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1. Einleitung 

In der vorliegenden Arbeit wird über die Mutationsanalyse dreier verschiedener Gene, welche bei 

der Entwicklung eines monogenen Parkinson-Syndroms ätiologische Bedeutung haben können, 

berichtet. In diesem Kapitel wird ein Überblick über den Morbus Parkinson sowie das Parkinson-

Syndrom gegeben und der heutige Wissensstand über deren Ursachen und die beteiligten Gene 

zusammengefasst. Es wird insbesondere auf die drei untersuchten Gene (Parkin, DJ-1 und NR4A2) 

eingegangen und die Bedeutung von Mutationen in diesen Genen dargestellt.  

Die praktischen Arbeiten für diese Doktorarbeit fanden in den Jahren 2002 bis 2004 statt. Damals 

stand insbesondere das Parkin-Gen gefolgt vom DJ-1-Gen im Fokus des wissenschaftlichen 

Interesses. Die Publikationen seit Beginn der „Parkinson-Genetik“ 1997 bis Abschluss der 

praktischen Arbeiten 2004 sind für die inhaltliche Ausrichtung und Einordnung der vorliegenden 

Arbeit von großer Relevanz und stellen daher einen wesentlichen Teil der hier zitierten Studien und 

Verfahren dar. In den letzten Jahren wurde durch die Weiterentwicklung von Methoden in der 

Genforschung das Spektrum von Kandidaten-Genen für das Parkinson-Syndrom rasant vergrößert. 

Auch die hier untersuchten Gene werden weiterhin intensiv beforscht, um die Pathogenese des 

Parkinson-Syndroms besser zu verstehen, wobei das Parkin-Gen zu den am längsten und intensivst 

untersuchten „Parkinson-Genen“ gehört. Die im Kontext zu dieser Doktorarbeit stehenden 

wissenschaftlichen Studien und Verfahren, welche nach Abschluss der praktischen Arbeiten 

entstanden, sowie aktuelle Studien wurden in die vorliegende Arbeit integriert. Sie zeigen einerseits 

die Aktualität des Themas, andererseits den hohen Stellenwert der Genforschung in Bezug auf ein 

Verständnis für Krankheitsentstehung und hieraus die Entwicklung von diagnostischen und 

therapeutischen Anwendungen auf. 

 

1.1. Der Morbus Parkinson und das Parkinson-Syndrom (PS) 

Der Morbus Parkinson ist die zweithäufigste neurodegenerative Erkrankung mit einer weltweiten 

Prävalenz von bis zu 200/100000 Einwohnern (de Rijk et al., 1995; Tandberg et al., 1995; Hirtz et 

al., 2007) wobei die Prävalenz mit zunehmendem Alter ansteigt und in der Altersgruppe der über 

75-jährigen 3,4 % bzw. bei den über 85-jährigen mehr als 3,6 % von der Erkrankung betroffen sind 

(de Rijk et al., 1997; Elbaz et al., 1999; Alves et al., 2008; Coppedè, 2012).  

Der englische Arzt Dr. James Parkinson beschrieb die Erkrankung erstmals im Jahre 1817 und 

bezeichnete sie als shaking palsy („Schüttellähmung“). Im Jahre 1887 veröffentlichte Dr. Parkinson 

„An essay on the Shaking Palsy“ („Eine Abhandlung über die Schüttellähmung“), welches zum 

Standardwerk der Neurologie avancierte und bis heute die diagnostischen Kriterien der Erkrankung 

beschreibt. Kennzeichnend für den Morbus Parkinson sind die vier Hauptsymptome (auch 
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Kardinalsymptome genannt): Ruhetremor, Rigor, Bradykinese (auch Akinese oder Hypokinese 

genannt) und eine Störung der Stellreflexe mit Verlust der Haltungskontrolle. Unter dem Begriff 

der „Parkinson’schen Trias“ versteht man die drei erstgenannten Symptome. Zur Diagnosestellung 

müssen mindestens zwei der aufgeführten Hauptsymptome vorhanden sein (Gibb und Lees, 1988), 

wobei ein einseitig beginnender Ruhetremor sowie ein Ansprechen auf die Gabe von Levodopa 

oder Apomorphin die Diagnose sichern. Neuropathologisch gilt der Nachweis von 

intrazytoplasmatischen Proteinaggregaten (Lewy-Körperchen) vor allem in der Substantia nigra 

pars compacta (SNc) als charakteristisch. Therapeutisch kommt der Einsatz von Levodopa oder 

eine operative Behandlung mittels Tiefenhirn-Stimulation (THS) des Nucleus subthalamicus (STN) 

in Betracht. Der Basalganglien-Schaltkreis ist vereinfacht in Abbildung 1.1. dargestellt. 

Die THS ist ein seit einigen Jahren angewendetes und sehr wirksames Verfahren zur Behandlung 

von Bewegungsstörungen (Damian et al., 2003; Krack et al., 2003; Charles et al., 2004; Deuschl et 

al., 2006; Moro et al., 2010). Die Methode wird seit Mitte der 90er Jahre erfolgreich bei schweren 

motorischen Fluktuationen und Dyskinesien beim Levodopa-responsiven Parkinson-Syndrom 

angewandt.  Über eine bilaterale Stimulation des Nucleus subthalamicus in der Substantia nigra 

wird eine permanente elektrische Reizung verursacht, die zur Hemmung der beteiligten überaktiven 

Neuronen führt. Die Einstellungen des „Hirn-Schrittmachers“ können der Symptomstärke 

angepasst werden. Das chirurgische Outcome  ist mit verschiedenen Faktoren assoziiert, dazu 

zählen niedriges Alter, kurze Erkrankungsdauer, Abwesenheit von Levodopa-resistenten axialen 

Zeichen und kognitiver Status der Patienten (Charles et al., 2004). Einer Studie von Kleiner-

Fisman et al aus dem Jahre 2006 nach scheint nur das präoperative Ansprechen auf Levodopa den 

Therapieerfolg zu beeinflussen. Es ist nur wenig dazu bekannt, ob genetische Faktoren einen 

Einfluss auf den Therapieerfolg einer THS haben. 

 

 

 

 

Abbildung 1.1.: Schaltkreis zur Regulierung 

der Bewegung in den Basalganglien 

Pfeile bedeuten Aktivierung und Querbalken 

Hemmung des Signals.  

A) Normaler Signalweg in den 

Basalganglien.  

B)  Signalweg beim PS. Während eine 

Erhöhung des Signals durch eine dickere 

Linie gekennzeichnet ist, stellen gestrichelte 

Linien eine Verminderung des Signals dar 

(nach Todd und Perlmutter, 1998 und 

Herrero et al., 2002). 
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Anhand der 5-Punkte-Skala von Hoehn und Yahr (1967) oder der Unified Parkinson’s Disease 

Scale (Fahn et al., 1987) kann der Schweregrad der Erkrankung dokumentiert werden. Klinisch 

werden drei verschiedene Prädominanztypen unterschieden, wobei die Symptomausprägung 

ausschlaggebend ist: der Tremor-dominante Typ, der akinetisch-rigide Typ und der Äquivalenztyp 

bei gleichmäßigem Vorkommen von Tremor und Bradykinese (Poewe et al., 1988). Häufig treten 

vegetative und psychische Zusatzsymptome auf, so dass die Erkrankung äußerst komplex erscheint.  

Unter der Bezeichnung des Parkinson-Syndroms (PS) werden alle klinischen Syndrome 

zusammengefasst, welche das Krankheitsbild des Morbus Parkinson imitieren können. Es findet 

sich hierbei eine Vielzahl von Ätiologien, Pathologien und Zusatzsymptomen. Typische 

Erkrankungen bei denen man ein Parkinson-Syndrom findet, gehören in den Formenkreis der 

neurodegenerativen Erkrankungen. Hierzu zählen beispielsweise die Multisystematrophie und die 

progressive supranukleäre Blicklähmung sowie Demenzerkrankungen. Bezüglich der Ätiologie 

bleibt die Ursache des Morbus Parkinson in den meisten Fällen unbekannt (idiopathischer Morbus 

Parkinson, ca. 80 %). Zu den wenigen bekannten Ursachen des „symptomatischen“ oder 

„sekundären“ Morbus Parkinson gehören das medikamentös induzierte Parkinson-Syndrom, das 

toxisch bedingte Parkinson-Syndrom (Ballard et al., 1985; Tetrud et al., 1989; Elbaz et al., 2004) 

oder das postenzephalitische Parkinsonsyndrom (Poskanzer und Schwab, 1963). In aktuellen 

Studien wird ein Zusammenhang von einer Peztizid-Exposition und einem erhöhten Risiko für die 

Entwicklung eines PS angenommen (Costello et al., 2009; Wang et al., 2011). Jedoch kann 

wahrscheinlich nur ein kleiner Teil der Erkrankungen durch diese spezifischen umweltbedingten 

Ursachen erklärt werden. Ebenfalls in die Gruppe der Parkinson-Syndrome werden die monogenen 

Parkinson-Syndrome eingeordnet. Es wird bei etwa 20 % der Patienten mit einem frühen 

Erkrankungsalter von unter 45 Jahren (early-onset Parkinson’s disease, EOPD) und bei weniger als 

3 % der Patienten mit einem späten Erkrankungsalter von über 45 Jahren (late-onset Parkinson’s 

disease, LOPD) eine monogene Ursache identifiziert (Lohmann-Hedrich et al., 2007). Insgesamt 

wird bei etwa 5-10 % der Parkinson-Patienten eine autosomal dominante oder rezessive Vererbung 

angenommen (Lill et al., 2012). Die vorgenannten Werte entsprechen Schätzungen, sie stammen 

aus zum Teil nur kleinen Stichproben und sind abhängig von Faktoren wie Herkunft der Patienten 

und angewendeten Methoden zur Mutationsdetektion. Es wird deutlich, dass in der 

Ursachenforschung in den letzten Jahrzehnten sowohl Umwelteinflüsse als auch genetische 

Veränderungen nachgewiesen und diskutiert werden. Zum gegenwärtigen Zeitpunkt geht man 

davon aus, dass der Großteil der Parkinsonerkrankungen durch eine multifaktorielle 

Ursachenkombination aus Gen-Umwelt-Interaktion (Abb. 1.2.) verursacht wird (Semchuk et al., 

1993; Lang und Lozano, 1998 a und b). 
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Abbildung 1.2.: Schema zur Gen-Umwelt-Interaktion. 

Als Ausgangspunkt dienen genetische und Umweltfaktoren, die über einen veränderten Proteinabbau und –

aggregation bzw. über eine mitochondriale Dysfunktion und Folgemechanismen zum Zelltod führen (nach 

Betarbet, 2002). 

 

Für die Bedeutung der genetischen Grundlagenforschung spricht, dass es bei ca. 25 % aller 

Parkinson-Patienten mindestens einen weiteren Betroffenen in der Familie gibt (Krüger et al., 

2002). Charcot bemerkte schon vor 140 Jahren, dass ein Teil seiner Parkinson-Patienten eine 

positive Familienanamnese aufwies (Charcot, 1886). Insbesondere bei Patienten mit EOPD ist eine 

direkte genetische Ursache wahrscheinlich (Quinn et al., 1987; Schrag et al., 1998; Tanner et al., 

1999; Lücking et al., 2000). 

 

1.2. Das Parkinson-Syndrom und seine genetischen Ursachen 

In den letzten 15 Jahren wurden bei genetischen Untersuchungen großer Familien 8 verschiedene 

Gene identifiziert, die eindeutig mit der Pathogenese des PS assoziiert sind (ursächliche Gene). 

Dazu zählen die autosomal-rezessiv vererbten Mutationen in den Genen Parkin (PARK2), PINK1 

(PARK6), DJ-1 (PARK7) und ATP13A2 (PARK9), welche am häufigsten bei EOPD gefunden 

werden. Mutationen im Alpha-Synuklein-Gen (PARK1, PARK4) und im LRRK2-Gen (PARK8) 

gehen mit einem autosomal-dominanten Vererbungsmuster einher. Die autosomal-dominant 

vererbten Formen des PS kommen bis auf PARK8 sehr selten vor. Zu den vor kurzem 

identifizierten autosomal dominant vererbten „Parkinson-Genen“ gehören VPS35 und EIF4G1 

(Vilarino-Güell et al., 2011; Chartier-Harlien et al, 2011). Während der letzten Jahre wurden v. a. 

durch Genomweite Assoziationsstudien und Anwendung moderner Untersuchungstechnologien 

wie Next Generation Sequencing (s. 4.1.1.) neue Genorte und Kandidaten-Gene identifiziert. Bis 
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heute wurden in mehr als 800 Assoziationsstudien vielfach widersprüchliche Aussagen v. a. zu den 

prädisponierenden Genen (Suszeptibilitätsgenen oder -faktoren) getroffen. Validierte 

Suszeptibilitätsfaktoren sind beispielsweise Polymorphismen der Niedrigrisiko-Orte α-Synuklein, 

MAPT, LRRK2 und HLA sowie des Hochrisiko-Ortes GBA (Bekris et al., 2010; Lill et al., 2012). 

Kürzlich entdeckte Gene, die eine genomweite Assoziation mit einem erhöhten Risiko für ein PS 

aufweisen (MCCC1, CCDC62, SYT11, STK39 und ITGA8; Lill et al., 2012), sind zwecks 

Validierung Gegenstand der aktuellen Forschung. Sicherlich werden in den nächsten Jahren weitere 

prädisponierende und auch ursächliche „Parkinson-Gene“ etabliert. Die bisher identifizierten 

Genorte und ursächlichen Gene wurden der Reihenfolge ihrer Entdeckung nach klassifiziert 

(PARK1 bis PARK18, vgl. Klein und Schlossmacher, 2007; Lohmann-Hedrich et al., 2007; Hardy, 

2010; Liu et al., 2011; Lill et al., 2012; Coppedè, 2012). PARK3, PARK10-PARK12 fungieren als 

Suszeptibilitätsfaktoren, wobei die Art der Transmission unbekannt ist und möglicherweise weitere 

Faktoren z. B. Umweltfaktoren involviert sind. Hinter den übrigen „PARK“-Akronymen verbergen 

sich durch Assoziationsstudien identifizierte Gene oder auch Genorte, bei denen ein ursächliches 

Gen bisher nicht detektiert werden konnte. Einige Genmutationen wie z. B. im MAPT-Gen, 

welches dem FTDP-17 Locus (Frontotemporaler-Demenz-Phänotyp) zugeordnet wird, bewirken 

typischerweise einen Demenz-Phänotyp, jedoch kann es ebenso zu einem PS kommen. Ähnliches 

gilt für die Gene Ataxin2 und 3 sowie Spatacsin (Hardy, 2010). Die bisher lokalisierten Gene und 

das jeweils entsprechende Genprodukt scheinen eine kausale Rolle bei der Entstehung des PS zu 

spielen. Einige identifizierte Genorte und Gene, welche wahrscheinlich als prädisponierend oder 

ursächlich zu betrachten sind, tragen (noch) kein „PARK“-Akronym (u. a. Synphilin-1, NR4A2, 

VPS35, EIF4G1). Im Folgenden werden einige der wichtigsten bisher identifizierten Gene 

beschrieben. 

(1) Das α-Synuklein war das erste identifizierte Parkinson-Gen und wurde PARK1 genannt 

(Polymeropoulous et al., 1997). Das Gen kodiert für ein weit verbreitetes neuronales Protein und 

ist ein Hauptbestandteil der Lewy-Körperchen (Spillantini et al., 1997). Mutationen im α-

Synuklein-Gen resultieren in einer Anhäufung abzubauender und schädigender Proteine. Es sind 

bisher drei verschiedene Punktmutationen sowie Duplikationen und Triplikationen des gesamten 

Gens in wenigen Fällen identifiziert worden (Polymeropoulous et al., 1997 [Ala53Thr]; Krüger et 

al., 1998 [Ala30Pro]; Krüger et al., 2002, Singleton et al., 2003; Zarranz et al., 2004 [E46K]). 

Darüber hinaus wird der Einfluss eines Dinukloetid-Repeat-Polymorphismus´(REP1) in der 

Promotor-Region des α-Synuklein-Gens auf die Expression des Gens diskutiert (Krüger et al., 

1999; Touchman et al., 2001). Neuere Studien konnten demonstrieren, dass REP1-Allele 

unterschiedlich häufig bei Parkinson-Patienten und Kontrollen vorkommen und mit einem erhöhten 

Risiko für die Entwicklung eines PS einhergehen (Maraganore et al., 2006; Mata et al., 2010). 

(2) Mutationen in PARK2 (Parkin) wurden in zahlreichen Familien unterschiedlicher ethnischer 

Herkunft zuerst jedoch bei japanischen PS-Patienten beschrieben (Kitada et al., 1998). Mutationen 

im Parkin-Gen sind besonders bei Patienten mit einem autosomal-rezessiven PS mit frühem 
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Erkrankungsbeginn und einer positiven Familienanamnese häufig (Lücking et al., 2000; Lohmann-

Hedrich et al., 2007; Hardy, 2010). Es wurden weltweit zahlreiche Mutationen (Punktmutationen 

und größere Deletionen und Duplikationen) identifiziert. Da die Untersuchungen am Parkin-Gen 

einen Hauptbestandteil der vorliegenden Arbeit ausmachen, wird in den folgenden Kapiteln 

ausführlicher auf das Gen eingegangen.  

(3) Mutationen im PINK1-Gen (PTEN-induced putative kinase 1, PARK6) werden nach den 

Parkin-Mutationen als häufige Ursache für die Entwicklung eines EOPD gefunden (Valente et al., 

2004; Kawajiri et al., 2011). PINK1 fungiert als mitochondriale Proteinkinase und schützt Neurone 

wahrscheinlich durch die Phosphorylierung mitochondrialer Proteine vor der Apoptose. Die 

meisten der beschriebenen Mutationen (über 100 verschiedene Punktmutationen, kleine 

Sequenzveränderungen, größere Deletionen sowie komplette Gendeletionen) befinden sich im 

Bereich der funktionellen Domäne für die Proteinkinase und bewirken in vivo einen 

Funktionsverlust des Proteins (Valente et al., 2004; Bonifati et al., 2005; Tan et al., 2006; Tan und 

Dawson, 2006; Kawajiri et al., 2011). In den letzten Jahren konnte gezeigt werden, dass die 

PINK1-Proteinkinase auf einem gemeinsamen Stoffwechselweg mit dem durch das Parkin-Gen 

kodierte Protein (Parkin) die Mitochondrienfunktion beeinflusst (Deng et al, 2008; Joselin et al., 

2012).  

(4) Mutationen des DJ-1-Gens wurden erstmals 2003 identifiziert (Bonifati et al., 2003). Die 

Funktion des Gen-Produkts (DJ-1) wird durch intensive Forschungen der letzten Jahre zunehmend 

beleuchtet. Es wird angenommen, dass DJ-1 eine Funktion als Sensor für oxidativen Stress besitzt 

und somit als Antioxidans wirkt. Aktuell konnte demonstriert werden, dass die nukleäre 

Translokation von DJ-1 Neurone vorm Zelluntergang nach oxidativem Stress schützen könnte 

(Kim et al., 2012). Es wird vermutet, dass DJ-1 als mitochondriales Protein einen Komplex mit 

Parkin und der PINK1-Proteinkinase bildet (Xiong et al., 2009) und schützende Einflüsse gegen 

eine mitochondriale Schädigung ausübt (Bonifati et al., 2004; Canet-Aviles et al., 2004; Wang et 

al., 2012). Bislang wurden mehr als 20 verschiedene Punktmutationen, kleine 

Sequenzveränderungen und Deletionen ein oder mehrerer Exons detektiert (Bonifati et al., 2003, 

Klein et al., 2005; Nuytemans et al., 2010). Auf das DJ-1-Gen wird im weiteren Verlauf der 

vorliegenden Arbeit näher eingegangen. 

