
Chr. [cM] Marker [cM] Score

3 D3S2460 135,00 10,48 -0,76
3 D3S1764 152,98 17,98 -1,61
3 D3S1744 161,40 8,42 -0,83
3 D3S2427 188,65 27,25 -1,13
3 D351262 201,50 12,85 -1,61
3 D352398 209,77 8,27 -0,56
3 D352418 216,20 6,43 1,63
3 D3S1311 225,24 9,04 1,75
3 ENDCO3 228,50 3,26 1,62
4 StartC04 0,00 0,08
4 D4S2366 12,93 12,93 -1,29
4 D4S2639 21,00 8,07 -1,93
4 D45403 25,90 4,90 -1,91
4 D4S1546 35,03 9,13 -1,16
4 D452632 40,00 4,97 -0,79
4 D4S3001 49,47 9,47 -0,65
4 D45405 56,95 7,48 -1,90
4 D4S1627 60,16 3,21 -1,30
4 D4S3248 72,52 12,36 -1,33
4 D4S3042 83,29 10,77 0,62
4 D4S2361 93,48 10,19 0,54
4 D452986 105,29 11,81 -1,35
4 D4S2623 114,04 8,75 -1,69
4 D4S3039 132,72 18,68 -1,24
4 D451625 145,98 13,26 -2,21
4 D452934 155,41 9,43 -0,96
4 D452368 167,55 12,14 -1,96
4 D4S2431 176,19 8,64 0,00
4 D4S2417 181,93 5,74 -0,03
4 D4S408 195,06 13,13 -1,07
4 GATA129D03 204,00 8,94 -2,65
4 D4S1652 208,07 4,07 -1,85
4 ENDCO04 211,66 3,59 -0,67
5 StartC05 0,00 -1,06
5 D552488 0,01 0,01 -1,06
5 D5S2505 14,31 14,30 0,46
5 D5S817 22,89 8,58 -1,45
5 D552848 40,00 17,11 -1,69
5 D5S1470 45,35 5,35 -1,64
5 D5S51457 59,31 13,96 -2,73
5 D5S2500 69,24 9,93 -4,33
5 D5S2003 78,32 9,08 -2,73
5 D5S1501 85,26 6,94 -2,49
5 D5S1725 97,83 12,57 -0,53
5 D5S1462 105,30 7,47 -2,56
5 D5S51453 123,01 17,71 -3,80
5 D5S1505 129,84 6,83 -4,54
5 D552098 131,49 1,65 -5,40
5 D5S51480 147,50 16,01 -1,95
5 D5S2090 150,35 2,85 -1,92
5 D55422 164,20 13,85 -1,45
5 D5S1456 174,81 10,61 -2,16
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Fortsetzung der Tabelle 8.14:

Entfernung zum

Position auf dem Multipoint-LOD-

Chromosom Marker vorhergehenden
Chr. [cM] Marker [cM] Score

5 D5S211 182,90 8,09 -1,75
5 D5S408 195,50 12,60 -0,23
5 ENDCO05 197,55 2,05 0,16
6 StartC06 0,00 0,28
6 D6S-F13A1 9,00 9,00 -0,76
6 D6S1034 23,23 14,23 -0,62
6 D6S260 29,93 6,70 -3,23
6 D6S1660 40,14 10,21 -1,93
6 D6S2427 53,81 13,67 -1,70
6 D6S426 60,44 6,63 -0,95
6 D6S1689 71,77 11,33 -1,07
6 D6S1053 80,45 8,68 -1,38
6 D6S1031 88,63 8,18 -3,03
6 D6S1056 102,81 14,18 -1,51
6 D6S1021 112,20 9,39 -1,33
6 D6S474 118,64 6,44 -2,42
6 D6S1040 128,93 10,29 -1,10
6 D6S1009 137,74 8,81 -1,38
6 D6SB 147,00 9,26 -2,58
6 D6S2436 154,64 7,64 -0,21
6 D6S1035 164,78 10,14 -0,87
6 D6S1277 173,31 8,53 -2,16
6 D6S503 184,51 11,20 -0,11
6 ENDCO06 193,14 8,63 0,54
7 StartC07 0,00 -1,84
7 D751819 0,01 0,01 -1,85
7 D7S517 7,45 7,44 -3,29
7 D752514 13,38 5,93 -1,56
7 D7S513 17,75 4,37 0,90
7 D7S2508 27,67 9,92 -2,61
7 D7S2562 34,16 6,49 -0,44
7 D7S2515 43,85 9,69 0,72
7 D7S2251 54,85 11,00 -2,74
7 D7S691 63,68 8,83 -1,00
7 D17S1830 72,79 9,11 -2,18
7 D753046 78,66 5,87 -2,26
7 D752518 86,13 7,47 -1,21
7 D752212 95,44 9,31 -0,77
7 D7S657 104,87 9,43

7 D7S821 109,13 4,26

7 D7S635 130,18 21,05 1,38
7 D751804 136,96 6,78 -1,47
7 D751824 149,91 12,95 1,72
7 D7S2195 162,01 12,10 -2,51
7 D7S3070 163,02 1,01 -2,30
7 D751823 173,70 10,68 -2,16
7 ENDCO7 181,96 8,26 -0,18
8 StartC08 0,00 -1,78
8 D8S264 0,73 0,73 -2,18
8 D8S1130 22,41 21,68 -3,10
8 D8S1106 26,42 4,01 0,42
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Fortsetzung der Tabelle 8.14:

Position auf dem

Entfernung zum

Multipoint-LOD-

Chromosom Marker vorhergehenden
Chr. [cM] Marker [cM] Score

8 D8S1145 37,03 10,61 -0,85
8 D8S136 43,95 6,92 1,28
8 D8S1477 60,33 16,38 -0,25
8 D8S1113 77,88 17,55 -0,77
8 D8S1136 82,25 4,37 0,77
8 D8S2324 94,07 11,82 -0,88
8 D8S-A- 110,99 16,92 1,21
8 D8S1132 121,99 11,00 -1,07
8 D8S592 125,26 3,27 -1,70
8 D8S1179 135,07 9,81 -1,42
8 D8S256 148,11 13,04 -0,46
8 D8S373 164,46 16,35 1,71
8 ENDCO08 167,90 3,44 1,57
9 StartC09 0,00 1,89
9 D9S1779 0,01 0,01 1,89
9 D9S1813 9,84 9,83 0,57
9 D9S286 18,07 8,23 -2,11
9 D9S274 28,43 10,36 0,01
9 D9S1684 34,43 6,00 -0,92
9 D9S171 42,74 8,31 -1,36
9 D9S169 49,21 6,47 -0,60
9 D9S1118 58,27 9,06 -0,53
9 D9S1876 67,94 9,67 -0,60
9 D9S1123 77,57 9,63 0,16
9 D9S152 79,07 1,50 1,17
9 D9S257 91,88 12,81 -3,05
9 D9S1690 106,64 14,76 0,92
9 D9S930 120,05 13,41 1,06
9 D9S934 127,99 7,94 -1,14
9 D9S1827 140,87 12,88 -0,25
9 D9S1818 150,93 10,06 0,02
9 D9S1826 159,62 8,69 1,73
9 D9S1838 163,85 4,23 -0,99
9 ENDCO09 168,99 5,14 0,42
10 StartC10 0,00 -1,29
10 D10S1435 3,00 3,00 -2,79
10 D10S591 13,49 10,49 -3,65
10 D10S189 19,00 5,51 -0,17
10 D10S1412 28,31 9,31 -4,82
10 D10S1430 33,18 4,87 -1,83
10 D10S1477 42,50 9,32 -2,64
10 D10S1423 46,00 3,50 -1,64
10 D10S600 54,23 8,23 1,80
10 D10S220 70,23 16,00
10 D10S1225 80,77 10,54 0,16
10 D10S-A- 88,00 7,23 0,21
10 D10S1432 93,92 5,92 l
10 D10S541 109,33 15,41
10 D10S677 117,42 8,09 0,66
10 D10S1239 125,00 7,58 -0,78
10 D10S1230 142,78 17,78 0,43
10 D10S1213 148,17 5,39 0,83
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Fortsetzung der Tabelle 8.14:

Entfernung zum

Position auf dem Multipoint-LOD-

Chromosom Marker vorhergehenden

Chr. [cM] Marker [cM] Score
10 D10S1248 165,27 17,10 -0,62
10 D10S212 170,94 5,67 -2,55
10 ENDC10 173,13 2,19 -0,97
11 StartC11 0,00 0,27
11 D11S1984 2,11 2,11 -0,14
11 D11S2362 8,90 6,79 -2,13
11 D11S1999 17,19 8,29 -1,04
11 D11S915 30,88 13,69 -1,61
11 D11S1392 43,16 12,28 -2,02
11 D11S1985 58,40 15,24 -4,20
11 D11S1765 61,78 3,38 -4,36
11 D11S1883 65,05 3,27 -2,46
11 D11S4178 67,48 2,43 -3,59
11 D11S4113 68,01 0,53 -2,97
11 D11S4136 71,60 3,59 -1,31
11 D11S2371 76,13 4,53 -0,45
11 D11S1989 84,31 8,18 -2,34
11 D11S22002 85,48 1,17 -2,78
11 D11S4118 93,12 7,64 -2,85
11 D11S1778 101,75 8,63 -3,07
11 D11S1986 105,74 3,99 -4,14
11 D11S1998 113,13 7,39 -1,94
11 D11S4464 123,00 9,87 0,54
11 D11S4150 132,95 9,95 -2,73
11 D11S874 140,18 7,23 1,36
11 D11S4085 141,91 1,73 1,35
11 D11S4125 147,77 5,86 -0,37
11 ENDC11 147,78 0,01 -0,36
12 StartC12 0,00 -0,85
12 D12S372 6,42 6,42 -3,30
12 D12S77 20,27 13,85 -1,21
12 D12S391 26,23 5,96 -3,62
12 D12S364 30,60 4,37 -2,59
12 D12S373 36,06 5,46 -0,10
12 D12S1591 43,38 7,32 -1,20
12 D12S345 53,09 9,71 -0,37
12 D12S339 64,43 11,34 -0,13
12 D12S375 80,52 16,09 0,96
12 D12S1052 83,19 2,67 0,00
12 D12S1064 95,03 11,84 0,45
12 D12S1044 98,60 3,57 -0,20
12 D12S78 111,87 13,27 -2,11
12 D12S1605 116,66 4,79 -0,49
12 D12S2070 125,31 8,65 -0,92
12 D12S395 136,82 11,51 0,29
12 D12S1639 148,24 11,42 -3,87
12 D12S2078 150,00 1,76 -3,79
12 D12S392 165,69 15,69 -1,59
12 ENDC12 168,79 3,10 -0,60
13 StartC13 0,00 1,87

13 D13S1316 0,01 0,01 1,87
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Fortsetzung der Tabelle 8.14:

Entfernung zum

Position auf dem Multipoint-LOD-

Chromosom Marker vorhergehenden
Chr. [cM] Marker [cM] Score

13 D13S787 8,88 8,87 -0,33
13 D13S1250 17,22 8,34 -1,37
13 D13S1493 25,81 8,59 -1,22
13 D13S1253 34,56 8,75 -1,17
13 D13S788 45,56 11,00 -2,85
13 D13S1296 52,65 7,09 -1,88
13 D13S162 58,55 5,90 -2,92
13 D13S1235 64,98 6,43 -2,50
13 D13S793 76,01 11,03 -1,39
13 D13S779 82,94 6,93 -1,39
13 D13S796 93,53 10,59 -2,03
13 D13S1315 102,74 9,21 -2,82
13 D13S285 110,56 7,82 -3,44
13 ENDC13 114,99 4,43 -1,16
14 StartC14 0,00 -0,05

14 D14S742 12,46 12,46 -1,91
14 D14S1280 25,87 13,41 -1,92
14 D14S608 28,01 2,14 -1,22
14 D14S1014 42,81 14,80 -0,82
14 D14S1048 45,12 2,31 -0,89
14 D14S976 50,50 5,38 -1,02
14 D14S1057 55,82 5,32 -0,11
14 D14S980 60,43 4,61 -2,55
14 D14S592 66,81 6,38 -1,77
14 D14S1069 73,03 6,22 -1,95
14 D14S606 91,62 18,59 -2,25
14 GATA193A07 96,00 4,38 -2,62

14 D14S1434 113,17 17,17 1,06
14 ENDC14 138,19 25,02 0,50

15 StartC15 0,00 0,25

15 D15S822 12,30 12,30 -0,88
15 D15SACTC 17,00 4,70 -2,82
15 D15S165 20,24 3,24 -0,17
15 D15S994 40,25 20,01 -0,52
15 D15S643 52,33 12,08 -3,28
15 D15S1507 60,17 7,84 -2,31
15 D15S818 71,82 11,65 -1,97
15 D15S211 75,85 4,03 -4,97
15 D15S655 82,84 6,99 -2,06
15 D15S652 90,02 7,18 -2,24
15 D15S816 100,59 10,57 -0,99
15 D15S657 104,86 4,27 -3,09
15 D15S642 122,14 17,28 -2,71
15 ENDC15 122,15 0,01 -2,70
16 StartC16 0,00 -0,17

16 D16S3024 7,05 7,05 -1,15
16 D16S2616 11,46 4,41 -1,16
16 D16S3052 15,32 3,86 -1,94
16 D16S519 20,77 5,45 -4,01
16 D16S500 28,30 7,53 -1,30