(5) Mutationen im LRRK2-Gen (Leucine-rich repeat kinase 2, PARK8) wurden 2004 beschrieben 

(Paisán-Ruiz et al., 2004; Zimprich et al., 2004). Das Gen kodiert für ein Protein namens Dardarin 

und ist vor allem in dopaminozeptiven Regionen exprimiert. Es fungiert wie auch PINK1 als 

Proteinkinase und einige Mutationen schränken die Phosphorylisierungsaktivität ein, was 

wiederum über verstärkte Proteinaggregatbildung zum Absterben neuronaler Zellen führen kann 

(Smith et al., 2005 und 2006). In der Literatur sind über 100 verschiedene Varianten mit unklarer 

pathogenetischer Bedeutung, darunter viele verschiedene Punktmutationen beschrieben (Farrer et 

al., 2005; Hedrich et al., 2006, Nuytemans et al., 2009; Macedo et al., 2009). 
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Das Gen für die Ubiquitin C-terminale Hydrolase L1 (UCH-L1-Gen) wurde als PARK5 

klassifiziert. Bisher wurde nur bei einer einzigen deutschen Familie eine Mutation nachgewiesen, 

dessen pathogenetische Bedeutung nicht ausreichend geklärt ist (Ile93Met; Leroy et al., 1998a), 

wahrscheinlich resultiert ein partieller Verlust der Hydrolase-Funktion. In einer Screening-Studie 

wurde eine 2. Variante des Gens detektiert (S18Y; Maraganore et al., 1999), welche einen 

protektiven Effekt bei der Pathogenese des PS haben könnte. Die Ergebnisse aktueller Studien sind 

diesbezüglich nicht einheitlich (Ragland et al., 2009; Snapinn et al., 2011). Auch in den übrigen 

identifizierten Genen, wozu Omi/HtrA2 (PARK13), Synphilin-1 und POLG1 gehören, wurden 

bislang wenige Mutationen bei einer kleinen Anzahl von Patienten detektiert. POLG1-Mutationen 

sollen über eine mitochondriale Dysfunktion direkt zur Entstehung eines PS führen können 

(Orsucci et al., 2011). Mutationen in einem weiteren Gen, dem GBA-Gen sind bis vor wenigen 

Jahren nur in der ethnischen Bevölkerungsgruppe der Ashkenazi-Juden beschrieben worden und 

kommen dort bei 30 % vor (Aharon-Peretz et al., 2004). In einer großen Screening-Studie wurde 

eine europäische Kohorte auf GBA-Mutationen untersucht, welche bei PS-Patienten signifikant 

häufiger vorkamen als bei Kontrollen (6,7 % vs. 1 %) Insbesondere konnte bei 8,4 % der PS-

Patienten mit positiver Familienanamnese eine GBA-Mutation festgestellt werden. Daher vermuten 

die Autoren, dass GBA-Mutationen den größten genetischen Risikofaktor für ein PS unter 

Europäern darstellen (Lesage et al., 2011). Als ein weiteres Kandidaten-Gen wird das NR4A2-Gen 

diskutiert. In einer Studie im Jahr 2003 wurden bei 10 von 107 Individuen mit einer positiven PS-

Familienanamnese zwei verschiedene Mutationen im NR4A2-Gen identifiziert, welches für ein 

Rezeptor-Protein kodiert (Le et al., 2003). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde das NR4A2-

Gen untersucht und wird daher im Folgenden gesondert beschrieben. 

Die folgende Tabelle gibt einen Überblick über die derzeit bekannten monogenen Formen und 

Suszeptibilitätsfaktoren des Parkinson-Syndroms, dick gedruckt sind die in dieser Arbeit 

untersuchten Gene, die im Folgenden ausführlicher dargestellt werden. 

 

Tabelle 1.1.: Genetische Formen des Parkinson-Syndroms 

 

Subtyp/Locus Genort Gen/Protein Erbgang 

PARK1/4 4q21.3 SNCA/α-Synuklein autosomal-dominant 

PARK2 6q25.2 - q27 Parkin autosomal-rezessiv 

PARK3 2p13 unbekannt autosomal-dominant 

PARK5 4p14 UCH-L1 autosomal-dominant 

PARK6 1p35 - p36 PINK1 autosomal-rezessiv 

PARK7 1p36 DJ-1 autosomal-rezessiv 

PARK8 12p11.2 - q13.1 LRRK2/Dardarin autosomal-dominant 

PARK9 1p36 ATP13A2 autosomal-rezessiv 

PARK10 1p32 Late-onset Suszeptibilitätsfaktor non Mendelian 

PARK11 2q36 - q37 GIGYF2/Suszeptibilitätsfaktor  non Mendelian 
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PARK12 Xq21 - 25 Suszeptibilitätsfaktor non Mendelian 

PARK13 2p12 Omi/HtrA2  non Mendelian 

PARK14 22q13.1 PLA2G6 autosomal rezessiv 

PARK15 22q11.2 - qter FBX07 autosomal rezessiv 

PARK16 1q32.1 evtl. PM20D1; SLC41A1 autosomal dominant 

PARK17 4p16 GAK autosomal rezessiv? 

PARK18 6p21.3 HLA autosomal rezessiv? 

unbenannt 5q23.1 - q23.315q25 Synphilin-1 autosomal-dominant 

unbenannt 2q22 - q23 NR4A2/Nurr1  autosomal-dominant 

unbenannt 15q25 POLG non Mendelian 

 Gaucher's Locus 1q21 GBA non Mendelian 

FTDP-17 17q21.31 MAPT autosomal-dominant 

SCA2 12q24.1 Ataxin2 autosomal-dominant 

SCA3 14q21 Ataxin3 autosomal-dominant 

SPG11 15q21.1 Spatacsin autosomal-rezessiv 

unbenannt 4p15 BST1 autosomal-dominant 

unbenannt 3q26 - q28 EIF4G1 autosomal-dominant 

unbenannt 16p12.1 - q12.1 VPS35 autosomal-dominant 

 

1.2.1. Das Parkin-assoziierte Parkinson-Syndrom (PARK2) 

Das Parkin-assoziierte PS wird autosomal-rezessiv vererbt und stellt weltweit mit 10-20 % die 

häufigste genetische Ursache für ein early-onset parkinson’s disease (EOPD) dar (Hedrich et al., 

2002). Parkin-Mutationen werden besonders häufig bei Patienten mit einem niedrigen 

Erkrankungsalter und insbesondere bei PS-Patienten mit juvenilem Beginn (unter 20 Jahren) 

gefunden (Abbas et al., 1999; Lücking et al., 2000; Bekris et al., 2010). Im Jahre 2000 wurde in 

einer Studie an 73 PS-Familien und 100 sporadischen Patienten gezeigt, dass 77 % (10/13) der 

Patienten mit juvenilen PS Parkin-Mutationen aufwiesen. Der Anteil bei den 21- bis 30-jährigen 

verringerte sich auf 26 % (6/23) und lag bei den 31- bis 45-jährigen nur noch bei 3 % (2/64) 

(Lücking et al., 2000). Die Prävalenz von Parkin-Mutationen verringert sich also deutlich mit 

ansteigendem Erkrankungsalter. In Folgestudien konnten ähnliche Prävalenzen bestätigt werden 

(Periquet et al., 2003; Mata et al., 2004). Zur Häufigkeit von Parkin-Mutationen bei Patienten mit 

spätem Erkrankungsbeginn (LOPD) sind bisher nur wenige Studien durchgeführt worden. In einer 

Studie von Oliveri et al. (2001) wurden 118 Patienten (23 PS-Familien und 95 Patienten mit 

sporadischem PS) auf Mutationen im Parkin-Gen untersucht. Es wurden keine Mutationen 

gefunden, wobei auch keine Gendosis-Untersuchungen durchgeführt wurden. Daher wurden in der 

vorliegenden Arbeit LOPD-Patienten mittels konventioneller Methoden und Gendosis-

Bestimmungen untersucht. 
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Das Parkin-assoziierte PS zeigt neben den klassischen Symptomen des Morbus Parkinson einen 

zumeist frühen Erkrankungsbeginn. Es gibt jedoch einige klinische Befunde, die eine Abgrenzung 

zur sporadischen Form erlauben, jedoch nicht bei allen Parkin-assoziierten PS-Patienten gefunden 

werden können: tageszeitliche Schwankungen der Symptomausprägung, Besserung nach Schlaf, 

Dystonie, Hyperreflexie, gute Ansprechbarkeit auf Levodopa, frühzeitig induzierte Dyskinesien 

durch die Levodopa-Behandlung und ein langsamer Krankheitsverlauf (Yamamura et al., 1973; 

Lücking et al., 2000; Hedrich et al., 2001; Hedrich et al., 2002; Kann et al., 2002; Lohmann et al., 

2003; Deng et al., 2006). Daraus leitete man den Begriff EOPD ab. Unter den Patienten mit EOPD 

scheint es keine klinischen Befunde zu geben, die Parkin-Mutationsträger von den übrigen 

Patienten unterscheiden könnten. Dies wurde jedoch nur an einer kleinen Kohorte untersucht 

(Lohmann et al., 2009). 

 

Das humane Parkin-Gen liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 6 (6q25.2-q27) (Matsumine et 

al., 1997). Mit einer Größe von über 1,5 Mb und 12 Exons (Abb. 1.3.) ist das Parkin-Gen das 

zweitgrößte bekannte humane Gen (Asakawa et al., 2001, West et al., 2001). Es gibt eine große 

Anzahl und ein weites Spektrum an Parkin-Mutationen, wobei sich in jedem der 12 Exons mehr als 

100 beschriebene Mutationen finden (Hedrich et al., 2004).  

Die ersten Parkin-Mutationen wurden bei fünf japanischen EOPD-Patienten mit autosomal-

rezessivem Erbgang entdeckt. Es handelte sich um homozygote Deletionen von einem oder 

mehreren Exons des Parkin-Gens (Kitada et al., 1998). Die Bandbreite der Mutationen erstreckt 

sich über (1) Punktmutationen (missense und nonsense) sowie (2) Deletionen und Insertionen einer 

oder mehrerer Basenpaare innerhalb eines Exons. Hierbei kommt es in den meisten Fällen zu einer 

Leserasterverschiebung (frameshift) und damit zu einem vorzeitigen Proteinabbruch. Weiterhin 

kommen (3) Deletionen oder Multiplikationen von einem oder mehreren Exons vor, welche über 

eine Leserasterverschiebung zu einer Veränderung des Transkripts führen und somit einen 

vorzeitigen Abbruch der Translation bewirken. Des Weiteren kommen (4) Mutationen an der 

Intron-Exon-Grenze vor, die die Spleißregion beeinflussen.  

Über 50 % der Mutationsträger zeigen Exonrearrangements, die im heterozygoten Zustand nicht 

mit konventionellen Methoden der Mutationsdetektion nachzuweisen sind (Hedrich et al., 2004; 

Elfferich et al., 2011). Das Vorkommen von homozygoten Exon-Deletionen ließ darauf schließen, 

dass es auch heterozygote Deletionen ganzer Exons geben musste. Mitte 2000 wurde die erste 

Studie veröffentlicht, die mittels semiquantitativer Multiplex-PCR von elf der zwölf Exons des 

Parkin-Gens das Vorhandensein heterozygoter Exon-Deletionen und -Duplikationen untersuchte 

(Lücking et al., 2000). Damit konnten erste Aussagen über die Häufigkeit dieser Mutationen 

getroffen werden und die Wichtigkeit der Gendosisuntersuchung dargestellt werden. 

Die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Christine Klein veröffentliche 2001 Daten zu einer quantitativen 

Methode der Mutationsdetektion aller 12 Exons des Parkin-Gens, welche Exonrearrangements 

genauer nachweisen kann als mithilfe der voran genannten semiquantitativen Multiplex-PCR.  
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Erwähnenswert ist, dass Parkin-Mutationen auch bei Familien mit einem (scheinbar) dominanten 

Erbgang identifiziert wurden (Klein et al., 2000; Maruyama et al., 2000; Lücking et al., 2001; 

Bonifati et al., 2001; Sidransky, 2006), obwohl EOPD im Allgemeinen autosomal-rezessiv vererbt 

wird (Kitada et al., 1998). In der bei Klein et al. (2000) beschriebenen Familie wird deutlich, dass 

auch eine heterozygote Parkin-Mutation zu einem PS prädisponieren kann.  

 

Das Transkript des Parkin-Gens hat eine Größe von 4,5 kb und wird in einer Vielzahl von 

Geweben exprimiert. Besonders ausgeprägt ist es im Gehirn (Kitada et al., 2000), dort v. a. im 

Zytosol, aber auch in synaptischen Vesikeln, im Golgi-Apparat, dem endoplasmatischen Retikulum 

und der äußeren Mitochondrienmembran. Huynh et al. (2000) zeigten, dass Parkin in neuronalen 

Fortsätzen und Zellkörpern von Neuronen in den Basalganglien, im Mittelhirn, der Großhirnrinde 

und im Kleinhirn exprimiert ist. Außerdem wurde Parkin in Lewy-Körperchen beschrieben 

(Shimura et al., 1999; Schlossmacher et al., 2002).  

Das Parkin-Protein besteht aus 4 Domänen (Abb. 1.3.): (1) die aminoterminale Ubl-Domäne 

(ubiquitin-like domain), (2) die carboxyterminale RING-box, welche aus den beiden RING-Finger-

Domänen (Ring 1 und 2) und der In-between-RING Domäne besteht und (3) dem 

Verbindungsabschnitt zwischen N- und C-Terminus. Die vierte RING-Finger-Domäne (Ring 0) 

wurde erst einige Jahre später entdeckt. Die drei RING-Finger-Domänen und die IbR-Domäne 

können jeweils 2 Zink-Ionen binden (Hristova et al., 2009). 

Shimura et al. konnten im Jahr 2000 zeigen, dass Parkin an der Protein-Degradation als eine 

Ubiquitin-Protein-Ligase (E3-Protein) beteiligt ist. Zu den Substraten gehören u. a. eine 

glykosylierte Form von α-Synuklein (Shimura et al., 2001), p38 (Corti et al., 2003), Synaptotagmin 

XI (Huynh et al., 2003), der Parkin-related endothelian receptor-like Rezeptor (Pael-R; Imai et al., 

2001), ein mit synaptischen Vesikeln assoziiertes Protein (CDCrel-1; Zhang et al., 2000) und 

Synphillin-1, ein mit α-Synuklein interagierendes Protein sowie Parkin selbst. Bei Parkin-

Mutationsträgern ist die Akkumulation dieser Stoffe aufgrund des Verlustes der Ligaseaktivität 

möglicherweise verantwortlich für den selektiven Zelluntergang in Neuronen der Substantia nigra 

und des Nucleus coeruleus (Cookson et al., 2005). Es konnte nachgewiesen werden, dass bei 

Mutationen im RING-Finger-Motiv oder der aminoterminalen Ubl-Domäne die Löslichkeit des 

Proteins vermindert ist und somit die Proteinaggregation zunimmt (Hampe et al., 2006). Hristova et 

al. demonstrierten mit ihrem Experiment, dass die Entfernung der Zink-Ionen von Parkin zur 

Entfaltung des Proteins führt. Somit wird verständlich, dass Mutationen in den zinkbindenden 

RING-Finger- und IbR-Domänen zu einer beeinträchtigten Proteinentfaltung und 

Funktionseinschränkung bzw. -verlust führen können (Hristova et al., 2009).  

Des Weiteren wurde festgestellt, dass die Expression von Parkin als Antwort auf Stress wie bei der 

Akkumulation ungefalteter Proteine (z. B. Pael-Rezeptor) hochreguliert wird und damit ein Zelltod 

unterdrückt wird (Imai et al., 2000 und 2001). Durch Studien an Zell- und Tiermodellen wurde 

demonstriert, dass Parkin wichtige antioxidative Eigenschaften aufweist. In Zelllinien, in denen 
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Parkin ausgeschaltet war, kam es zu apoptotischem Zelltod und Erhöhung von auto-oxidierten 

Formen von Levodopa und Dopamin (Machida et al., 2005). Wie bereits in Abschnitt 1.2. 

aufgeführt, wurde in den letzten Jahren beleuchtet, dass Parkin gemeinsam mit den Proteinen 

PINK1 und DJ-1 die Mitochondrienfunktion reguliert und schützende Einflüsse gegen eine 

mitochondriale Schädigung ausübt (Xiong et al., 2009, Joselin et al., 2012). Parkin scheint dabei in 

alle mitochondrialen Prozesse involviert zu sein und wird als „Haupt-Regler“ der mitochondrialen 

Homöosthase diskutiert (Lim et al, 2012). Bis dato wird die Rolle einer gestörten 

Mitochondrienfunktion in der molekularen Pathophysiologie des PS untersucht und es muss 

weiterhin eruiert werden, ob diese Ursache oder Folge der Pathogenese des PS ist (Trancikova et 

al., 2012).  

 

 

Abbildung 1.3.: Schematische Darstellung des Parkin-Gens und Parkin-Proteins. 

In Teil A sind die 12 Exons als schwarze Kästen mit fortlaufender Nummerierung dargestellt. Unterhalb der 

Kästen ist die Größe des jeweiligen Exons in Basenpaaren (bp) angegeben. Die Linie zwischen den Exons 

soll den Introns des Gens entsprechen, deren Größe in Kilobasenpaaren oberhalb abgedruckt ist. Die 

Abbildung ist maßstabsgerecht, wobei die Exons 1000fach vergrößert gegenüber den Introns dargestellt sind. 

In dem Teil B sind die funktionellen Regionen, die für bestimmte Domänen im Protein kodieren, farbig 

hervor gehoben. Das Parkin-Protein besteht aus 465 Aminosäuren und enthält fünf charakteristische 

Domänen. Die Lage der Domänen relativ zu den für sie kodierenden Exons kann man aus diesem Bild 

entnehmen. Die Zahlen über den Kästen geben die Position der Domänen an (nach Shimura et al., 2000 und 

Corti et al., 2011). 

 

1.2.2. Das DJ-1-assoziierte Parkinson-Syndrom (PARK7) 

Das DJ-1-assoziierte PS wird autosomal-rezessiv vererbt und wird vor allem bei Patienten mit 

EOPD gefunden. In den Studien der vergangenen Jahre wurde gezeigt, dass Mutationen des DJ-1-

Gens relativ selten mit PS assoziiert sind. Wahrscheinlich sind nur etwa 1 % der Patienten mit 

EOPD durch eine Mutation in diesem Gen zu erklären (Clark et al., 2004, Hering et al., 2004; 
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Lockhart et al., 2004; da Costa, 2007; Corti et al., 2011). Eine Studie von Choi et al. zeigte jedoch, 

dass DJ-1 eine wichtige Rolle bei sporadisch vorkommenden Formen der Parkinsonerkrankung 

spielen könnte, da in den untersuchten Gehirnen eine Erhöhung der DJ-1-Menge und oxidative 

Schäden am Protein gefunden wurden (Choi et al., 2006). Außerdem fand man signifikant höhere 

DJ-1-Mengen im Liquor von Patienten mit idiopathischem Morbus Parkinson (insbesondere im 

Anfangsstadium) im Vergleich zu gesunden Kontrollen (Waragai et al., 2006). 

Das klinische Bild des DJ-1-assoziierten PS präsentiert sich ähnlich dem Parkin-assoziierten PS 

und mit vielen Ähnlichkeiten zum klassischen Morbus Parkinson. Wie bei dem Parkin-assoziierten 

PS findet man einen frühen Krankheitsbeginn sowie einen langsamen Krankheitsverlauf.  

 

Das humane DJ-1-Gen (Abb. 1.4.) befindet sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 7 und ist 

ein vergleichsweise kleines Gen mit 7 Exons, wovon das erste Exon nicht kodierend ist. Die ersten 

beschriebenen Mutationen waren eine autosomal-rezessiv vererbte Exondeletion der Exons 1-5 und 

eine Punktmutation (missense) [Leu166Pro] bei zwei europäischen Familien (Bonifati et al., 2003). 

Diese beiden DJ-1-Mutationen lagen im homozygoten Zustand vor. Mittlerweile sind auch 

Mutationen in compound-heterozygoten und heterozygoten Zuständen identifiziert, welche über 

das gesamte Gen verstreut liegen (Abou-Sleiman et al., 2003; Hague et al., 2003; Djarmati et al., 

2004; Hedrich et al., 2004b; Tang et al., 2006). Wie beim Parkin-assoziierten PS scheint eine 

heterozygote Mutation des DJ-1-Gens möglicherweise ausreichend zu sein, um den Phänotyp eines 

PS auszubilden.  

 

 

Abbildung 1.4.: Schematische Darstellung des DJ-1-Gens 

Es sind die sieben Exons als Kästen dargestellt. Die Größe der Exons ist unterhalb in Basenpaaren (bp) 

angegeben. Das erste Exon (nicht kodierend) wird in 1A und 1B unterteilt. Zusammen mit den Introns 

(Größe oberhalb des Schemas in Basenpaaren), als blaue Linien gezeichnet, erstreckt sich das Gen über 24 

Kilobasen (kb). Die Abbildung ist maßstabsgerecht, wobei die Exons 10fach vergrößert gegenüber den 

Introns dargestellt sind. 

 

Das DJ-1-Protein kommt ubiquitär in verschiedenen Geweben vor. Im Gehirn findet man es in 

neuronalen und glialen Strukturen (Bandopadhyay et al., 2004; Olzmann et al., 2007), 

hauptsächlich ist es in Astrozyten exprimiert. Daher kann man eine Bedeutung bei der glialen 

Funktion vermuten. Höhere Konzentrationen des Proteins finden sich in subkortikalen Regionen 

wie dem Thalamus und der Substantia nigra pars compacta. Weiterhin ist es im Zytoplasma und in 

kleinerem Umfang in Assoziation mit Mitochondrien lokalisiert (Zhang et al., 2005). Die Struktur 

des DJ-1-Proteins entspricht einem Homodimer (Moore et al., 2003). 
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Die Funktionen des Proteins sind Gegenstand intensiver Forschung. DJ-1 gehört zur Familie der 

Chaperone, welche bei oxidativem Stress induziert werden. Das Protein soll als Antioxidans, 

direkter Fänger von reaktiven Sauerstoffverbindungen und Sensor für oxidativen Stress fungieren. 

Beispielsweise wurde beschrieben, dass DJ-1 die Aggregation von α-Synuklein verhindern konnte 

(Mitsumoto and Nakagawa, 2001; Canet-Aviles et al., 2004; Zhou et al., 2006). In einer anderen 

Studie wurde belegt, dass DJ-1 die reaktive Sauerstoffverbindung Hydrogenperoxid durch Auto-

Oxidation eleminieren konnte (Taira et al., 2004). Des Weiteren wird vermutet, dass über die 

Interaktion mit einem Polypeptid-Komplex, der ein Ubiquitin-ähnliches modifizierendes Protein 

besitzt, die mRNA-Expression durch DJ-1 beeinflusst wird. Dieses Ubiquitin-ähnliche 

modifizierende Protein, SUMO genannt, fördert die Stabilität subzellulärer Proteine (Takahashi et 

al., 2001). In aktuellen Studien am Tiermodell wurde demonstriert, dass oxidiertes DJ-1 bei 

unbehandelten PS-Patienten häufiger als bei behandelten PS-Patienten und Kontrollen vorkommt 

(Saito et al., 2009) und die oxidative Modifikation von DJ-1 im Gehirn und den Erythrozyten in die 

Pathogenese eines PS involviert ist (Akazawa et al, 2010). Daher kann oxidiertes DJ-1 als 

Biomarker für neurodegenerative Erkrankungen genutzt werden (Kahle et al., 2009). Neue Studien 

belegen ebenso, dass die DJ-1 Spiegel in Mitochondrien nach oxidativer Schädigung von Neuronen 

erhöht sind und dieser Prozess von Parkin abhängig ist. Das Zusammenspiel der Proteine DJ-1 und 

Parkin auf einem gemeinsamen Zellstoffwechselweg wird aktuell in vielen Arbeitsgruppen 

untersucht. Joselin et al. zeigten kürzlich in einem Zellexperiment, dass ein Verlust von DJ-1- 

Protein zu einer erhöhten, stress-induzierten Parkin-Rekrutierung und zur erhöhten Mitophagie 

führt. Durch Expression von Wildtyp DJ-1 konnte dieser Prozess beendet werden, nicht jedoch 

durch eine Mutante (Joselin et al, 2012).  

Die DJ-1-Mutation [Leu166Pro] führt zu einer Destabilisierung des Proteins aufgrund einer 

beeinträchtigten Proteinfaltung des C-Terminus. Außerdem kann die Homodimer-Struktur nicht 

aufgebaut werden und ein beschleunigter Abbau des DJ-1-Proteins über das Proteasom wird 

vermittelt (Miller et al., 2003; Moore et al., 2003; Olzmann et al., 2004). Weitere Folgen der o. a. 

Mutation sind eine Verringerung der neuroprotektiven Funktion von DJ-1 (Taira et al., 2004) und 

eine verminderte nukleäre Lokalisation des Proteins vor allem in den Mitochondrien (Bonifati et 

al., 2003; Xu et al., 2005; Thomas et al., 2011). Bei einer konsekutiv verminderten Sekretion von 

neuroprotektiven Faktoren und der Zunahme von freien Sauerstoffverbindungen lässt sich somit 

ein höheres Risiko für den dopaminergen Zelltod vermuten.  

1.2.3. Das NR4A2-Gen 

Zu Beginn dieser Arbeit war nur wenig über das NR4A2-Gen im Zusammenhang mit PS bekannt. 

Das Gen (Abb. 1.5.), welches 9,8 kb spannt und 8 Exons besitzt, kodiert für einen Rezeptor aus der 

Familie der Steroid/Thyroid-Hormone (Hering et al., 2004a; Chen et al., 2007). Er wird in 

Dopaminzellen exprimiert und ist für die Entwicklung von dopaminergen Neuronen im Mittelhirn 
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notwendig, wobei er an der Transkription der Tyrosinhydroxylase und der Dopamin-

Transportergene beteiligt ist (Tan et al., 2003). Über eine verringerte Bildung neurotoxischer 

Mediatoren soll NR4A2 als Transkriptionsfaktor vorm Zelluntergang dopaminerger Neuronen 

schützen (Saijo et al., 2009). Bei Versuchen mit Mäusen hat sich gezeigt, dass Tiere, die den durch 

NR4A2 kodierten Rezeptor nicht aufwiesen (homozygote Tiere), auch keine dopaminergen 

Neuronen entwickelten und rasch starben. Die Tiere, die den Rezeptor nur in geringem Ausmaß 

exprimierten (heterozygote Tiere), aber ansonsten gesund waren, hatten reduzierte Dopamin-

Spiegel (Zetterström et al., 1997). In den letzten Jahren wurde auch bei Patienten mit PS eine 

reduzierte NR4A2-Gen Expression gemessen (Le et al, 2008; Liu et al, 2012). Es wird deutlich, 

dass das NR4A2-Gen eine bedeutende Rolle in der Entstehung des Parkinson-Syndroms spielen 

könnte (Healy et al., 2006). 

Die Arbeitsgruppe um Le et al. veröffentlichte 2003 eine Studie, in der sie zwei heterozygote 

Mutationen im Exon 1 des NR4A2-Gens bei 10 von 107 (9,3 %) der untersuchten PS-Patienten mit 

positiver Familienanamnese detektierte. Von den 10 Mutationsträgern europäischer Herkunft 

teilten 8 die gleiche Mutation und auch mindestens 8 der Mutationsträger wiesen einen dominanten 

Erbgang auf, so dass sich die Schlussfolgerung ergab, NR4A2-Mutationen seien häufig mit einem 

autosomal-dominanten PS assoziiert (Le et al., 2003). Bei den beiden beschriebenen Mutationen 

handelt es sich um [-245T→G] und [-291Tdel] in Exon 1 des Gens.  

 

 

Abbildung 1.5.: Schematische Darstellung des NR4A2-Gens. 

Die grünen Kästen repräsentieren die 8 Exons des Gens, ihre Größe in Basenpaaren (bp) ist unterhalb des 

Schemas angegeben. Die Größe der Introns in Basenpaaren ist maßstabsgerecht oberhalb der Linien (welche 

den Introns entsprechen sollen) aufgetragen. 
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1.3. Ziele der vorliegenden Arbeit 

Zielstellung der vorliegenden Arbeit war es, genetische Ursachen bei PS-Patienten mithilfe 

moderner molekulargenetischer Techniken und detailierter Analyse zu untersuchen, um somit ein 

besseres Verständnis der monogenen PS-Formen zu erhalten. Damit sollten folgende Fragen 

beantwortet werden: 

 

1. Wie häufig sind Parkin-Mutationen bei Patienten mit EOPD, LOPD und Kontrollen und 

welche Bedeutung haben sie?  

1.1. Welche Rolle haben heterozygote Mutationen des Parkin-Gens? 

1.2. Haben Parkin-Mutationen eine Bedeutung für den Therapieerfolg bei Patienten mit THS? 

1.3. Welche Bedeutung haben Mutationen im Core-Promotor des Parkin-Gens? 

 

2. Welchen Stellenwert haben DJ-1-Mutationen bei Patienten mit EOPD? 

 

3. Welche Rolle spielen NR4A2-Mutationen bei Patienten mit familiärem PS? 

 

 



21 

 

2. Patienten und Methoden 

2.1. Patienten 

Für die molekulargenetischen Untersuchungen wurden Patienten mit einem PS und gesunde 

Kontrollen untersucht. Die entsprechende Diagnose wurde von Bewegungsstörungsspezialisten 

gestellt und beruhte auf publizierten Kriterien für ein Parkinson-Syndrom (Gibb und Lees, 1988). 

Eine Einverständniserklärung aller Patienten und Kontrollindividuen lag für die Untersuchungen 

und Veröffentlichung vor. Die Untersuchungen waren durch die lokalen Ethikkommissionen 

genehmigt worden. 

Nachfolgend werden die unterschiedlichen Patientengruppen und Kontrollen aufgeführt und zur 

besseren Übersicht in Tabelle 2.1. dargestellt. 

 

Tabelle 2.1.: Gene und Patientenkollektive 

Aufgelistet sind die drei untersuchten Gene und die verschiedenen Patientenkollektive, an denen die 

genetischen Untersuchungen durchgeführt wurden. 

 

Gen / 

Patientengruppe 
Parkin-Gen DJ-1-Gen NR4A2-Gen 

(1) 87 PS-Patienten mit 

frühem Beginn (EOPD) 

Screen mit SSCP, quant. PCR + 

Sequenzierung     

(2) 61 PS-Patienten mit 

spätem Beginn (LOPD) 

Screen mit SSCP, quant. PCR + 

Sequenzierung     

(3) 20 MRT-Kontrollen 

Screen mithilfe der dHPLC-Technik (WAVE-

System) + Sequenzierung     

(4) 128 Kontrollen + 

116 PS-Patienten 

Schmelzkurven am LightCycler 

 (Parkin-Promotor)     

(5) 71 Patienten mit 

EOPD  

(Teil von Gruppe 1)   

LightCycler-

Screen + 

Sequenzierung   

(6) 50 Patienten mit 

positiver FA      

Sequenzierung 

Exon 1 
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2.1.1. Patienten mit PS frühen Beginns für die Untersuchung von Parkin- 

und DJ-1-Gen 

Die größtenteils in der Neurologischen Klinik der Universität Lübeck und Kiel gesammelte 

Stichprobe setzt sich aus 87 Parkinson-Patienten mit einem frühen Krankheitsbeginn (EOPD) 

zusammen. Des Weiteren wurden DNA-Proben von Patienten aus Deutschland, Russland, Irland, 

Kanada und der USA untersucht, die speziell für die Untersuchungen überwiesen wurden. Das 

Erkrankungsalter der Patienten lag bei unter 50 Jahren. In dieser Gruppe wiesen zwei Patienten 

eine positive Familienanamnese auf, ansonsten handelte es sich um sporadische PS-Patienten. In 

die Stichprobe wurden 24 norddeutsche PS-Patienten, die eine Tiefenhirnstimulation (THS) 

erhalten hatten, eingeschlossen. 

2.1.2. Patienten mit PS späten Beginns für die Untersuchung des Parkin-

Gens 

Die Patienten stammten einerseits aus der geographisch isolierten Region des Südtirol und wurden 

am Bozener Spital durch Dr. P. Pramsteller rekrutiert (n=28). Ein größerer Teil der Patienten 

(n=33) wurde in der neurologischen Polyklinik der Universität Lübeck gesammelt. Bei neun 

Patienten war bekannt, dass es betroffene Familienmitglieder gab, bei sieben Patienten war die 

Familienanamnese unklar. 

2.1.3. Kontrollen für die Untersuchung des Parkin-Gens mit dem WAVE-

System 

Es handelte sich um eine kleine Kontrollgruppe von 20 gesunden Kontrollen, bei denen mittels 

einer Magnetresonanztomographie des Gehirns ein M. Parkinson ausgeschlossen werden konnte.  

2.1.4. Patienten und Kontrollen für die Polymorphismus-Analyse im 

Core-Promotor 

Die Stichprobe wurde von der Neurologischen Klinik der Lübecker Universität zusammen 

getragen. Das Erkrankungsalter der 116 Patienten lag unterhalb von 50 Jahren, somit handelte es 

sich um Patienten mit einem PS frühen Beginns (EOPD). Die Kontrollgruppe bestand aus 128 nicht 

an PS erkrankten Personen aus dem Raum Lübeck. In Alter und Geschlecht stimmten Patienten- 

und Kontrollgruppe überein. 
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2.1.5. Patienten für die Untersuchung des NR4A2-Gens 

Es wurden 50 PS-Patienten, in deren Familie es mindestens einen ebenfalls an PS erkrankten 

Verwandten ersten Grades gab, und man somit von einem dominantem Erbgang ausgehen konnte, 

auf Mutationen im NR4A2-Gen getestet. Die Patienten-DNA stammte aus der Neurologischen 

Klinik der Universität Lübeck. 

2.2. Methoden 

In den folgenden Abschnitten werden die Methoden, die zu den molekulargenetischen 

Untersuchungen angewendet wurden, vorgestellt. Die experimentellen Arbeiten fanden im Institut 

für Humangenetik der Universität zu Lübeck statt. 

2.2.1. Verfahren zur DNA-Präparation 

Es wurde humane genomische DNA für die genetischen Untersuchungen als Grundlage für die 

Durchführung von PCR-Reaktionen benötigt. Die Präparation genomischer DNA erfolgte aus 

Leukozyten des Blutes nach der Aussalzmethode (Miller et al., 1988). Nach Lysierung der Zellen 

wurden die Proteine durch Proteinase K verdaut, anschließend die DNA durch Präzipitation 

isoliert.  

Vorgehen: 

 Zufügen von 35 ml Leidener-Lösung zu 10 ml Vollblut (EDTA/Heparin/Citrat) in 50 ml 

Röhrchen  

 Bei 200 rpm 30 min lang auf Eis schütteln 

 Abzentrifugieren der Leukozyten bei 6000 rpm und  4° C 

 Überstand abgießen 

 Reinigen des Pellets durch Resuspendieren in 10 ml Leidener-Lösung 

 Lysieren für 20 min auf Eis und Zentrifugation (6000 rpm, 4° C, 20 min) 

 Reinigungsvorgang wiederholen, bis Leukozytenablagerung weiß erscheint 

 Resuspension und Vermischen des Pellet in 3 ml Lysepuffer  

 Zugabe von 200 l Proteinase K (10 mg/ml) und 100 l SDS (20 %ig) um Proteinabbau 

einzuleiten 

 Inkubation über Nacht bei 55° C  

 Zugeben von 1 ml 6 M NaCl-Lösung pro Röhrchen und kräftiges Schütteln 

 Verdau abzentrifugieren (6000 rpm, 20° C, 25 min) 

 Überstand mit 6 M NaCl-Lösung waschen  

 Ausflocken der DNA durch Zugabe von 2 Vol. 96 % EtOH und leichtes Schwenken 

 DNA-Flocke mit 1 ml 70 % EtOH in 1,5 ml Reaktionsgefäß waschen 
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 Zentrifugation (12000 rpm, 4° C, 15 min) 

 Überstand abgießen 

 Pellet (DNA) im geöffneten Röhrchen kurz bei 37° C trocknen 

 Zugabe von 200 bis 1000 µl 1x TBE-Puffer  

2.2.2. Spektralphotometrische DNA-Konzentrationsbestimmung 

Mithilfe der spektralphotometrischen Messung kann man die Konzentration einer DNA-Probe bei 

einer Wellenlänge von 260 nm nach dem Lambert-Beer´schen Gesetz aus der Extinktion 

berechnen. Bei einer Wellenlänge zwischen 250 und 270 nm absorbieren die Nukleinsäuren Licht. 

Sind Proteine in der Probe enthalten, absorbieren diese vor allem Licht der Wellenlänge 280 nm. 

Der Quotient E260 : E280 liegt für reine DNA zwischen 1,8 und 2,0. Bei Verunreinigung durch viele 

Proteine wird der Quotient kleiner, die Probe muss aufgereinigt werden. Vor der Messung der 

Proben am Photometer wurde jeweils ein Nullabgleich gegen Wasser durchgeführt. Nachteil der 

Methode ist die Bestimmung der Gesamtnukleinsäure, dass also auch RNA mit in die Messung 

einfließt. 

 

Berechnung der Konzentration nach dem Lambert-Beer´schen Gesetz: 

 cNA = E260 * d * e * f 

 E260...Extinktion bei 260 nm 

 d.......Schichtdicke der Küvette ( = 1) 

 e.......Extinktionskoeffizient ( = 50) 

 f........Verdünnungsfaktor 

 cNA....Konzentration der Nukleinsäure 

2.2.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Mit der Polymerase-Kettenreaktion (Saiki et al., 1985; Mullis et al., 1986) ist es möglich, 

bestimmte Nukleinsäuresequenzen enzymatisch zu vervielfältigen, d. h. in-vitro zu amplifizieren. 

Durch Einsatz von zwei sequenzspezifischen Primern wird eine spezifische Amplifikation 

gewährleistet. Die Primer können sich an die Randbereiche der definierten Nukleinsäuresequenz 

komplementär anlagern, so dass sich dieser Bereich durch eine thermostabile Polymerase 

duplizieren läßt. Es werden drei Schritte zyklisch durchlaufen: die Denaturierung führt zum 

Auftrennen der doppelsträngigen DNA in Einzelstrang-DNA. Im nächsten Schritt kommt es zum 

Anlagern der spezifischen komplementären Primer (Annealing). Danach wird die DNA mit Hilfe 

einer thermostabilen Taq-Polymerase elongiert, welche am 3´-Ende der Primer ansetzt. Dieser sich 

mehrfach wiederholende Zyklus führt zu einer schnellen Vervielfältigung der ursprünglichen 

Nukleinsäuren, da sich in jeder exponentiellen Phase die Anzahl der Kopien verdoppelt. 



25 

 

2.2.3.1. PCR-Standardbedingungen 

PCR-Ansatz und -Reaktion für die konventionelle Mutationsdetektion 

 

Die PCR-Reaktionen wurden mit einer Standard-Taq-Polymerase durchgeführt (Q-Biogene oder 

Eppendorf), wenn anschließend ein Mutationsscreening mittels SSCP (single-strand conformation 

polymorphism) und direkter PCR-Produkt-Sequenzierung folgen sollte. Das Enzym besitzt eine 5´-

3´-Exonuklease-Aktivität; an die 3´-Enden wird unabhängig von der Matrix ein Desoxyadenosin 

angehängt. Am Thermocycler wurden die PCR-Standardbedingungen vereinfacht wie folgt 

gewählt: 

95° C: 5 min// 95° C: 30 s, 55-72° C: 30 s (34 Zyklen),72° C: 30 s - 4 min; 72° C: 10 min; 4° C als 

Endtemperatur. 

PCR-Ansatz: 

Substanz Konzentration Volumen Menge im Ansatz 

steriles dH2O  7,3 µl  

Puffer 10x 2,0 µl 1x 

dNTP-Mix 1 mM 4,0 µl 4  nmol 

Primer + 10 µM 0,8 µl 8  pmol 

Primer - 10 µM 0,8 µl 8  pmol 

Template 5 - 10 ng/µl 5,0 µl 25 - 50   ng 

Taq 5 U/µl 0,1 µl 0,5  U 

      20,0 µl  

 

In den auf 95° C vorgeheizten Block eines Thermocyclers wurden die Reaktionsgefäße gestellt, zu 

denen auch für jede PCR Positiv- und Negativkontrolle gehörten. Die Amplifikation erfolgte bei 

einer Annealing-Temperatur, die der Primer-Sequenz angepasst war.  

Mit Hilfe des Programms „Oligo“ wurden die Primer abgeleitet. Primer und Sonden sind 

Oligonukleotide, die zumeist aus 20 bis 24 Basen bestehen. Die Primer sollen möglichst keine 

Sekundärstrukturen mit sich selbst oder dem Gegen-Primer bilden. Das 3´-OH-Ende bestand 

zumeist aus einem Guanin oder Cytosin, da dadurch eine höhere Bindungsstärke erreicht wird als 

bei einem A-T-Paar.  

Wurden neue Primer verwendet, musste zunächst eine Gradienten-PCR (mit verschiedenen 

Annealing-Temperaturen) durchgeführt werden, um die optimale Temperatur zu ermitteln. 

Funktionierte eine PCR nicht optimal, wurden unterschiedliche Mg
2+

-Konzentrationen getestet und 

Zusätze wie Formamid, Betain, Glycerin und DMSO ins Rezept aufgenommen.  

Die Primer und Sonden sowie die zugehörigen Annealing-Temperaturen und Besonderheiten sind 

im Anhang aufgeführt.  
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2.2.3.2. Quantitative Echtzeit-PCR  

Mit einer Echtzeit-PCR kann man Nukleinsäuren in der log-linearen Phase der PCR quantifizieren 

und dabei am Computer-Monitor die Menge an PCR-Produkt online verfolgen. Hierzu  wurde der 

LightCycler (RocheDiagnostics) verwendet und nach den Protokollen von Hedrich et al. (2001) 

gearbeitet. Mit dieser Methode ist es möglich, heterozygote Deletionen und Duplikationen ganzer 

Exons in einem Gen, in diesem Falle dem Parkin-Gen und dem DJ1-Gen, festzustellen. 