16 D16S403 43,89 15,59 -2,44
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Fortsetzung der Tabelle 8.14:

Position auf dem

Entfernung zum

Multipoint-LOD-

Chromosom Marker vorhergehenden
Chr. [cM] Marker [cM] Score

16 D16S769 50,60 6,71 -1,66
16 D16S753 57,79 7,19 -2,49
16 D16S-A- 63,78 5,99 -1,17
16 D16S3253 71,77 7,99 -1,16
16 D16S3019 85,94 14,17 -0,86
16 D16S3018 90,65 4,71 -0,84
16 D16S516 100,39 9,74 -0,22
16 D16S402 113,52 13,13 -0,71
16 D16S539 124,73 11,21 0,47
16 D16S621 130,41 5,68 -2,09
16 ENDC16 134,13 3,72 -0,47
17 StartC17 0,00 -0,29
17 D17S1308 0,63 0,63 -0,91
17 D17S1528 6,60 5,97 -0,67
17 D17S1832 13,07 6,47 1,48
17 D17S1303 23,56 10,49 1,29
17 D17S947 31,96 8,40 -0,46
17 D17S2196 44,62 12,66 -4,65
17 D17S1294 50,74 6,12 -1,79
17 D17S1293 56,48 5,74 -3,17
17 D17S1299 62,01 5,53 -1,11
17 D17S791 64,14 2,13 -3,35
17 D17S806 66,83 2,69 -3,44
17 D17S2180 66,85 0,02 -3,44
17 D17S943 68,42 1,57 -2,42
17 D17S787 74,99 6,57 -1,55
17 D17S1606 80,36 5,37 -2,09
17 D17S1604 81,44 1,08 -0,65
17 D17S1290 82,00 0,56 -1,14
17 D17S1811 82,54 0,54 -1,31
17 D17S948 82,55 0,01 -1,31
17 D17S794 83,38 0,83 -1,95
17 D17S807 85,94 2,56 -1,46
17 D17S2193 89,32 3,38 -2,49
17 D17S1301 100,02 10,70 -1,27
17 D17S784 116,86 16,84 -0,63
17 D17S928 126,46 9,60 -1,78
17 ENDC17 126,47 0,01 -1,77
18 StartC18 0,00 -0,17
18 D18S-A- 3,00 3,00 -1,04
18 D18S54 8,30 5,30 1,04
18 D18S843 28,10 19,80 1,03
18 D18S1153 35,46 7,36 -0,38
18 D18S453 43,49 8,03 -1,47
18 D18S877 54,40 10,91

18 D18S1124 61,17 6,77

18 D18S535 64,48 3,31

18 D18S1127 77,36 12,88 0,19
18 D18S858 80,41 3,05 -0,02
18 D18S1147 90,60 10,19 -0,77
18 D18S878 102,00 11,40 -1,87
18 D18S844 116,44 14,44 1,31
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Fortsetzung der Tabelle 8.14:

Entfernung zum

Position auf dem Multipoint-LOD-

Chromosom Marker vorhergehenden
Chr. [cM] Marker [cM] Score

18 ENDC18 126,00 9,56 1,03

19 StartC19 0,00 -0,03

19 D19S591 9,84 9,84 -1,83
19 D19S1034 20,75 10,91 -0,81
19 D19S884 26,37 5,62 -1,51
19 D19S413 32,39 6,02 0,40
19 D19S586 32,94 0,55 -0,10
19 D19S394 34,25 1,31 -0,11
19 D19S714 42,00 7,75 -2,80
19 D19S433 51,88 11,88 -1,61
19 D19S197 63,10 11,22 -1,84
19 D19S574 69,50 6,40 -1,97
19 D19S879 75,41 5,91 -3,78
19 D19S866 77,54 2,13 -1,36
19 D19S246 78,08 0,54 -2,72
19 D19S888 85,87 7,79 -1,88
19 D19S589 87,66 1,79 -1,15
19 D19S254 100,61 12,95 -3,22
19 ENDC19 105,02 4,41 -1,01
20 StartC20 0,00 -1,36

20 D20S1155 0,01 0,01 -1,37
20 D20S482 10,00 9,99 -1,14
20 D20S194 18,26 8,26 -1,58
20 D20S851 24,70 6,44 2,11
20 D20S604 32,94 8,24 -1,53
20 D20S470 39,25 6,31 -1,14
20 D20S478 54,09 14,84 -1,22
20 D20S888 64,88 10,79 -0,63
20 D20S857 77,75 12,87 -0,37
20 D20S100 84,78 7,03 1,27
20 D20S173 98,09 13,31 -0,42
20 ENDC20 101,22 3,13 0,54

21 StartC21 0,00 0,72

21 D21S1911 0,00 0,00 0,72
21 D21S1899 9,72 9,72 -2,64
21 D21S1257 17,67 7,95 -2,73
21 D21S1909 28,48 10,81 -1,00
21 D21S1252 35,45 6,97 -2,03
21 D21S1899 45,26 9,81 -4,28
21 D21S1446 57,77 12,51 -2,73
21 ENDC21 57,78 0,01 -2,67
22 StartC22 0,00 0,00 0,03

22 D22S420 4,06 4,06 -0,84
22 D22S345 19,00 14,94 1,03
22 D22S689 28,57 9,57 0,87
22 D22S683 36,22 7,65 -2,60
22 D22S445 45,82 9,60 -1,53
22 ENDC22 62,31 16,49 -0,02

Multipoint-LOD-Scores> 2 sind grau hinterlegt
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