Anhand einer Duplex-PCR können zwei definierte DNA-Abschnitte zeitgleich in einem 

Reaktionsansatz vervielfältigt werden. Dazu wurden zwei unterschiedlich markierte Paare von 

Hybridisierungssonden zum Messen der PCR-Produktmenge eingesetzt. Als Referenz-Gen diente 

das ß-Globin-Gen. Verglichen wurden die PCR-Produktmengen des Parkin-Gens bzw. des DJ1-

Gens und des koamplifizierten ß-Globin-Gens. Das Parkin-spezifische PCR-Produkt wurde in 

Kanal F2 (mit LC640-markiert), das ß-Globin-spezifische PCR-Produkt wurde in Kanal F3 

(LC705-markiert) gemessen. Die Sonden wurden so gewählt, dass sie nach Hybridisierung mit der 

Zielsequenz dicht beieinander lagen (1-5bp). Eine der beiden Sonden war mit einem 3’-

Fluoreszeinfarbstoff markiert, der durch Licht aus dem LightCycler angeregt wurde. Die andere 

Sonde enthielt einen 5’-LightCycler-Red-Farbstoff, durch den fluoreszierendes Licht über einen 

speziellen Sensor gemessen werden konnte, nachdem die Energie des angeregten 3’-

Fluoreszeinfarbstoffs auf diesen übertragen wurde. Diese Energieübertragung bezeichnet man als 

fluorescense energy transfer technique (FRET).  

Die vom 5’-LightCycler-Red-Farbstoff emittierte Lichtmenge und die Menge der amplifizierten 

DNA stehen in einer proportionalen Beziehung. Die Amplifikation der DNA in der log-linearen 

Phase kann daher mit folgender Formel beschrieben werden: 

 

N = No • Econst
n 

 

N  Menge der amplifizierten Moleküle 

No  Menge der Moleküle bei Reaktionsbeginn 

Econst  Amplifikations-Effizienz ( konstant in log-linearer Phase) 

Nn  Anzahl der Zyklen 

 

Mithilfe dieser Angaben kann man die Ausgangskonzentrationen von DNA-Proben errechnen. Es 

werden die Mengen des Parkin-Gens bzw. des DJ1-Gens und des ß-Globin-Gens zueinander ins 

Verhältnis gesetzt. Erhält man Werte zwischen 0,8 und 1,2 (1 +/– 20 %) wird das normale 

Vorliegen des Exons angenommen. Bei Werten zwischen 0,4 und 0,6 (0,5 +/– 20 %) geht man von 

einer heterozygoten Deletion des betroffenen Exons aus. Liegen die Werte zwischen 1,3 und 1,7 ist 

es wahrscheinlich, dass eine heterozygote Duplikation des Exons vorliegt. Bei allen DNA-Proben 
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wurden Doppelbestimmungen durchgeführt und nur diejenigen Doppelwerte akzeptiert, die 

innerhalb einer Standardabweichung von 10 % der ermittelten Konzentration lagen. 

Durch SSCP-Analysen und Sequenzierungen wurden vor den Messungen zur quantitativen DNA-

Bestimmung Mutationen in den Anlagerungsstellen der Primer ausgeschlossen. 

Es wurden für die PCR der Exons 2 - 5, 7, 9, 11 und 12 des Parkin-Gens exonische Primer 

verwendet. Für die kleineren Exons 1 und 8 des Parkin-Gens wurden intronische Primer benutzt. 

Bei den Parkin-Exons 6 und 10 wurde eine Kombination aus exonischen und intronischen Primern 

gewählt. Im DJ1-Gen wurden Exon 2, 3, 4, 5, 6 und 7 mithilfe von exonischen Primern 

amplifiziert. 

Um eine absolute Quantifizierung zu erzielen, ist bei jeder Messung eine Verdünnungsreihe einer 

Standard-DNA (Roche Diagnostics) mit bekannter Konzentration mitgelaufen. Bei den ersten 

Messungen der nicht aufgereinigten Proben aus Bozen am LightCycler wurden Konzentrationen 

von 0,3125 ng/µl, 1,25 ng/µl und 5 ng/µl als Standardreihe verwendet. Bei der Untersuchung 

anderer eingesandter und in Lübeck extrahierter DNA-Proben, die bei 1:100 Verdünnung in den 

meisten Fällen eine Konzentration zwischen 1 und 10 ng/μl aufwiesen, wurde die Standardreihe auf 

folgende Konzentrationen umgestellt: 0,6125 ng/μl, 2,5 ng/μl und 10 ng/μl.  

 

Folgender Reaktionsansatz wurde verwendet: 

Substanz Konzentration Volumen Menge im Ansatz 

dH2O  ad 10 µl  

MgCl2 25 mM 0,8 bis 1,8 µl 2 bis 4,5 mM
 1 

Primer Ex (F+R) 5 µM 1,0 µl 0,5 µM 

Sonde FL Ex 4 µM 0,5 µl 0,2 µM 

Sonde LC Ex 4 µM 0,5 µl 0,2 µM 

Primer Glob (F+R) 5 µM 1,0 µl 0,5 µM 

Sonde FL Gl 4 µM 0,5 µl 0,2 µM 

Sonde LC Gl 4 µM 0,5 µl 0,2 µM 

Hybrid-Mix (Kit
2
) 10x 1,0 µl 1x 

DNA ~ 5 ng 2,0 µl ~ 10 ng 

1
: 1 mM ist im Hybrid-Mix enthalten; 

2
: DNA Master Fast Start Hybridization Probes (RocheDiagnostics) 

 

Die Amplifizierung des Exon 1 des Parkin-Gens wurde in 4 % Glycerin und bei Exon 5 in 3 % 

Formamid durchgeführt.  

 

Das PCR-Programm am LightCycler lautete wie folgt : 95° C 10 min // 95° C 10 s; 55° C 10 s; 72° 

C 10 s (38 Zyklen) // Kühlen auf 40° C 30 s 
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2.2.4. Gelelektrophorese und Gelelution 

2.2.4.1. Agarose-Gelelektrophorese 

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde als Standardmethode zur Auftrennung von DNA-

Fragmenten nach ihrer Größe im Anschluss an eine PCR angewendet. Die Nukleinsäuren wandern 

entsprechend ihrer Größe, Konformation und Ladung unterschiedlich schnell in dem elektrischen 

Feld und bilden daher ein entsprechendes Bandenmuster aus. Die Auftrennung der DNA-Moleküle 

nach ihrer Größe im elektrischen Feld ist aufgrund der negativen Ladung des Zucker-Phosphat-

Rückgrates gegeben. Aufgrund der Netzstruktur des Agarosegels nimmt die 

Wanderungsgeschwindigkeit der Moleküle mit steigender Basenzahl ab. Agarosegele sind einfach 

in ihrer Anwendung, haben aber ein geringeres Auflösungsvermögen als beispielsweise 

Polyacrylamid- (PAA-) Gele. 

Vorgehen: 

 Lösen von 6 g Agarose in 300 ml 1x TBE 

 Aufkochen der Gellösung in der Mikrowelle  

 Zugaben von 1/50 Vol. Ethidiumbromid (Stammlösung: 10 mg/ml) 

 Gießen des Gels in eine Gelkammer, welche mit ein oder zwei Kämmen bestückt ist 

 Festes Agarosegel in die mit 1x TBE gefüllte Elektrophoresekammer einlegen 

 1/3 Vol. Formamid-Farbstoff zu den Proben pipettieren  

 7μl der Probe und geeigneten Längenstandard in die Ladetaschen füllen 

 Elektrophorese bei 80 bis 120 V für 30 min bis 2 h  

Durch den fluoreszierenden Farbstoff Ethidiumbromid, der in der DNA interkaliert, konnte die 

DNA unter UV-Licht (365 nm) als rot-orange-farbige Bande sichtbar gemacht werden. 

Anschließend wurde das Bandenmuster mit einer Videokamera mit angeschlossenem 

Bildverarbeitungssystem (BioDocAnalyze, Biometra) fotografisch dokumentiert.  

2.2.4.2. Gelelution  

Um PCR-Produkte für eine Sequenzierung von Nukleotiden, Primern und anderen unspezifischen 

PCR-Amplifikaten reinigen zu können, wurde eine Elution von DNA-Fragmenten aus Agarose 

durchgeführt. Benutzt wurde das Aufreinigungskit Perfectprep Cleanup (Eppendorf). Dieses 

System basiert auf der Löslichkeit von Agarose und der selektiven Adsorption von DNA an Silica-

Partikel in Hochsalzpuffern (Vogelstein und Gillepsie, 1979). 

Im Anschluss an die Gelelektrophorese wurde die DNA-Bande mithilfe eines Skalpells aus dem 

Agarosegel ausgeschnitten und dann nach Herstellerangaben aus diesem eluiert. Hierbei wurde 

zunächst die Agarose in einem Hochsalzpuffer durch Wärme gelöst und die DNA an Silica-Partikel 

bzw. an eine Membran gebunden. Daran schlossen sich verschiedene Waschschritte der Säule an 

und schließlich wurde die DNA mit 10 mM Tris-Puffer eluiert. 
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2.2.4.3. Nicht-denaturierende Polyacrylamidgel-Elektrophorese 

In einer nicht-denaturierenden Gellösung können sich DNA-Stränge zuammenlagern und es 

können sich Wasserstoffbrücken-Bindungen ausbilden. Bei der SSCP-Analyse ist die Ausbildung 

bestimmter Konformationen der einzelnen DNA-Stränge erwünscht, daher werden nicht-

denaturierende Gele verwendet. Die Gellösung wurde nach dem unter 2.2.4.1. genannten Rezept 

hergestellt. 

Vorgehen: 

 Zugießen von 500 µl 10 % APS (Ammoniumpersulfat) zu 50 ml SSCP-Acrylamid-

Gellösung 

 Gießen eines lufblasenfreien Gels (25 cm x 40 cm und 4 mm dick [Abstandhalter]) 

 Nach der Polymerisation der Gele vertikales Einspannen in Kammern 

 PCR-Produkte mit 5-7 μl 40 % Formamid-Farbstoff versetzen und für 5 min bei   95° C 

denaturieren, danach sofort auf Eis stellen 

 Je 7 µl PCR-Produkt bzw. Längenstandard pro Ladetasche auftragen 

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

 Silberfärbung der Gele zum Sichtbarmachen der Produkte 

2.2.4.4. Denaturierende Polyacrylamidgel-Elektrophorese 

Polyacrylamidgele zeichnen sich im Vergleich zu Agarosegelen durch ein höheres 

Auflösungsvermögen aus. Bei der denaturierenden Polyacrylamidgel-Elektrophorese enthält die 

Gellösung das Wasserstoffbrücken-brechende Agens Harnstoff. Somit können einzelsträngige 

DNA-Moleküle analysiert werden. 

Vorgehen:  

 Gießen eines Gels (25 cm  41 cm und 0,2 mm dick [Abstandhalter])  

 Haifischzahn (0,2 mm) als Taschenformer einschieben 

 Gel mind. 2 h auspolymerisieren lassen 

 Gel in Sequenziergerät LI-COR einspannen 

 Rechner für die Messung vorbereiten (Fokussierung des Lasers und Hell-Dunkel-Abgleich) 

 20 min Vorlauf  

 4 μl fluoreszenzfreien FA-Farbstoff zum Sequenzprodukt pipettieren 

 Denaturieren der Proben bei 95° C für 3 min  

 Proben in den Eisblock stellen 

 Laden von je 1,5 µl Produkt in der Reihenfolge A-T-G-C 

 Elektrophorese für ca. 6 h bei 50° C und 31,5 W in 1x TBE als Laufpuffer 

 Nachladen eines Geles war ein zweites Mal möglich 

 Auswertung durch direktes Lesen am Bildschirm 
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2.2.5. Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus-Analyse 

Mit der Einzelstrang-Konformations-Polymorphismus-(SSCP)-Analyse, als ein etabliertes 

elektrophoretisches Trennverfahren, lassen sich Sequenzunterschiede in PCR-Produkten darstellen 

(Orita et al., 1989). Die Methode beruht auf dem Nachweis unterschiedlicher 

Laufgeschwindigkeiten von einzelsträngiger DNA in nativen Polyacrylamidgelen. 

Sequenzunterschiede führen in den meisten Fällen zu einer Konformationsänderung der DNA, 

dadurch verändert sich die elektrophoretische Mobilität, was sich in dem nicht-denaturierenden 

Polyacrylamidgel zeigt. Das Bestreben von DNA, unter nicht-denaturierenden Bedingungen 

komplementäre Wasserstoffbrücken-Bindungen auszubilden, die innerhalb eines Stranges oder 

zwischen verschiedenen Strängen bestehen können, wird ausgenutzt. Das heißt, dass bei der SSCP 

die Bindungen bzw. die daraus resultierenden Konformationen von Einzelsträngen untersucht 

werden.  

Wenn zum Beispiel ein PCR-Produkt eine Sequenzveränderung aufweist, kann dies dazu führen, 

dass sich andere komplementäre Wasserstoffbrücken-Bindungen bilden als in der Wildtyp-DNA. 

Das wiederum kann in einer abweichenden Konformation dieses Stranges resultieren und somit das 

Laufverhalten verändern. Die Probe fällt durch ein verändertes Bandenmuster im Gel verglichen 

mit den anderen Proben auf.  

Es muss auf gleich bleibende Bedingungen während der Elektrophorese geachtet werden, um zu 

reproduzierbaren Ergebnissen zu gelangen. Jedoch konnten nicht alle Laufbedingungen konstant 

gehalten werden (wie Temperatur und Luftdruck). Daher wurden immer mehrere Proben 

miteinander verglichen, um einzelne abweichende Muster zu erkennen. 

Die Sensitivität, mit der Sequenzveränderungen festgestellt werden können, liegt bei über 90 %. Es 

können in der Regel alle kleinen Deletionen und Insertionen (1 - 40 bp) und etwa 80 % der 

Punktmutationen erkannt werden (Hayashi und Yandell, 1993). Diese Methode wurde benutzt, um 

Mutationen (Frequenz in der Population < 1 %) als auch Polymorphismen (Frequenz > 1 %) zu 

detektieren (Murken und Cleve, 1994; Passarge, 1994). Die Größe der untersuchten 

Nukleinsäurestränge sollte 350 bp nicht überschreiten. 

2.2.6. Silberfärbung 

Die Silberfärbung ist eine empfindliche Färbemethode, um DNA-Moleküle im Gel sichtbar zu 

machen (von Deimling et al., 1993). Sie beruht auf der Komplexierung von Ag
+
-Ionen und ist etwa 

30fach sensitiver als eine Ethidiumbromidfärbung (Krause et al., 1994) s. unter 2.2.4.1. und zudem 

nicht toxisch. 

Vorgehen: 

 Trennen der Elektrophoreseplatten mit Trennkeil 

 Inkubation der Gele für 5 min in 10 % Ethanol  
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 Inkubation für 3 min in 1 % Salpetersäure 

 Zweimal mit Aqua dest. spülen 

 Inkubation für 20 bis 60 min in 12 mM AgNO3-Lösung  

 Dreimal gründlich mit Aqua dest. spülen 

 Entwickeln der Gele mit 280 mM Na2CO3 in 0,2 % Formaldehyd-Lösung nach Sicht 

 Stoppen der Färbung durch Zugabe von 10 % Essigsäure  

 Waschen des Gels mit Aqua dest. 

 Übertragen des Gels auf ein Trockenpapier (Whatman-Papier) 

 Trocknen des Gels auf heizbaren Geltrockner mit Vakuumanschluß für 1-2 h bei  75° C 

2.2.7. Mutationsanalyse mit dem WAVE-System 

Mit dem WAVE-System hat man die Möglichkeit, drei verschiedene Arten von DNA-Analysen 

durchzuführen. Im vorliegenden Fall wurde mit der partiell denaturierenden Methode gearbeitet, 

welche Temperaturen von 52° C bis 75° C nutzt. Diese Methode wird zur Detektion von 

Polymorphismen und Mutationen verwendet und ist im Folgenden beschrieben. Im nicht-

denaturierenden Bereich bis zu etwa 50° C prüft man mit dem WAVE-System beispielsweise die 

Güte von PCR-Produkten oder kann quantitative Analysen durchführen. Bei 75-80° C (voll 

denaturierender Bereich) können mithilfe des WAVE-Systems z. B. RNA-Analysen vorgenommen 

werden.  

Mittels Denaturing High Performance Liquid Chromatography (dHPLC) können am WAVE-

System (Transgenomic) Einzelbasen-Substitutionen, kleine Insertionen oder Deletionen detektiert 

werden. Das WAVE-System setzt die dHPLC in Verbindung mit einer speziellen Trennsäule ein. 

Die Wanderung von Molekülen durch die Säule wird durch eine Hochdruckpumpe beschleunigt. 

Eine wiederbenutzbare Matrix, zugleich stationäre Phase des WAVE-Systems, besteht aus 

nichtporösen Polystyrol-(PS-DVB) Strängen. Über das Reagenz Triethylammonium-Acetat 

(TEAA) werden hydrophobe Interaktionen zwischen der injizierten DNA-Probe und der 

Säulenmatrix hergestellt. Als mobile Phase dient eine Kombination von Puffern, die die DNA 

ausspült. Eine 0,1M TEAA-Lösung, die mit 25 % Acetonitril versetzt ist, wird benötigt, um die 

Interaktionen zu unterbrechen und die DNA von der Säule zu eluieren. Erhöht man die 

Konzentration von Acetonitril in der Säule, wird das TEAA von der Matrix gelöst und die DNA 

ausgewaschen. Aufgrund des Effektes, dass Doppelstrang-(ds)DNA fester mit der Matrix verknüpft 

ist als Einzelstrang-(ss)DNA, wird bei einer Konzentrationserhöhung von Acetonitril nur die 

Elution der ssDNA gefördert.  

Zunächst wurde ein PCR-Produkt nach folgendem Protokoll hergestellt. 
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PCR-Ansatz: 

Substanz Konzentration Volumen Menge im Ansatz 

steriles dH2O  7,3 µl  

Optimerase-Puffer 1,5 mM 2,0 µl 1x 

dNTP-Mix 1 mM 4,0 µl 4  nmol 

Primer + 10 µM 0,8 µl 8  pmol 

Primer - 10 µM 0,8 µl 8  pmol 

Template 5 - 10 ng/µl 5,0 µl 25 - 50   ng 

Taq 5 U/µl 0,1 µl 0,5  U 

      50,0 µl  

 

Um ein Gemisch aus Hetero- und Homoduplex-DNA (Abb. 2.1.) zu erhalten, wurde das PCR-

Produkt, welches bei heterozygoter Mutation ein gleiches Verhältnis von Wildtyp und mutierter 

DNA aufweist, bei 95°C denaturiert. Anschließend erfolgte ein graduelles Reannealing von 94° C 

zu 10° C über einen längeren Zeitraum. In der Abbildung erkennt man, dass die Heteroduplex-

DNA an einer Stelle ungepaart ist, hier kann die Denaturierung ansetzen und in der Folge ssDNA 

entstehen.   

 

 

Abbildung 2.1.: Nach Hybridisierung entsteht Hetero- und Homoduplex-DNA. 

Bei  einer heterozygoten Mutation (hier A>G) bilden sich Fehlbasenpaarungen aus. Diese führen zur Bildung 

von Heteroduplex-DNA, nachdem die DNA denaturiert und anschließend abgekühlt wird. 

 

Die Detektion von Mutationen durch DHPLC Analyse nutzt die unterschiedlichen Retentionen der 

dsHomo- und Heteroduplexe unter den Bedingungen der partiellen thermischen Denaturation, d. h. 

es können beide DNA-Typen voneinander getrennt sichtbar gemacht werden. Dabei spielen die 

Säulentemperatur während der DNA-Denaturierung und die Konzentration von Acetonitril eine 

wichtige Rolle.  

Um eine Mutation zu detektieren, wurde eine Temperatur eingesetzt, bei der die DNA gerade zu 

schmelzen begann. Diese Temperatur war abhängig vom GC- bzw. AT-Anteil der DNA, daher gab 
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es für jedes Exon Messungen bei mehreren verschiedenen Temperaturen. Mit der Messung bei 

verschiedenen Temperaturen wurde versucht, eine gute Auflösung zu erreichen. Zunächst kam es 

zur Denaturierung der DNA mit einer Fehlbasenpaarung (Heteroduplex-DNA), während die 

Konzentration von Acetonnitril erhöht wurde. Nach einer gewissen Zeit war die DNA um ca. 20 - 

40 Nukleotide um diese Fehlpaarung herum aufgeschmolzen und wurde mit dem Acetonitril aus 

der Säule herausgespült. Daraufhin konnte die herausgespülte DNA wie auf der folgenden 

Abbildung bei 254 nm im Spektrometer detektiert werden: 

 

 

Abbildung 2.2: Spektrometrische Messung am WAVE-System 

A) Die Konzentration von Acetonitril wird während der Messung am WAVE-System erhöht. B) Die 

aufgeschmolzene DNA kann dann mit dem Acetonitril herausgespült werden und bei 254 nm mit dem 

Spektrometer detektiert werden. 
 

Die Denaturierung der Homoduplex-DNA erfolgt später als die Denaturierung der Heteroduplex-

DNA. Daher werden die unterschiedlichen DNA-Formationen zeitversetzt herausgespült und 

gemessen. Es wird ein spezielles Bandenmuster abgebildet, welches bei idealer Temperatur aus je 

zwei Peaks für die Heteroduplices und Homoduplices besteht, da sich vier unterschiedliche 

Basenpaarungen ausbilden können und bei vier unterschiedlichen Schmelztemperaturen gemessen 

werden können (Abb. 2.3.). 

 

 

 

Abbildung 2.3.: Analysetemperaturen von 

Hetero- und Homoduplex-DNA 

Die Peaks von Hetero- und Homoduplex-

DNA können entsprechend ihrer 

Retentionszeit temperaturabhängig gemessen 

werden. Heteroduplex-DNA wird schneller 

denaturiert und daher eher detektiert als 

Homoduplex-DNA. 
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Um homozygote Mutationen zu detektieren, wurden DNA und Wildtyp im Verhältnis 1:1 

gemischt, so dass durch Denaturierung und Renaturierung ebenfalls Hetero- und Homoduplex-

DNA entstanden sind. In den Fällen, in denen die DNA nicht mutiert war, konnte sich nur eine 

DNA-Formation ausbilden und somit war auch nur ein Peak zu messen.  

 

2.2.8. PCR-Verdau mit Restriktionsenzymen 

Mit dieser Methode wurde versucht, zwei funktionelle Polymorphismen im Promotor des Parkin-

Gens nachzuweisen. Es handelt sich um die von West et al. (2002a) beschriebenen 

Polymorphismen -258 T/G und -227 A/G, welche einen Einfluss auf die Genexpression, wie in 

Zellkulturexperimenten gezeigt (West et al., 2002b), haben sollen. 

Die Methode brachte kein zufrieden stellendes Ergebnis, da sich die Banden nicht eindeutig einem 

Wildtyp, einem hetero- oder homozygoten Polymorphismus zuordnen ließen. 

Anschließend wurde versucht eine bessere Bandenauflösung auf einem nicht-denaturierenden 

Polyacrylamidgel zu erreichen. Dazu wurde der gleiche Verdau mit 7 μl auf das Gel aufgebracht 

und befand sich für 14 h bei 7 Watt in der Elektrophorese. Das Resultat nach Silberfärbung war 

ebenfalls sehr schlecht auszuwerten und nicht reproduzierbar. 

Vorgehen: 

 PCR bei 64° C Annealing-Temperatur 

PCR-Rezept: dH2O  1,4 μl 

  dNTP-Mix 2,0 μl 

  10xPuffer 1,0 μl 

  Primer + 0,4 μl 

  Primer – 0,4 μl 

  Taq  0,05 μl 

 PCR-Produkte auf 2 % Agarosegel überprüfen 

 Bei ausreichendem und reinem Produkt Inkubation mit einem Restriktionsenzym (STY I) 

über Nacht bei 37° C 

Verdau-Rezept:  10,0 μl PCR-Produkt 

   7,0 μl dH2O 

   2,0 μl NE Puffer 

   1,0 μl Enzym 

 Auftragen des Verdaus auf 3 % Agarose und anschließende Gel-Elektrophorese 

 Auswerten des Bandenmusters 
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2.2.9. Schmelzkurven am LightCycler 

Mithilfe des LightCyclers lassen sich Schmelzkurven für PCR-Produkte erstellen. Anhand von 

Schmelztemperaturen (Tm-Werte) können Rückschlüsse auf vorhandene Punktmutationen, in 

diesem Falle den oben erwähnten Polymorphismus, gezogen werden. Die Schmelztemperatur stellt 

die Temperatur dar, bei welcher ein DNA-Doppelstrang zur Hälfte aufgeschmolzen wurde. Dieser 

Wert ist unter anderem vom GC-Anteil der Nukleinsäuren, vom Grad der Homologie zwischen den 

Nukleinsäuresträngen und von der Ionenstärke des Lösungsmittels direkt abhängig. 

 

Vorgehen: 

 PCR bei 58° C Annealing-Temperatur 

PCR-Rezept: dH2O  1,4 μl 

  dNTP-Mix 2,0 μl 

  10xPuffer 1,0 μl 

  Primer + 0,4 μl 

  Primer – 0,4 μl 

  Taq  0,05 μl 

 Mischen von 9 μl PCR-Produkt und 1 μl Sonde (Sensor- und Anchor-Sonde 1:1, s. 

Anhang) in einer LightCycler-Kapillare 

 Kurz zentrifugieren 

 LightCycler-Programm: 

4 x            { 95° C  20 s  Denaturierung 

40° C  10 s  Annealing 

95° C  20 s  Denaturierung } 

 schrittweise Erhöhung der Temperatur von 40° C auf 95° C 

 

Nachdem mehrere verschiedene Rezepte für das Verhältnis von PCR-Produkt und Sonden getestet 

wurden, sind die Messungen mit neuen Sonden nach dem beschriebenen Vorgehen durchgeführt 

worden. Diese Untersuchungen wurden im Rahmen der Bachelor-Arbeit von Katja Ritz fortgeführt. 

Die PCR-Produkte wurden in dem LightCycler-Programm kurz denaturiert, anschließend wurde die 

Temperatur unter die Anlagerungstemperatur der Sonden (40° C) gesenkt. Die Sonden konnten 

sich dann spezifisch an die einzelstängige DNA anlagern. Wurde der Schmelzpunkt nach 

schrittweiser erfolgter Temperaturerhöhung erreicht, war ein Abfallen der Fluoreszenz aufgrund 

der Lösung der Hybridisierung von Nukleinsäure und Sonde festzustellen. Die 

Fluoreszenzmessung des LightCyclers nach dem Prinzip des FRET ist unter Punkt 2.2.3.2. 

erläutert. Im Falle einer Punktmutation im Hybridisierungsbereich der Sonden würde der 

Schmelzpunkt niedriger als normal liegen. Dies erklärt sich durch die schwächere Bindung der 

Sonde in diesem Bereich, wodurch weniger Energie zum Ablösen der Sonde nötig ist. Die Sonden 
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enthielten an entsprechender Stelle die Base C, so dass im Falle des Vorhandensein eines G die 

Sonde stärker an die DNA gebunden wurde und deshalb eine höhere Schmelztemperatur gemessen 

wurde. 

2.2.10. Sequenzierung 

Die Sequenzierung erfolgte nach dem Prinzip des Didesoxy- oder Kettenabbruchverfahrens 

(Sanger et al., 1977). Diese enzymatische Methode beruht auf dem Einbau von 

Didesoxynukleotiden, die am C3-Atom nur ein Wasserstoff-Atom tragen. Wird durch die Taq-

Polymerase ein Didesoxyribonukleotid-Triphosphat eingebaut, ist keine Kettenverlängerung mehr 

möglich, da die zur Polymerisation nötige freie 3’-Hydroxylgruppe fehlt. Benutzt wurde ein 

vorgefertigtes System (Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit) der 

Firma Amersham Biosciences. Pro Sequenz wurden vier verschiedene Reaktionen (entsprechend 

den vier möglichen Nukleotiden) durchlaufen. In die vier Reaktionsansätze wurde zu dem Gemisch  

aus Desoxynukleotiden (dNTPs) jeweils eine Didesoxynukleotid-Form (ddNTPs) zugefügt. Die 

geleluierten PCR-Produkte (doppelsträngige DNA) wurden denaturiert und danach konnte der 

sequenzspezifische, fluoreszenzmarkierte Primer binden. Durch die Aktivität der DNA-Polymerase 

wurde der Einzelstrang entsprechend der komplementären Basen aufgefüllt, bis zufällig ein 

komplementäres ddNTP anstatt des dNTPs eingebaut wurde. Damit wurde ein Kettenabbruch 

verursacht. Bei der nachfolgenden elektrophoretischen Auftrennung der Fragmente ihrer Größe 

nach in dem denaturierenden Polyacrylamidgel erfolgte eine Detektion über Laser. Das 

Plattensequenziergerät, dass verwendet wurde (LI-COR Long Read IR2-DNA-Sequenzierer), kann 

mit Hilfe von zwei Infrarotlasern bei 700 und 800 nm simultan Informationen aufnehmen 

(Duolaser). Dadurch war es möglich, die Sequenzierung des Vorwärts- und Rückwärts-Stranges 

gleichzeitig mit unterschiedlich markierten Primern in einem Ansatz durchzuführen, um detektierte 

Mutationen auf der Sequenz des Gegenstranges zu bestätigen. 

Vorgehen bei der Sequenzierreaktion: 

 Ansatz Mastermix: 

 DNA        2-10 µl 

 M13F-Primer, IRD700-markiert, 2 µM                1,5 µl 

 M13R-Primer, IRD800-markiert, 2 µM                1,5 µl 

 dH2O             ad   17,0 µl 

 Verteilen von je 3,9 µl Mastermix auf 4 Reaktionsgefäße 

 Zugabe von je 2 µl A-, T-, G-, C-Reagenz (aus Kit) pro Probe 

 Amplifikation mit Kettenabbruch unter folgenden Bedingungen: 

94° C 2 min // 30 Zyklen mit 94° C 30 s, 58° C 30 s, 72° C 30 s // 72° C 10 min // 

4° C als Endtemperatur 

 Zugabe von je 4 µl Ladepuffer (aus Kit) 
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3. Ergebnisse 

(1) Für das Parkin-Gen wurde eine Methode zur Detektion von Einzelbasen-Substitutionen, kleinen 

Insertionen und Deletionen an dem WAVE-System (Transgenomics) etabliert. Weiterhin wurde in 

einer großen PS-Patientengruppe und einer dazu passenden Kontrollgruppe die Untersuchung des 

Core-Promotors des Parkin-Gens am LightCycler optimiert (3.1.). Es wurden drei verschiedene 

Patientenkollektive auf Mutationen im Parkin-Gen getestet, wobei zwei Gruppen mittels 

konventioneller Mutationsanalyse (SSCP-Analyse und Sequenzierungen) und eine Kontrollgruppe 

im Rahmen eines Pilotprojekts per Denaturing High Performance Liquid Chromatography 

(dHPLC) am WAVE-System (Transgenomics) untersucht wurden (3.2.).  

(2) Das zweite Gen (DJ-1-Gen) wurde mit seinen sechs kodierenden Exons (Exon 2, 3, 4, 5, 6, 7) 

mittels quantitativer PCR am LightCycler auf größere Exon-Deletionen oder -Duplikationen 

getestet. Es wurden insgesamt 66 Patienten untersucht (3.3.). 

(3) Das dritte der untersuchten Gene, das NR4A2-Gen, wurde auf Mutationen bei Patienten mit 

positiver Familienanamnese für ein PS mittels Sequenzierung des ersten Exons untersucht (3.5.). 

 

3.1. Etablierung und Optimierung von Methoden 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde neben den konventionellen qualitativen Methoden zur 

Detektion von Mutationen, zu denen die Single-Strand Conformation Polymorphism (SSCP)-

Analyse und die Sequenzierung gehört, eine neue Methode mit hoher Sensitivität und hoher 

Zuverlässigkeit zur Detektion von Mutationen sowie Einzel-Nukleotid-Polymorphismen 

angewandt (Marsh et al., 2001). Es handelt sich um die denaturierende Hochleistungs-Flüssigkeits-

Chromatographie (dHPLC)-Analyse, die am WAVE-System (Transgenomics) zur Untersuchung 

des Parkin-Gens etabliert wurde.  

3.1.1. Etablierung der dHPLC-Methode am WAVE-System 

DNA-Veränderungen in Form von Einzelbasen-Substitutionen, kleinen Deletionen oder Insertionen 

können mit konventionellen Methoden (SSCP-Analyse) dargestellt werden, welche jedoch 

zeitaufwendig und anfällig für äußere Einflüsse (wie Temperatur, Druck, Lichteinfall) sind. Um ein 

möglichst effizientes und sensitives Mutations-Screening durchführen zu können, wurden im 

Rahmen dieser Arbeit die Laufbedingungen für Parkin-Gen-Messungen mittels Denaturing High 

Performance Liquid Chromatography (dHPLC) am WAVE-System (Transgenomics) etabliert. 

Dazu wurde für jedes einzelne Exon des Parkin-Gens eine Methode mit optimaler 
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Schmelztemperatur (Tm-Wert), abhängig von der Größe und der Sequenz der DNA-Fragmente, für 

die Messung am WAVE-System entwickelt.  

Zunächst einmal mussten einige Kriterien zur Herstellung geeigneter DNA-Amplicons, die 

möglichst frei von Polymerase-induzierten Fehlern und Nebenprodukten sein sollten, beachtet 

werden. Das Amplicon-Design konnte bei bekannter Sequenz der Parkin-Exons mithilfe der 

WAVEMAKER
TM

-Software (Transgenomic) durchgeführt werden.  

Um eine optimale Analyse am WAVE-System durchführen zu können, sollten die Amplicons nicht 

viel größer als 700 bp sein und möglichst wenige Schmelzbereiche aufweisen, die vollständig 

aufschmelzen. Bei größeren Fragmenten mit verschiedenen Schmelzbereichen musste daher die 

Messung bei mehreren Temperaturen durchgeführt werden, um eine sichere Detektion entlang des 

gesamten Fragments zu gewähren. Wenn die Schmelzbereiche in einem Fragment mehr als 5° C 

voneinander entfernt waren, musste dieses Fragment mit kleineren Amplicons neu entworfen 

werden.  

Nachdem die Zielsequenz für das Amplicon feststand, konnten geeignete Primer für die PCR 

ausgewählt werden. Die Primer sollten nicht näher als 30 - 50 bp vom Ende der Sequenz ansetzen, 

sollten ungefähr 18 - 30 bp lang sein und etwa 45 - 60 % Guanin- und Cytosinbasen enthalten. 

Innerhalb eines Primer-Paares sollte die Differenz der Schmelztemperaturen (Tm) 2° C nicht 

überschreiten. Bei den Primern war darauf zu achten, dass sie untereinander und zu sich selbst 

nicht komplementär waren. Für die Exons 3, 6, 8 und 10 des Parkin-Gens wurden neue Primer 

entworfen, die übrigen Exons wurden mit den bisher für die SSCP-Analyse verwendeten Primern 

amplifiziert.  

Bei bekannter Schmelztemperatur (Tm) der Primer konnten die Annealing-Temperaturen für die 

einzelnen Exons kalkuliert werden. Die Annealing-Temperaturen der PCR für WAVE-Messungen 

und SSCP-Analyse unterschieden sich bei den meisten Exons des Parkin-Gens aufgrund des 

veränderten PCR-Ansatzes (s. Anhang). Die Exons 3, 5, 6, 9 und 12 hatten eine Annealing-

Temperatur von 61° C; bei Exon 2 und 11 fand die Anlagerung bei 65° C statt und im Exon 4, 7 

und 10 bei 59° C. Die Annealing-Temperatur von 55° C für das Exon 8 entsprach der Temperatur 

bisheriger PCR-Experimente für die SSCP-Analyse.  

Um die Qualität der Auftrennung der DNA-Produkte im relevanten Bereich für die 

Mutationsanalyse beurteilen zu können, wurden vor jeder Messung von DNA-Proben Standards 

gemessen. Der WAVE-Low-Range-Standard enthielt ein Gemisch von Heteroduplex-DNA und 

Homoduplex-DNA; die optimale Auftrennung dieser Fragmente lag bei 56° C (Tm) (s. Abb. 2.3.). 

Für den Bereich bis 75° C wurde der WAVE-High-Range-Standard verwendet, bei dem die 

optimale Auftrennung der Duplex-Formationen bei 72° C (Tm) lag.  

Alle Messungen des Parkin-Gens am WAVE-System lagen in dem Bereich zwischen 54,6° C und 

68° C Schmelztemperatur (Tm). Um Mutationen in den einzelnen Exons sicher zu detektieren und 

keine Schmelzbereiche zu übergehen, wurde bei mehreren Temperaturen gemessen. Im Laufe der 

Messungen stellten sich die relevanten Schmelzbereiche anhand von bekannten Mutationen und 



39 

 

Polymorphismen (Positiv-Kontrollen) heraus. Auf der folgenden Abbildung ist solch ein 

Schmelzbereich mit Messkurven exemplarisch für das Exon 11 des Parkin-Gens gezeigt. 

 

 
Abbildung 3.1.: Chromatogramm eines Polymorphismus im Parkin-Exon 11 am WAVE-System 

Anhand der unterschiedlichen Kurven kann man Wildtyp und Polymorphismus (1281G/A) unterscheiden. 

Der Polymorphismus (Heteroduplex-DNA) weist zwei Peaks auf, da mutierte DNA und Wildtyp-DNA 

zeitversetzt detektiert werden. Es handelt sich um PCR-Produkte des Exon 11 des Parkin-Gens, gemessen bei 

62° C (Tm). 

 

Bei der Messung des Exon 11 wurden vier unterschiedliche Temperaturen gewählt (56,8° C, 58° C, 

60° C und 62° C). Mit den Messkurven für die ersten beiden Temperaturen konnte der 

Polymorphismus nicht sicher von den Kurven für den Wildtyp unterschieden werden, jedoch stellte 

er sich bei 60 und 62° C eindeutig dar. In Zukunft können Messungen zum Screening dieses Exons 

kosten- und zeitsparend bei einer dieser Schmelztemperaturen durchgeführt werden.  

Für jedes Exon wurden die durch SSCP-Analyse und Sequenzierung ermittelten Positiv-Kontrollen 

und Polymorphismen amplifiziert und am WAVE-System gemessen, um einerseits die Methode zu 

überprüfen und andererseits Kontrollen und DNA-Proben der Patienten vergleichen zu können. Nur 

im Falle der eindeutigen Darstellung der Mutation einer Positivkontrolle oder des bekannten 

Polymorphismus wurden die Kurven der Patienten als unauffällig beurteilt oder bei Auffälligkeit 

weiterhin durch Sequenzierung untersucht. 

In der folgenden Tabelle sind für jedes Exon des Parkin-Gens die Temperaturbereiche angegeben, 

in denen sich Positivkontrollen und Polymorphismen als auffällig (s. Abb. 3.1.) darstellten, wobei 

in jedem Fall bei zwei bis sechs Temperaturen gemessen wurde, um jeden Schmelzbereich sicher 

zu detektieren. Anhand dieser ermittelten Schmelztemperaturen können für jedes Parkin-Exon ein 

oder zwei Temperaturen aus dem jeweiligen Bereich für weitere Messungen am WAVE-System 

ausgewählt werden. 
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Tabelle 3.1.: Schmelztemperaturen der Parkin-Exons am WAVE-System  

Bei den aufgeführten Temperaturen konnte ein abweichendes Kurvenmuster für Positivkontrollen und 

Polymorphismen detektiert werden. Diese Temperaturen entsprechen den Schmelztemperaturen, die zur 

Auftrennung in Homo- und Heteroduplex-DNA notwendig sind. 

 

Parkin-Exon 
Schmelztemperaturen zur Detektion von 

Sequenzabweichungen 

 1   

2 61,5° C - 64° C 

3 55,5° C - 63° C 

4 56,2° C - 63,2° C 

5 54,6° C - 58,5° C 

6 56,5° C - 59,7 

7 60,1° C - 61,6° C 

8 58,4° C - 59,2° C 

9 58,4° C - 65,7° C 

10 59,9° C - 60,6° C 

11 60° C - 62° C 

12 66° C - 68° C 

 

3.1.2. Optimierung der Analyse von Polymorphismen im Core-Promotor 

des Parkin-Gens 

Bei Untersuchungen des Parkin-Promotors konnten neun Polymorphismen identifiziert werden. In 

Zellkulturexperimenten wurde gezeigt, dass zwei dieser Promotor-Polymorphismen [-258T/G und -

227A/G] Einfluss auf die Genexpression haben (West et al., 2002). Für die Häufigkeit des 

Polymorphismus [-258T/G] wurden signifikante Unterschiede bei PS-Patienten und Kontrollen 

entdeckt, daher wurde dieser Polymorphismus mit der Pathogenese des PS in Verbindung gebracht 

(West et al., 2002). Um die Rolle dieses Polymorphismus zu verstehen und seine Frequenz bei 

europäischen Patienten und Kontrollen zu bestimmen, wurde der Core-Promotor des Parkin-Gens 

für die vorliegende Arbeit bei 116 Parkinson-Patienten und 128 Kontrollen untersucht. 

3.1.2.1. Verdau mit Restriktionsenzymen 

Per Gelelektrophorese der über Nacht mit Enzym inkubierten PCR-Produkte konnten die 

Bandenmuster für das [-258G/G]-Allel (homozygoter Polymorphismus), das [-258T/G]- Allel 

(heterozygoter Polymorphismus) und das [-258T/T]-Allel (Wildtyp) nicht ausreichend voneinander 

unterschieden werden. Die folgende Abbildung zeigt die Ergebnisse dieser Untersuchung. 
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Abbildung 3.2.: Agarosegele mit unverdauten und verdauten PCR-Produkten 

A) Agarosegel mit PCR-Produkten vor Verdau mit Enzymen. In Kammer 1-6 wurde Patienten-DNA 

aufgetragen, in Kammer 7 H2O und in Kammer 8 die 100bp-Leiter. B) Nach dem Enzym-Verdau ließen sich 

drei unterschiedliche Bandenmuster voneinander abgrenzen und jeweils einer Allelvariante zuordnen. Jedoch 

waren die Ergebnisse nach Sequenzierung nicht in allen Fällen reproduzierbar. 

 

Um eine bessere Auftrennung der Banden zu erreichen, wurden die mit Enzym inkubierten PCR-

Produkte auf ein nicht denaturierendes Polyacrylamid-Gel aufgetragen und elektrophoretisch 

aufgetrennt. Hierbei wurden jedoch nach mehrmaliger Modifizierung der Methode schlechtere 

Ergebnisse als bei der Elektrophorese des Agarosegels erzielt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.2.2. Sequenzierung des Core-Promotors 

Durch Sequenzierung der PCR-Produkte, die auf dem Agarosegel ein unterschiedliches Muster 

zeigten, konnten die drei unterschiedlichen Allelvarianten (-258G/G, -258T/T und -258G/T) 

dargestellt werden. Um die insgesamt 244 Probanden zügig auf die Polymorphismen zu testen, 

wurden daraufhin Messungen am LightCycler durchgeführt. 

 

Abbildung 3.3.: SSCP-Gel mit 

verdauten PCR-Produkten 

SSCP-Gel nach 6-stündiger 

Gelelektrophorese der mit  

Restriktionsenzymen inkubierten PCR-

Produkte. Die Qualität der 

Bandenauflösung konnte durch weitere 

Experimente mit Veränderungen der 

Laufbedingungen nicht verbessert 

werden. 
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3.1.2.3. Schmelzkurven am LightCycler 

Mit der unter 2.2.9. aufgeführten Methode ließ sich der von West et al. beschriebene 

Polymorphismus [-258T/G] sowie die zwei anderen möglichen Allele anhand von drei 

unterschiedlich Mustern der Schmelzkurven detektieren.  

 

 

 

Abbildung 3.5.: LightCycler-Bildschirm 

mit drei unterschiedlichen Schmelzkurven (x-

Achse: Temperatur in °C; y-Achse: 

Fluoreszenz -d (F2)/dT). Das erste Signal 

wurde bei einer Temperatur von 57°C 

gemessen, das zweite bei etwa 65°C. a) 

Patient L-683 mit dem Wildtyp [-258T/T]; b) 

Patient L-473 mit heterozygotem Pol. [-

258T/G]; c) Patient L-829 mit homozygotem 

Pol.[ -258G/G]. 

 

Abbildung 3.4.: Sequenzausschnitt des 

Parkin-Gen-Promotors 

Durch Sequenzierung wurden die möglichen 

DNA-Varianten exemplarisch für 3 

Individuen (kodiert durch L-Nummern) 

dargestellt. Der Patient L-836 ist Träger des 

Polymorphismus [-258 T/G]. Die Sequenz 

wird von oben nach unten (5’3’ Richtung) 

abgelesen, die polymorphe Stelle ist durch 

einen Pfeil gekennzeichnet. 
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Die Schmelztemperatur (Tm) des nicht mutierten T-Allels lag bei 57° C, hier wurde ein 

Fluoreszenzsignal für die DNA von Patienten mit dem Wildtyp erwartet. Das zweite 

Fluoreszenzsignal lag ca. 8° C höher, bei einer Temperatur von 65° C, da die verwendete Sonde 

stärker an das mutierte G an Position 258 gebunden hatte. Bei der zweiten Schmelztemperatur 

wurden daher die Patienten mit mutiertem G-Allel detektiert. Im Falle eines Signals bei 57° C und 

eines Signals bei 65° C (s. Abbildung 3.5.) handelte es sich um den heterozygoten Polymorphismus 

-258T/G. Mit dieser Methode konnten alle drei Allelvarianten sicher und zügig detektiert werden 

und die Ergebnisse der Sequenzierung bestätigt werden. Die Schmelzkurven-Untersuchungen am 

LightCycler wurden im Rahmen einer anderen Arbeit fortgeführt, nachdem durch eigene 

Experimente PCR- und Messbedingungen erarbeitet wurden. 

 

3.2.  Mutations-Screening des Parkin-Gens 

Es wurden bei insgesamt 148 PS-Patienten und 20 Kontrollen die zwölf Exons des Parkin-Gens auf 

Mutationen untersucht. Die Untersuchung des Parkin-Gens erfolgte einerseits mit konventionellen 

Methoden wie SSCP-Analysen und Sequenzierungen, andererseits mit Denaturing High 

Performance Liquid Chromatography (dHPLC) am WAVE-System und mit quantitativen 

Messungen zur Gendosisbestimmung am LightCycler. Weiterhin wurde der Core-Promotor des 

Parkin-Gens bei einer Gruppe von 116 Parkinson-Patienten und 128 Kontrollen mit 

Schmelzkurven-Messungen am LightCycler auf das Vorhandensein von Polymorphismen 

untersucht. 

3.2.1. Parkin-Screen von Patienten mit PS frühen Beginns 

Die Stichprobe setzt sich aus 87 PS-Patienten mit einem frühen Erkrankungsbeginn (EOPD), 

darunter 24 Patienten mit THS, zusammen. Der Anteil der Männer betrug in dieser Gruppe 53 % 

(46/87) und die Frauen machten 45 % (39/87) der Stichprobe aus. Bei zwei Patienten war das 

Geschlecht nicht bekannt. Das mittlere Erkrankungsalter lag bei 39,5 +/- 7,3 Jahren. Eine positive 

Familienanamnese konnte nur bei zwei Patienten festgestellt werden. Die Tabelle 7.1. im Anhang 

fasst die klinischen Daten zusammen. 

3.2.1.1. SSCP-Analyse und Sequenzierung 

Das Screening von Einzelbasen-Substitutionen, kleinen Insertionen und Deletionen wurde im 

Rahmen dieser Arbeit mithilfe von SSCP-Untersuchungen der zwölf Parkin-Exons durchgeführt. 

Neun THS-Patienten wurden mit Hilfe des WAVE-Systems untersucht (Bachelor-Arbeit P. Seibler). 

Bei Vorhandensein auffälliger Ergebnisse schloss sich die Sequenzierung des jeweiligen Bereiches 

an. Die SSCP- und WAVE-Untersuchung sowie Sequenzierungen erbrachten folgende Ergebnisse: 
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In den zwölf Exons des Parkin-Gens wurden mit den Methoden zur Detektion qualitativer Gen-

Veränderungen sechs verschiedene Mutationen bei sechs Patienten identifiziert.  

Bei Patientin L-1522 konnte im Exon 7 eine Punktmutation detektiert werden. Die Mutation zeigte 

sich in einem abweichenden Kurvenmuster per dHPLC am WAVE-System (Abb. 3.6.). In der 

Sequenzierung konnte an Position 867 eine heterozygote Transition von Thymin nach Cytosin 

(867C/T) ausfindig gemacht werden. 

 

 

Abbildung 3.6.: Auszug eines Chromatogramms nach Messung am WAVE-System 

Detektion einer Mutation im Exon 7 [het. 867C>T] bei der Probe L-1522. Im Vergleich dazu das 

Kurvenmuster zweier Patienten-Proben (L-250 und L-1357) ohne Mutation. Bei den Messungen im Exon 7 

wurden 5 verschiedene Temperaturen getestet (56,8° C, 59,1° C, 60,1° C, 61,6° C, 63° C). Die Mutation war 

am deutlichsten bei 61,6° C (s. dieser Auszug) zu erkennen. 

 

Die Punktmutation [924C>T] fand sich bei zwei Patienten (AE34, T2). Es wurden vier kleine 

Deletionen detektiert. Die Mutation [256delA] wurde einmal nachgewiesen (MIN4827). Zusätzlich 

wurde bei diesem Patienten (MIN4827) im Exon 3 die Mutation [438-77del] identifiziert. Patient 

AE 142 wies die Mutation [501-3delCCA] im Exon 3 auf. Im Exon 9 konnte die Mutation [1142-

3del] bei Patient T1 gefunden werden. Die detektierten Sequenzveränderungen sind in Tabelle 

3.2.a zusammengefasst. 

Im Intron 2 konnte der in der Abbildung 3.7. dargestellte Polymorphismus [IVS2+25T/C] 

nachgewiesen werden (L-210, L-262, L-424, L-1163, L-1296, L-1297, L-1356). Bei der Probe L-

1385 fand sich an Position 35 im Intron 2 eine Transition von Adenin nach Guanin, welche dem 

Polymorphismus [IVS2+35A/G] entspricht. Bei der Probe L-853 wurde der intronische 

Polymorphismus [IVS3-20A/G] detektiert. Der Polymorphismus [601G/A] des Parkin-Exons 4 

fand sich bei einem Patienten (L-1120). Eine Bandenverschiebung im Sinne des Polymorphismus 

[1239G/C] des Exon 10 wurde bei sechs Parkinson-Patienten mit frühem Beginn detektiert (L-319, 

L-425, L-1356, L-1369, 9158, 9170).  

Die Untersuchung von neun THS-Patienten am WAVE-System ergab folgende Ergebnisse: 

Es wurden drei bekannte Polymorphismen in Introns entdeckt. Bei drei Patienten (L-250, L-1522, 

L-1529) wurde der Polymorphismus [IVS2+25T/C] und bei fünf Patienten (L-1357, L-1517, L-

1521, L-1522, L-1549) der im Intron 7 befindliche Polymorphismus [IVS7-35A/G] nachgewiesen. 

Der Polymorphismus [1239G/C] des Parkin-Exons 4 fand sich bei der Probe L-1549.  

Tabelle 3.2.b fasst alle detektierten Polymorphismen zusammen. 
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Abbildung 3.7.: SSCP-Gel und Sequenzausschnitt eines Polymorphismus im Parkin-Exon 2 

A) SSCP-Gel des Exon 2 mit dem Bandenmuster eines Polymorphismus bei L-262, L-424 und L-1163. B) 

Die Sequenzierung der Probe L-1163 zeigt den intronischen Polymorphismus [IVS2+25T/C] mit einer 

heterozygoten Transition von Thymin nach Cytosin (Pfeilmarkierung). 

 

 

Tabelle 3.2.: Auflistung der im Parkin-Gen detektierten Sequenzabweichungen 

in Form von a) Mutationen und b) Polymorphismen sowie deren Auswirkung aufs Protein 

(Aminosäurenaustausch) und die Anzahl der Betroffenen EOPD-Patienten. 

 

a) 

Lokalisation 
Sequenzabweichung 

(DNA-Ebene) 

AS-Austausch 

(Proteinebene) 

Anzahl der Betroffenen 

(Labornummer) 

Exon 2 256delA Asn52/Stop80 1 (MIN4827) 

Exon 3 438-77del Leu112/Stop163 1 (MIN4827) 

Exon 3 501-3delCCA unbekannt 1 (AE142) 

Exon 7 867C>T Arg256Lys 1 (L1522) 

Exon 7 924C>T Arg275Trp 2 (AE34, T2) 

Exon 9 1142-1143delGA Gln357/Stop368 1 (T1) 

 

b) 

Lokalisation 
Sequenzabweichung 

(DNA-Ebene) 

AS-Austausch 

(Proteinebene) 
Anzahl der Betroffenen 

Intron 2 IVS2+25T/C  keiner 10  

Intron 2 IVS2+35A/G  keiner 1 

Intron 3  IVS3-20A/G  keiner 1 

Exon 4 601G/A  Ser167→Asn 2 

Intron 7  IVS7-35A/G  keiner  5  

Exon 10 1239G/C  Val380→Leu 6 
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3.2.1.2. Gendosis-Untersuchungen 

Es wurden sieben verschiedene Exon-Deletionen bei sechs verschiedenen Patienten identifiziert, 

die in nachstehender Tabelle aufgelistet sind. 

 

Tabelle 3.3.: Detektierte Exon-Deletionen des Parkin-Gens bei Patienten mit EOPD 

 

Lokalisation Mutation Anzahl der Betroffenen 

(Labornummer) 

Exon 3 Deletion 2 (T1, K1) 

Exon 4 Deletion 1 (L-1605) 

Exon 5 Deletion 1 (T2) 

Exon 7-9 Deletion 1 (L-1523) 

Exon 9 Deletion 1 (L-1606) 

Exon 10 Deletion 1 (K1) 

Exon 11 Deletion 1 (L-1605) 

 

Bei einer Patientin (L-1523) fanden sich im Bereich von drei Exons des Parkin-Gens 

Abweichungen in der Gendosis. Es handelte sich um die Exons 7, 8 und 9, welche jeweils 

homozygot deletiert waren (hom.Ex7-9del). In den Messungen am LightCycler konnte im F2-

Kanal (detektiert Menge an Parkin-Produkt) kein Fluoreszenzsignal gemessen werden, da die 

Anzahl der Parkin-Gen-Allele null betrug. Im F3-Kanal wurden Kurven für die Menge an 

amplifiziertem ß-Globin-Produkt abgebildet, da die zwei Allele des ß-Globin-Gens vorhanden 

waren. Daher ergaben sich für alle drei Exons (Exon 7, 8, 9) Messwerte von null für das Verhältnis 

von amplifizierter Parkin- und ß-Globin-Menge. Bei den übrigen Patienten konnten keine 

Abweichungen in der Parkin-Gendosis festgestellt werden (Abb. 3.8). Es ergaben sich Werte 

zwischen 0,8 und 1,2 in jedem der zwölf Exons, das bedeutet, dass jeweils zwei Allele des Parkin- 

und ß-Globin-Gens vorhanden waren (Tab. 3.4.). 

 

Tabelle 3.4.: Allelanzahl bei Deletionen und Duplikationen und deren Quotient (Messwert) 

 

 Normalfall Homozygote 

Deletion 

Heterozygote 

Deletion 

Heterozygote 

Duplikation 

Homozygote 

Duplikation 

Allelanzahl des  

Ziel-Gens 

 

2 

 

0 

 

1 

 

3 

 

4 

Allelanzahl des 

Referenz-Gens 

 

2 

 

2 

 

2 

 

2 

 

2 

Messwert 0,8 – 1,2 0,0 0,4 – 0,6 1,3 – 1,7 1,8-2,2 
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Abbildung 3.8.: Ergebnisse der Gendosis-Untersuchungen mittels LightCycler. 

A) Angegeben sind die Mittelwerte des Verhältnisses ß-Globin zu Parkin für jedes Parkin-Exon. Bei allen 

Patienten wurden nur Messwerte zwischen 0,8 und 1,2 zur Auswertung herangezogen. Die 

Standardabweichungen sind durch die Fehlerstriche gekennzeichnet. B) Parkin/ß-Globin-Verhältnisse jedes 

der zwölf Exons für die Patientin L-1523 mit einer homozygoten Deletion der Exons 7, 8 und 9 des Parkin-

Gens. 

 

 

3.2.1.3. Zusammenfassung der Mutationsanalyse der Gruppe mit PS frühen Beginns 

Insgesamt wurde bei elf von 87 Patienten eine Mutation entdeckt (12,6 %). Es kamen dreizehn 

verschiedene Mutationen vor, dabei handelte es sich um sechs Punktmutationen und kleine 

Deletionen (46 %) und sieben Gendosis-Veränderungen in Form von Exon-Deletionen (54 %). 

Betrachtet man die Untergruppe der Patienten mit THS gesondert, ergibt sich eine 

Mutationshäufigkeit von 8,3 % (2/24), wobei eine Punktmutation und eine Exon-Deletion 

vorkamen. Die untenstehende Abbildung (Abb. 3.9.) illustriert alle detektierten Mutationen dieser 

Gruppe. 
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Abbildung 3.9.: Lokalisation der identifizierten Parkin-Mutationen. 

Deletionen und Duplikationen ganzer Exons sind oberhalb der Sequenz, Punktmutationen und kleine 

Deletionen sind unterhalb der Sequenz angegeben. Regionen, die für bestimmte Domänen im Protein 

kodieren, sind farbig hervorgehoben. Die Proben-Nummern der Patienten mit den entsprechenden 

Mutationen sind in Klammern angegeben. Die Nummer der Nukloetide richtet sich nach der Benennung der 

cDNA. Die Zahlen über der Sequenz geben die Position der Domänen an (nach Kitada et al., 1998). 

 

3.2.2. Parkin-Screen von Patienten mit PS späten Beginns 

In der vorliegenden Arbeit wurden 61 Index-Patienten mit LOPD per SSCP-Analyse, quantitativer 

PCR am LightCycler und Sequenzierung auf Mutationen in den zwölf Exons des Parkin-Gens 

untersucht. Der Anteil der Frauen betrug 53 % und der Männer 47 %. Das mittlere 

Erkrankungsalter lag bei 61,4 +/- 7,5 Jahren. Tabelle 7.2. (Anhang) fasst die klinischen und 

genetischen Daten der Patienten dieser Gruppe zusammen. 

3.2.2.1. SSCP-Analyse und Sequenzierung 

Zunächst wurden die DNA-Proben der oben aufgeführten Patienten mittels SSCP-Analyse auf 

nicht-denaturierenden Polyacrylamidgelen in allen zwölf Exons des Parkin-Gens auf 

Veränderungen hinsichtlich des Bandenmusters untersucht. Im Falle einer Abweichung vom 

gewöhnlichen Bandenmuster, zum Beispiel in Form von Bandenverschiebungen oder -

verdopplungen, wurden die betroffenen Exons anschließend sequenziert. 

Nach SSCP-Analyse und Sequenzierung ergaben sich folgende Ergebnisse für die Gruppe der 

LOPD-Patienten: 

Es wurden keine Sequenzveränderungen in Form von Mutationen identifiziert. 
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Bei acht (B-145, B-265, L-419, L-662, L-938, L-1091, L-1135, L-1148) der untersuchten Personen 

wurde der bekannte Polymorphismus im Intron 2 des Parkin-Gens detektiert [IVS2+25T/C]. Im 

Intron 3 wurde der Polymorphismus  [IVS3-20A/G] bei neun Personen detektiert (B-98, B-131, B-

139, B-145, B-176, B-177, B-251, B-255, B-265). Ein weiterer Polymorphismus im Parkin-Exon 4 

[601G/A] fand sich bei vier Personen (B-131, B-176, B-251, L-1119), dieser ist in Abbildung 3.10. 

dargestellt. Es handelt sich um einen Basenaustausch von Guanin zu Adenin an Position 601 im 

kodierenden Exonabschnitt. Durch diese Veränderung kommt es zum Aminosäurenaustausch von 

Serin zu Asparagin (Ser167Asn). Die Nukleotidsequenz des Exon 10 wies den Polymorphismus 

[1239G/C] auf. Ein Basenaustausch von Guanin zu Cytosin an Position 1239, der in einem 

Aminosäurenaustausch von Valin zu Leucin resultiert, verursachte eine Bandenverschiebung, die 

bei zehn Proben zu finden war (B-100, B-102, B-198, B-214, B-248, B-252, L-265, L-423, L-1148, 

L-1217).  

In den übrigen Parkin-Exons konnten keine Bandenverschiebungen auf den SSCP-Gelen 

festgestellt werden. Die beschriebenen Polymorphismen traten jeweils heterozygot auf und sind in 

Tabelle 3.5. zusammenfassend dargestellt. 

 

Tabelle 3.5.: Detektierte Polymorphismen des Parkin-Gens bei LOPD-Patienten 

Auflistung der in den Exons und Introns des Parkin-Gens detektierten Polymorphismen bei den 61 

untersuchten LOPD-Patienten, sowie deren Auswirkung auf das translatierte Protein. In der letzten Spalte ist 

die Anzahl der betroffenen Patienten aufgeführt, die die Sequenzabweichung heterozygot tragen. 

 

Lokalisation Polymorphismus (DNA-Ebene) 
AS-Austausch 

(Proteinebene) 
Anzahl der Betroffenen 

Intron 2 IVS2+25T/C keiner 8   

Intron 3 IVS3-20G/A keiner 9   

Exon 4 601G/A Ser167→Asn 4   

Exon 10 1239G/C Val380→Leu 10   
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Abbildung 3.10.: SSCP-Gel und Sequenzausschnitt eines Polymorphismus des Parkin-Exon 4 

A) Ausschnitt aus einem nicht-denaturierenden Polyacrylamidgel zur SSCP-Analyse des Parkin-Exons 4. 

Am unteren Gelrand stellt sich die nicht denaturierte Bande und im oberen Gelbereich das spezifische 

Bandenmuster dar. Die Probe B-251 fällt durch eine Bandenverschiebung auf. Die Positiv-Kontrolle zeigt 

eine Abweichung vom spezifischen Bandenmuster in Form einer Bandenverdopplung. B) Ausschnitt aus 

einem denaturierenden Polyacrylamidgel zur Sequenzierung der auffälligen Probe. Die Sequenzierung zeigte 

eine heterozygote Transition (Pfeilmarkierung) an Position 601. Diese stellt sich als zwei Banden (Adenin 

und Guanin) auf selber Höhe dar, jede Bande entsprechend einem Allel. Es handelt sich um den in Exon 4 

befindlichen Polymorphismus 601G/A. 

3.2.2.2. Gendosis-Untersuchungen 

Es konnte bei einem der 58 Patienten mit PS späten Beginns eine Alteration in der Gendosis 

festgestellt werden. Im Bereich von zwei Exons fanden sich Abweichungen in der Gendosis in 

Form von Deletionen von Exon 3 und Exon 4 des Parkin-Gens. 

Die Deletion der genannten Exons konnte bei der mit 70 Jahren an PS erkrankten Patientin L-1148 

nachgewiesen werden. Der Wert des quantitativen Vergleichs zwischen der amplifizierten DNA-

Menge von ß-Globin und dem dritten Exon des Parkin-Gens lag für die Patientin bei 0,56 (Abb. 

3.11.B). Dieser Wert wurde in zwei weiteren Messungen bestätigt, somit war von einer Deletion 

des besagten Exons in einem der beiden Allele des Parkin-Gens auszugehen. Im Exon 4 fand sich 

ebenfalls eine Abweichung des Verhältnisses amplifizierter ß-Globin- zu Parkin-Menge. Mehrere 

Messungen bestätigten das Ergebnis von 0,57 für das Verhältnis beider Gen-Mengen zueinander, 

welches ebenfalls für eine heterozygote Deletion des Parkin-Exon 4 sprach (s. Abb. 3.11.B).  
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Die Werte des quantitativen Vergleichs von amplifizierter DNA-Menge des ß-Globin-Gens und des 

Parkin-Gens lagen für die übrigen Patienten und das jeweilige Exon zwischen 0,8 und 1,2 (Abb. 

3.11.A). Der Auswertebildschirm der LightCycler-Messungen für das Exon 3 dieses Patienten ist 

im Anhang (Abb. 7.1.) zu finden. 

Zusammenfasssend wurden in der Gruppe der Patienten mit LOPD keine qualitativen Gen-

Veränderungen detektiert. Durch Gendosis-Bestimmungen konnte eine Mutation [Ex3-4del] im 

heterozygoten Zustand detektiert werden (1,6 %). 

3.2.3. Parkin-Screen einer Kontrollgruppe am WAVE-System 

In dieser Gruppe von 20 Probanden, in der neun Individuen männlich, neun weiblich und zwei 

unbekannten Geschlechts waren, sollte die Häufigkeit von Mutationen und Polymorphismen 

innerhalb des Parkin-Gens für gesunde Kontrollen im Rahmen eines Pilotprojektes an der WAVE 

bestimmt werden. Die Frauen hatten ein Durchschnittsalter von etwa 55 Jahren, die Männer von 

etwa 52 Jahren. Dies ergab ein Durchschnittsalter von 53,5 Jahren für die gesamte Kontrollgruppe. 

Die Liste der Kontrollen mit den verfügbaren Daten findet sich im Anhang (Tabelle 7.3.). 

3.2.3.1. Untersuchungen am WAVE-System 

Folgende Ergebnisse wurden mit der Denaturing High Performance Liquid Chromatography 

(DHPLC) am WAVE-System ermittelt: 

Abbildung 3.11.: Ergebnisse der 

Gendosis-Untersuchungen bei 

LOPD 

 A) Abgebildet  sind  die 

Mittelwerte der Verhältnisse 

Parkin zu β-Globin für alle 58 

Indexpatienten. Es wurden nur 

diejenigen Ergebnisse gewertet, 

die nicht auf eine Veränderung 

der Gendosis schließen lassen, d. 

h. Verhältnisse von 0,8 bis 1,2. 

(Die Fehlerstriche sollen die 

Standardabweichung 

wiedergeben.) 

 B) Parkin/ß-Globin Verhältnisse 

jedes der zwölf Exons für den 

Patienten L-1148 mit einer 

heterozygoten Deletion des Exon 

3 und des Exon 4. 
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Der intronische Polymorphismus [IVS2+25T/C] wurde bei sieben Personen detektiert (L-1593, L-

1750, L-1752, L-1757, L-1758, L-1761, L-1764). Im Intron 3 konnte der Polymorphismus [IVS3-

20G/A] zweimal (L-1596, L-1758) gemessen und durch Sequenzierung bestätigt werden. Bei sechs 

Personen (L-1593, L-1754, L-1756, L-1757, L-1759, L-1761) konnte der Intron 7-Polymorphismus 

[IVS7-35A/G] nachgewiesen werden. Im gleichen Intron wurde der Polymorphismus [IVS7-

68G/C] bei zwei Personen (L-1754, L-1762) detektiert. Der Polymorphismus [1239G/C] des Exons 

10 wurde bei zwei Personen (L-1592, L-1757) detektiert. Abbildung 3.12. zeigt das Ergebnis der 

WAVE-Messung und der anschließenden Sequenzierung. Ein weiterer Polymorphismus fand sich 

im Exon 11. An Position 1281 kam es bei vier Personen (L-1752, L-1755, L-1756, L-1763) zum 

Basenaustausch von Guanin und Adenin. 

 

Tabelle 3.6.: Zusammenfassung aller detektierten Sequenzabweichungen in Form von Polymorphismen in 

der Kontrollgruppe 

 

Lokalisation Polymorphismus (DNA-Ebene) 
AS-Austausch 

(Proteinebene) 
Anzahl der Betroffenen 

Intron 2 IVS2+25T/C keiner 7  

Intron 3 IVS3-20G/A keiner 2  

Intron 7 IVS7-35A/G  keiner 6  

Exon 10 1239G/C Val380→Leu 2  

Exon 11 1281G/A Asp394→Asn 4  

 

 
Abbildung 3.12.: Chromatogramm und Sequenzausschnitt eines Polymorphismus des Parkin-Exon 10 

A) Chromatogramm mit abweichendem Kurvenmuster der Probe L-1592 im Exon 10. B) Ausschnitt aus dem 

Sequenzgel der Probe L-1592 mit dem detektierten Polymorphismus [1239G/C]. 
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3.2.3.2. Gendosis-Untersuchungen 

Bei einer gesunden Kontrolle (L-1764) konnte eine Duplikation von Exon 2 des Parkin-Gens im 

heterozygoten Zustand detektiert werden (Abb. 3.13.). Bei den übrigen Kontrollen wurden keine 

weiteren Gendosis-Alterationen detektiert. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2.4. Die Polymorphismus-Analyse des Core-Promotors 

Das mittlere Erkrankungsalter der 116 Patienten lag bei 47 Jahren, somit handelte es sich um 

Patienten mit PS frühen Beginns (EOPD). Die Kontrollgruppe bestand aus 128 nicht an PS 

erkrankten Personen aus dem Raum Lübeck. In Alter und Geschlecht stimmten Patienten- und 

Kontrollgruppe überein.  

3.2.4.1. Ergebnisse der Schmelzkurven-Untersuchungen 

Durch die Schmelzkurvenanalyse am LightCycler wurden folgende Ergebnisse, die detailiert im 

Anhang unter Tabelle 7.4. zu finden sind, erzielt: 

Von den 116 Parkinson-Patienten konnten 35 als heterozygote Träger des Polymorphismus [-

258T/G] identifiziert werden. In der Kontrollgruppe von 128 Personen wiesen 45 Personen diesen 

Genotypen auf. Dies entspricht einem Anteil von 30 % der Patienten mit [-258T/G]-Allel 

gegenüber 35 % der Kontrollen mit [-258T/G]-Allel. 

Das Wildtyp-Allel [-258T/T] wurde bei 77 Patienten (66 %) und bei 78 Personen der 

Kontrollgruppe (61 %) gefunden. 

 

Bei 4 von 116 Patienten (3 %) fand sich der homozygote Polymorphismus [-258G/G]. In der 

Kontrollgruppe kam dieser Genotyp bei 5 Personen (4 %) vor.  

Es konnten somit keine signifikanten Unterschiede (p>0,05) für die Patienten- und Kontrollgruppe 

festgestellt werden. 

Kontrolle L-1764
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Abbildung 3.13.: Schema von 

Parkin/ß-Globin-Verhältnissen bei 

einer heterozygoten Duplikation 

des Parkin-Exon 2 

Parkin/ß-Globin Verhältnisse jedes 

der zwölf Parkin-Exons für die 

Kontrolle L-1764 mit einer 

heterozygoten Duplikation des 

Exon 2 des Parkin-Gens (Ergebnis 

aus einer von mehreren 

Messungen). 
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Tabelle 3.7.: Genotypen des Parkin-Promotors 

Anzahl der jeweiligen Genotypen des Parkin-Promotors in der Gruppe der 116 an Parkinson erkrankten 

Patienten und der 128 Kontrollen. 

 

  T/G T/T G/G 

Patienten 35 77 4 

Kontrollen 45 78 5 

 

3.3. Untersuchungen am DJ-1-Gen 

Der zweite Teil der Doktorarbeit befasst sich mit der Häufigkeit von Sequenzabweichungen im DJ-

1-Gen. Da während der Zeit der experimentellen Arbeiten am Parkin-Gen vermehrt Publikationen 

über Mutationen in dem mit PS frühen Beginns (EOPD) assoziierten Gen beschrieben wurden 

(Bonifati et al., 2003; Hedrich et al., 2004), fiel das Interesse auf dessen Untersuchung. Die 

Abbildung 1.4. in der Einleitung zeigt die genomische Struktur des DJ-1-Gens. 

3.3.1. Patienten mit Parkinson-Syndrom frühen Beginns 

Es wurden 71 Patienten am LightCycler auf quantitative DNA-Veränderungen im DJ-1-Gen 

untersucht. Alle Patienten wurden ebenfalls auf Mutationen im Parkin-Gen getestet (Tab. 7.1.) und 

im Rahmen einer anderen Doktorarbeit (Frau Dr. N. Schäfer) am WAVE-System auf 

Punktmutationen im DJ-1-Gen untersucht. Die Gruppe setzte sich aus 37 Männern (52 %), 32 

Frauen (45 %) und 2 Patienten unbekannten Geschlechts (3 %) zusammen. Das mittlere 

Erkrankungsalter lag in dieser Gruppe bei 32,2 +/-8,5 Jahren.  

3.3.1.1. Gendosis-Untersuchungen 

Es wurden die sechs kodierenden Exons (Exon 2, 3, 4, 5, 6, 7) des DJ-1-Gens per quantitativer 

PCR am LightCycler gemessen. Abweichungen in Form von Exon-Deletionen fanden sich bei 2 

Patienten. In diesen zwei Fällen (T1, T5) war das Exon 5 des DJ-1-Gens deletiert. Der Wert für das 

Verhältnis von amplifizierter DJ-1-Menge und ß-Globin-Menge betrug bei Patient T1 0,55 (Abb. 

3.14.) und bei T5 0,58, was in beiden Fällen für eine heterozygote Deletion sprechen würde. Die 

Ergebnisse wurden nach Abschluss dieser Arbeit anhand der MLPA-Methode widerlegt (s. 4.1.2.). 
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Abbildung 3.14.: Schema von DJ-1/ß-

Globin-Verhältnissen bei einer 

heterozygoten Deletion des DJ-1-Exon 5 

Ergebnisse der Gendosis-Untersuchung für 

den Patienten T1. Es sind die DJ-1/ß-

Globin-Verhältnisse für jedes der 6 

kodierenden Exons aufgetragen. Bei dem 

Patienten konnte eine heterozygote Deletion 

des Exons 5 des DJ-1-Gens festgestellt 

werden. 
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3.4. Ergebnisse der Parkin- und DJ-1-Gen-Untersuchungen bei 

PS frühen Beginns im Vergleich 

 

Durch das Parkin-Screen wurden von 87 Patienten mit EOPD elf als Träger einer Mutation im 

Parkin-Gen identifiziert, dies entspricht einer Mutationsfrequenz von 12,6 % für das Parkin-Gen.  

Von diesen 87 Patienten wurden 71 Patienten auf Mutationen des DJ-1-Gens untersucht. Mit Hilfe 

der Analyse am WAVE-System konnte eine Mutation im Intron 5 des DJ-1-Gens [IVS52-12del] bei 

dem Patienten L-1347 gezeigt werden. Es wurden jedoch keine weiteren Mutationen per 

Denaturing High Performance Liquid Chromatography (dHPLC) detektiert. Durch die Gendosis-

Bestimmungen am LightCycler wurden keine Mutationen im DJ-1-Gen aufgedeckt, da es sich wie 

zuvor beschrieben um zwei falsch-positive Werte bei Patient T1 und T5 handelt, die mittels 

multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) als unauffällig bewertet wurden (s. 

4.1.2.). Diese Methode lag zum Abschluss der praktischen Arbeiten für diese Doktorarbeit noch 

nicht vor. 

Die Mutationsfrequenz für das DJ-1-Gen beträgt somit 1,4 % bei einem identifizierten 

Mutationsträger in einer Gruppe von 71 Patienten (1/71). Werden nur die 71 Patienten miteinander 

verglichen, die auf Mutationen in beiden Genen untersucht wurden, ergibt sich für das Parkin-Gen 

eine Mutationsrate von 15,5 % in dieser Gruppe (11/71). 

Die folgende Abbildung verdeutlicht das häufigere Vorkommen von Parkin-Mutationen im 

Vergleich zu DJ-1-Mutationen im selben Patientenkollektiv von PS-Patienten mit EOPD. 

 

 

Abbildung 3.15.: Parkin- und DJ-1-Mutationsträger bei EOPD 

Es sind für die 71 untersuchten PS-Patienten mit EOPD (x-Achse) jeweils die absolute Anzahl der 

betroffenen Mutationsträger (y-Achse) für das Parkin-Gen und das DJ-1-Gen dargestellt. 
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3.5. Untersuchungen am NR4A2-Gen 

Das NR4A2-Gen wurde erst vor einigen Jahren in Zusammenhang mit einem autosomal-dominant 

vererbten PS gebracht. Im Januar 2003 beschrieben Le et al. zwei heterozygote Mutationen im 

Exon 1 des NR4A2-Gens bei Patienten mit familiärem Parkinson. Die Mutationsrate in dieser 

europäisch stämmigen Patientengruppe beträgt 9,3 %.  

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die Frequenz von NR4A2-Mutationen in einer eigenen 

Stichprobe untersucht werden, um somit Hinweise zur Bedeutung dieses Gens in der Pathogenese 

des PS zu erhalten. 

3.5.1. Patienten mit positiver Familienanamnese (FA) 

Es wurden 50 PS-Patienten, in deren Familie es mindestens einen ebenfalls an PS erkrankten 

Verwandten ersten Grades gab, und man somit von einem dominantem Erbgang ausgehen konnte, 

auf Mutationen im NR4A2-Gen getestet. Die Patienten-DNA stammte aus der Neurologischen 

Klinik der Universität Lübeck. Bei allen 50 Patienten wurden Parkin-Mutationen ausgeschlossen. 

Es wurden außerdem Patienten mit einem relativ niedrigen Erkrankungsalter ausgewählt; 52 % der 

Patienten hatten ein Erkrankungsalter von weniger als 40 Jahren, ein Erkrankungsalter zwischen 40 

und 50 Jahren fand sich bei 32 % und 16 % der Stichprobe erkrankten nach dem 50. Lebensjahr. 

Das mittlere Erkrankungsalter aller 50 Patienten lag bei 41,8 +/-11,5 Jahren. Von den untersuchten 

Patienten machten die Frauen 54 % und die Männer 46 % aus. Eine Liste mit Patientendaten und 

den Untersuchungsergebnissen findet sich im Anhang (Tabelle 7.5.). 

3.5.2. Sequenzierungen im NR4A2-Gen 

Um die von Le et al. beschriebenen Mutationen [-245T→G] und [-291Tdel] im Exon 1 des 

NR4A2-Gens zu detektieren, wurden die PCR-Produkte des Exon 1 sequenziert. Mithilfe der 

Sequenzierung eines 305 Basenpaare überspannenden PCR-Produkts konnten in den 100 Allelen 

der 50 Patienten keine Sequenzabweichungen beobachtet werden. Es fand sich weder eine der 

bekannten noch eine neue Mutation. An Position -245 und an Position -291 des Exon 1 des NR4A2-

Gens waren bei allen Patienten jeweils zwei Allele für die Base Thymin (Wildtyp) vorhanden (s. 

Abb. 3.16.).  
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Abbildung 3.16.: Ausschnitte aus Sequenzgelen aus dem Exon 1 des NR4A2-Gens 

A) Gezeigt ist der Vorwärtsstrang (5’→3’Richtung) mit dem Wildtyp-Allel [-245T/T] (mit Pfeil 

gekennzeichnet). Es wurde bei keinem Patienten die Mutation [-245T→G] detektiert. B) Im Rückwärtsstrang 

(3’→5’) befand sich an der mit Pfeil markierten Position -291 in allen 100 untersuchten Allelen die Base 

Adenin, somit war (aufgrund der Komplementarität der Basen) eine Deletion der Base Thymin [-291Tdel] an 

dieser Stelle ausgeschlossen. 
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4. Diskussion 

4.1. Bewertung der Methoden 

4.1.1. Methoden zur Detektion qualitativer DNA-Veränderungen 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde neben den konventionellen qualitativen Methoden zur 

Detektion von qualitativen DNA-Veränderungen, zu denen die Single-Strand Conformation 

Polymorphism (SSCP)-Analyse und die Sequenzierung gehören, eine damals neue Methode 

angewandt. Diese erfasst mit einer Sensitivität von 90-95 % (Eng et al., 2001) und hoher 

Zuverlässigkeit Mutationen sowie Einzel-Nukleotid-Polymorphismen. Es handelt sich um die 

denaturierende Hochleistungs-Flüssigkeits-Chromatographie (dHPLC)-Analyse, die am WAVE-

System (Transgenomics) zur Untersuchung des Parkin-Gens etabliert wurde. Das Prinzip der 

Methode wurde im Methoden-Teil näher vorgestellt. Mit dieser Methode kann man relativ schnell 

eine große Anzahl von Gen-Abschnitten auf Mutationen untersuchen. Dies ist insbesondere bei 

einem großen Gen, wie dem Parkin-Gen, sehr hilfreich. Zu den Einschränkungen dieser Methode 

gehört die hohe Ausfalls-Anfälligkeit des WAVE-Systems. Es dürfen beispielsweise keine PCR-

Zusätze wie Betaine oder Detergentien im System „mitlaufen“. Außerdem ist die Methode relativ 

aufwendig, d. h. es sind mehrere Analyse-Runden mit verschiedenen Temperaturen und Gemischen 

notwendig. Ein weiterer Nachteil sind die verhältnismäßig hohen Kosten der Methode. Mit der im 

Ergebnis-Teil dargestellten Etablierung und Optimierung der Analysebedingungen für das Parkin-

Gen mittels dHPLC konnten gute Ergebnisse im Rahmen der durchgeführten Pilotstudie erzielt 

werden.  

Die SSCP-Analyse stellt ein einfaches und relativ zuverlässiges Verfahren zur Detektion von 

qualitativen Genveränderungen dar. Es ist kostengünstig und eignet sich zum Mutations-Screening 

von großen Stichproben. Die Sensitivität liegt bei 80-90 %. Die Methode wurde im Rahmen der 

vorliegenden Studie zur Untersuchung des Parkin-Gens angewandt. 

Fielen Abweichungen im Bandenmuster bei der SSCP-Analyse oder beim Screening mit dHPLC 

auf, wurde zur Verifizierung die Sequenzierung der Probe durchgeführt. Bei Mutationen im 

heterozygoten Zustand wurden alle kodierenden Exons des Gens untersucht, um weitere 

Mutationen nicht zu übersehen.  

Die Sequenzierung weist eine hohe Sensitivität (100 %) im Vergleich zu den Screening-Verfahren 

auf, ist jedoch aufwändiger und kostenintensiv. Mit dieser Methode wurden in der vorliegenden 

Arbeit ausgewählte Proben und Exons aller drei Gene (Parkin-Gen und Core-Promotor des Parkin-

Gens sowie DJ-1- und NR4A2-Gen) untersucht.  
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Neben den Screening-Verfahren wurde eine Methode zur Darstellung einer bestimmten Variante 

des Core-Promotors des Parkin-Gens angewandt. Da eine große Patientenzahl untersucht werden 

sollte, wurde eine neue Methode zur Detektion eines Polymorphismus mithilfe des LightCyclers 

(RocheDiagnostics) etabliert. Es handelt sich um die Darstellung von Schmelzkurven für PCR-

Produkte wie im Methoden-Teil beschrieben. Es wurden im ersten Arbeitsschritt Sequenzierungen 

verschiedener Proben durchgeführt, um den gesuchten Polymorphismus darzustellen. Mit dieser 

Methode konnten die Proben zuverlässig und schnell untersucht werden, wobei die Ergebnisse der 

Sequenzierungen bestätigt werden konnten.  

 

Nach Entschlüsselung des menschlichen Genoms 2001 wurden neue nicht-Sanger-basierte 

Sequenzierungstechnologien entwickelt, welche es seit einigen Jahren erlauben, kostengünstiger 

und mit hohem Durchsatz zu arbeiten (Tsuji, 2010). Es kommen verschiedene Verfahren wie z. B. 

Pyrosequenzierung, Sequenzierung durch Synthese bzw. Hybridisierung oder Ionen-Halbleiter-

DNA-Sequenzierung zum Einsatz (Mardis, 2008). Die entsprechenden Verfahren werden als 

Sequenzierung der nächsten Generation (next generation sequencing, NGS) bezeichnet und wurden 

bzw. werden aufgrund der immensen Bedeutung der Genforschung rasch weiterentwickelt. Man 

kann entweder eine Exom-Sequenzierung (Sequenzierung aller Protein-kodierenden Regionen) 

oder eine Sequenzierung des gesamten Genoms durchführen. Durch das 1000 Genomes Project 

Consortium wurde 2010 das gesamte menschliche Genom anhand verschiedener Strategien an 

„NGS-Plattformen“ resequenziert. Es konnte ein Datensatz von mehr als 95 % der bis dato 

bekannten Polymorphismen und Mutationen zusammengestellt werden, der als Grundlage für 

genomweite Assoziationsstudien (GWAS) genutzt werden kann. In Bezug auf die Genetik des 

Parkinson-Syndroms ermöglichte die Anwendung von NGS und GWAS in den letzten Jahren die 

Identifizierung von weiteren kausalen und prädisponierenden Genen für die Entstehung eines 

Parkinson-Syndroms (Kumar, Lohmann und Klein, 2012).  

4.1.2. Methoden zur Detektion quantitativer DNA-Veränderungen 

Gendosis-Untersuchungen haben eine große Bedeutung für die Mutationsdetektion, da 

beispielsweise mehr als 50 % der Patienten mit Parkin-Mutationen Exonrearrangements des 

Parkin-Gens aufweisen. Diese Mutationen würden bei einem konventionellen Mutations-Screening 

im heterozygoten Zustand übersehen werden, daher sollten Gendosis-Untersuchungen Bestandteil 

jeden Parkin-Screenings sein (Klein et al., 2003). Quantitative Mutationsanalysen wurden mittels 

einer Echtzeit-PCR am Echtzeit-PCR-Gerät, dem LightCycler durchgeführt. Die Methode wurde in 

der hiesigen Arbeitsgruppe für das Parkin-Gen etabliert (Hedrich et al., 2001) und auf das DJ-1-

Gen ausgeweitet. In der vorliegenden Arbeit wurde die Echtzeit-PCR angewendet, um Gendosis-

Untersuchungen am Parkin-Gen und am DJ-1-Gen durchzuführen. Es handelt sich um eine 
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zuverlässige und schnelle Methode, um große genomische Deletionen und Duplikationen im 

heterozygoten Zustand nachzuweisen.  

Zu den Limitationen zählen wenig zuverlässige Ergebnisse bei Vorhandensein schlechter DNA-

Qualität und hohe Kosten durch verschiedene Zusätze wie Sonden für die unterschiedlichen Exons 

von Gen und Referenz-Gen. Heutzutage kommt die quantitative Echtzeit-PCR größtenteils zum 

Einsatz, um auffällige Ergebnisse von MLPA-Untersuchungen zu validieren.  

Vor einigen Jahren wurde jene neue Methode, die multiplex ligation-dependent probe amplification 

(MLPA), zur Detektion von Exonrearrangements entwickelt (Schouten et al., 2002). Dieses 

Verfahren basiert auf der Amplifikation der Probe initiiert durch das Auftrennen zugefügter 

Oligonukleotide, die zuvor bis zur Zielsequenz hybridisiert waren. Anhand des Amplifikations-

Ergebnisses lassen sich Rückschlüsse auf die Mutation ziehen. In einer MLPA-Reaktion können 

bis zu 45 DNA-Abschnitte parallel untersucht werden. Daher ist das Verfahren sehr gut geeignet, 

um große Populationen von Patienten und Kontrollen zu untersuchen. Außerdem ist es 

kosteneffektiv und sensitiv. Seit der Etablierung dieser Methode konnten umfangreiche Phänotyp-

Genotyp-Korrelationen angestellt werden. 

In einer Studie der Arbeitsgruppe von Prof. Klein konnte bei 20 der 21 vormals per LightCycler 

identifizierten Mutationsträger mit Exonrearrangements die entsprechende Gendosis-Veränderung 

mittels MLPA nachgewiesen werden (Djarmati et al., 2007).  

In der vorliegenden Arbeit wurde bei zwei Patienten das Vorliegen einer Gendosis-Veränderung in 

Form einer heterozygoten Exon-Deletion von Exon 5 des DJ-1-Gens angezweifelt (s. 3.3.1.1.). Bei 

mehreren Messungen am LightCycler wiesen die Ergebnisse zwar in Richtung einer Deletion im 

heterozygoten Zustand (0,5 +/- 20 %), lagen aber auch außerhalb des Intervalles (s. Tabelle 3.4.). 

Anhand von Untersuchungen mit der ligation-dependent probe amplification (MLPA) durch die 

hiesige Arbeitsgruppe wurden die Ergebnisse als wahrscheinlich falsch positiv bewertet. Die 

Methode konnte akkurate Ergebnisse für viele Gene liefern, beim DJ-1-Gen bleibt die Sensitivität 

jedoch unklar, da bei den damaligen Messungen keine Positiv-Kontrolle zur Verfügung stand. 

Somit können Gendosis-Veränderungen in diesem Gen nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen 

werden. 

 

4.2. Mutationen im Parkin-Gen 

In der vorliegenden Arbeit wurden 168 Probanden auf Mutationen im Parkin-Gen untersucht. 

Darunter befanden sich 87 PS-Patienten mit EOPD (mit einer Untergruppe von 24 Patienten mit 

Tiefenhirn-Stimulation), 61 PS-Patienten mit LOPD und 20 gesunde Kontrollen.  

Insgesamt konnten bei zwölf Patienten und einer Kontrolle vierzehn verschiedene Mutationen 

nachgewiesen werden (Tab. 7.6. und 7.7. im Anhang). Die Anzahl der Betroffenen ist für jede 

dieser Gruppen in Abbildung 4.1. graphisch dargestellt. 
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Abbildung 4.1.: Verhältnisse von Mutationsträgern zu Personen ohne Parkin-Mutation 

Dargestellt sind die absolute Anzahl identifizierter Träger einer Parkin-Mutation und der Patienten und 

Kontrollen ohne Parkin-Mutation (y-Achse) im Vergleich für die jeweiligen Gruppen (x-Achse). 

 

 

Unter den elf betroffenen PS-Patienten mit EOPD (11/81, 12,6 %), darunter befanden sich zwei 

Patienten mit Tiefenhirn-Stimulation (2/24, 8,3 %), wiesen insgesamt drei Patienten eine 

homozygote Mutation auf (3,4 %), bei fünf konnten compound-heterozygote Mutationen 

nachgewiesen werden (5,8 %) und drei Patienten trugen eine Mutation im heterozygoten Zustand 

(3,4 %). 

Die betroffene PS-Patientin mit LOPD (1/61, 1,6 %) trug eine Mutation im heterozygoten Zustand. 

Bei der Kontrolle wurde ebenso eine Mutation im heterozygoten Zustand detektiert (1/20, 5 %). 

 

 

Abbildung 4.2.: Häufigkeit verschiedener Parkin-Mutationen bezogen auf die Allel-Variante 

Die absolute Anzahl der Patienten und Kontrollen mit Parkin-Mutationen in den verschiedenen Allel-

Varianten (y-Achse) ist für die verschiedenen Gruppen (x-Achse) dargestellt. 

 

 

Bei allen Mutationsträgern konnten durch Sequenzierung des Parkin-Gens und Untersuchung auf 

DJ-1-Mutationen keine weiteren Sequenzabweichungen detektiert werden, die insbesondere bei 

den Trägern einer heterozygoten Mutation den Phänotyp eines PS (mit)verursachen könnten. 

Jedoch können weitere Mutationen in anderen Genen nicht ausgeschlossen werden.  

Die in dieser Arbeit detektierten Mutationen sind nur teilweise aus vorherigen Studien bekannt 

(Hedrich et al., 2004), so dass die eigene Arbeit zur Erweiterung des Spektrums von detektierten 

Parkin-Mutationen beitragen konnte. Die bisher in der Literatur beschriebenen Mutationen wurden 

für diese Arbeit mithilfe einer Online-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) 

recherchiert, welche zuletzt am 12.10.2012 eingesehen wurde. In den Tabellen 7.6. und 7.7. im 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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Anhang wurden die Mutationen aufgelistet, die im Rahmen dieser Doktorarbeit detektiert wurden. 

Es werden jeweils die Studien angeführt, in denen ebendiese Parkin-Mutation beschrieben ist, um 

einen Eindruck über die Häufigkeit der betreffenden Mutation zu erlangen. 

Eine große Anzahl und ein weites Spektrum von Parkin-Mutationen zeigen sich in den der 

aktuellen Literatur zufolge mehr als 180 beschriebenen Mutationen, welche in jedem der zwölf 

Exons des Gens vorkommen. Eine Übersicht der bisher detektierten Mutationen im Parkin-Gen 

kann man im Internet auf der Seite des Instituts für Medizinische Genetik Cardiff unter der URL 

http://www.hgmd.cf.ac.uk oder der Parkinson Disease Mutation Database 

http://www.molgen.ua.ac.be/PDmutDB einsehen. Die beschriebenen Mutationen liegen variabel 

über das gesamte Gen verteilt, dabei lassen sich jedoch gewisse hot spots ausmachen. Die Häufung 

von Mutationen in bestimmten Regionen des Gens lässt eine funktionelle Bedeutung dieser 

Regionen vermuten. Punktmutationen, kleine Deletionen und Duplikationen machen einen Anteil 

von bis zu 50 % aus und finden sich am häufigsten im Exon 2 und 7 des Parkin-Gens (Bekris et al., 

2010).  

Die funktionelle RING-IBR-RING-Domäne, welche im Zusammenhang mit der E3-Ubiquitin-

Ligase-Aktivität des Proteins steht, wird im Bereich von Exon 7-12 kodiert. Hieraus leitet sich ab, 

dass Mutationen in diesem Bereich die Proteinfunktion beeinträchtigen können. Beispielsweise 

liegt eine der detektierten Mutationen [867C>T] im Exon 7 innerhalb des ersten RING-Fingers und 

führt beim Protein zum Aminosäuren-Austausch von Arginin und Cystein [Arg256Cys]. Inwieweit 

diese missense-Mutation die Proteinfunktion beeinflusst, ist letztendlich nicht geklärt, jedoch 

scheint sie einen PS-Phänotyp bewirken zu können (Abbas et al., 1999; Hedrich et al., 2002; 

Oliveira et al., 2003; Nuytemans et al., 2009). 

Gendosis-Veränderungen machen bis zu 60 % der bisher beschriebenen Mutationen aus und treten 

am häufigsten in Form von Deletionen der Exons 3 und/oder 4 auf (Hedrich et al., 2004; Bekris et 

al, 2010; Marder et al, 2010; Grünewald et al., im Druck). Aufgrund dieser Ergebnisse wird 

deutlich, wie wichtig die Untersuchung aller 12 Exons des Parkin-Gens anhand von qualitativen 

und quantitativen Untersuchungen zur Mutationsdetektion ist.  

Von dem Großteil der anfänglichen Arbeiten über Parkin-Mutationen beinhalten nur relativ wenige 

die systematische Suche nach Mutationen in einem größeren Patientenkollektiv mittels 

quantitativer Methoden zur Detektion von heterozygoten Gendosisveränderungen (Lücking et al., 

2000; Nichols et al., 2002; West et al., 2002a; Wang et al., 2003; Foroud et al., 2003), dazu 

gehören insbesondere die Studien der Arbeitsgruppe von Prof. Klein (Hedrich et al., 2001; Hedrich 

et al., 2002; Kann et al., 2002; Djarmati et al., 2004; Klein et al., 2005). In den letzten Jahren hat 

sich die systematische Analyse qualitativer wie quantitativer Mutationen aufgrund der bereits 

beschriebenen modernen Untersuchungsmethoden durchgesetzt und es können große Patienten- 

und Kontroll-Kollektive untersucht werden (z. B. Pankratz et al., 2009; Marder et al., 2010). 

http://hgmd.cf.ac.uk/
http://www.molgen.ua.ac.be/PDmutDB
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4.2.1. Parkin-Mutationen bei PS frühen Beginns 

In dem Patientenkollektiv der PS-Patienten mit Erkrankungsalter unter 50 Jahren weisen elf von 87 

Patienten (12,6 %) Mutationen im Parkin-Gen auf. In der Untergruppe der EOPD-Patienten, 

welche eine Therapie in Form einer Tiefenhirn-Stimulation (THS) erhalten hatten, findet sich eine 

Mutationsrate von 8,3 % (2/24). Die Patienten der EOPD-Gruppe stammen aus verschiedenen 

Ländern (Deutschland, Russland, Irland, Südtirol, USA und Kanada). Die Patienten mit THS 

stammen aus Norddeutschland. Die Patienten beider Gruppen sind größtenteils sporadische PS-

Patienten. 

In der Literatur sind bei gemischten Kollektiven aus sporadischen und familiären sowie rein 

sporadischen EOPD Mutationsfrequenzen zwischen 1,3 und 24 % beschrieben worden (Lücking et 

al., 2000; Munoz et al., 2001; Kann et al., 2002; Hedrich et al., 2002; Chen et al., 2003; Khan et 

al., 2003; Periquet et al., 2003; Djarmati et al., 2004; Wu et al., 2005; Macedo et al., 2009; Keyser 

et al., 2010; Elfferich et al., 2011).  

Wichtige Faktoren in Bezug auf die Mutationsfrequenz sind neben der ethnischen Herkunft, die 

beispielsweise das Vorkommen von häufig auftretenden Mutationen in Zusammenhang mit 

Gründereffekten wahrscheinlicher machen, die Familienanamnese. Bei Studien mit rein familiären 

(ethnisch homogenen) südtiroler bzw. japanischen EOPD-Patienten finden sich Mutationsraten von 

33 bzw. 56 % (Hattori et al., 1998; Hedrich et al., 2001). Auch bei der Untersuchung ethnisch 

gemischter familiärer Patienten mit EOPD finden sich hohe Mutationsraten von 49 % (Lücking et 

al., 2000) und 53 % (Bertoli-Avella et al., 2005). Somit wird ersichtlich, dass wahrscheinlich 

mehrere Faktoren zusammen wirken.  

Ein weiterer wichtiger Faktor, der stark mit der Mutationshäufigkeit korreliert, ist das 

Erkrankungsalter der Patienten mit EOPD. Es konnte gezeigt werden, dass die Mutationsrate von 

sporadisch erkrankten Patienten mit einem Erkrankungsalter von unter 20 Jahren bei etwa 70 % 

liegt, wohingegen der Anteil bei den 21- bis 30-jährigen auf 26 % und bei den 31- bis 45-jährigen 

sogar auf 3 % sank (Lücking et al., 2000; Periquet et al, 2003; Mata et al., 2004; Tan et al., 2007). 

Ähnliche Ergebnisse wurden an einer großen Kohorte erhoben, wobei sich generell erkennen lässt, 

dass der Prozentsatz der Mutationsträger höher ist, wenn diese in den ersten Lebensdekaden 

erkranken (Pankratz et al., 2009). Einer aktuellen Studie zufolge erhöht sich die 

Wahrscheinlichkeit für das Vorliegen einer Mutation bei EOPD der Reihenfolge nach bei 1) 

betroffenem erstgradig Verwandtem, 2) niedrigem Erkrankungsalter, 3) betroffenem Geschwister 

und 4) elterlicher Blutsverwandschaft (Kilarski et al., 2012). 

Von den Patienten, die in der vorliegenden Studie untersucht wurden, weisen neun Patienten ein 

Erkrankungsalter von unter 20 Jahren und somit ein juveniles PS auf. Betrachtet man diese 

Patienten gesondert, ergibt sich eine Mutationsrate von 11 % (1/9). Dieses Ergebnis ist nicht 

vollständig dadurch zu erklären, dass es sich um ein kleines, wenig repräsentatives 

Patientenkollektiv handelt. Voran genannte Kriterien müssen ebenso in Betracht gezogen werden. 
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Außerdem können trotz der aufwendigen Suche nach Mutationen in der vorliegenden Arbeit und 

anderen Studien (z. B. Kann et al., 2002; Khan et al., 2003; Djarmati et al., 2004) einzelne 

Veränderungen übersehen worden sein. Mit der hier angewendeten Screening-Methode in Form der 

SSCP-Analyse werden einerseits nur ca. 80 – 90 % der Punktmutationen entdeckt (Hayashi und 

Yandell, 1993). Andererseits wurde die Sequenz der riesigen Introns nicht untersucht (s. Abb. 1.3.). 

Es wäre denkbar, dass eine Veränderung der Intronsequenz (Basenaustausch oder Deletion) zu 

einer Veränderung der chromosomalen Struktur und damit zu einer veränderten Transkription oder 

zu Veränderungen beim Spleißen führt. 

Insgesamt liegt das durchschnittliche Erkrankungsalter der EOPD-Patienten dieser Studie bei etwa 

39 Jahren (es fehlen z. T. Angaben über das genaue Erkrankungsalter einiger Patienten). Die 

Mutationsträgerrate von 12,6 % für alle EOPD-Patienten liegt zwar innerhalb der in der Literatur 

beschriebenen Spanne, aber hätte durchaus höher ausfallen können. Jedoch wurde bei der Auswahl 

der Patienten vorrangig auf ein Erkrankungsalter von unter 50 Jahren geachtet, andere Kriterien 

wie Familienanamnese, ethnische Herkunft und zusätzliche klinische Zeichen waren von geringerer 

Bedeutung.  

Bei den hier identifizierten Trägern einer Parkin-Mutation liegt das durchschnittliche 

Erkrankungsalter bei ca. 30 Jahren und bestätigt damit die starke Assoziation von Mutationsrate 

und Erkrankungsalter.  

 

Patienten mit EOPD und THS 

 

Neben dem Ziel, Mutationsraten für THS-Patienten zu evaluieren, sollten anhand dieser 

Untersuchungen Kurz-Zeit- (1-3 Jahre) und Lang-Zeit-Effekte (3-6 Jahre) der chirurgischen 

Therapie bei Patienten mit bilateraler Stimulation des Nucleus subthalamicus beurteilt werden. Die 

vorliegende Arbeit ist Teil einer größeren Studie (Moro et al., 2008). 

In die EOPD-Untergruppe der THS-Patienten wurden ethnisch homogene Patienten mit 

sporadischem PS jungen Beginns mit einem durchschnittlichen Erkrankungsalter von 35 Jahren 

eingeschlossen. In dieser Gruppe wurden zwei Träger von Mutationen des Parkin-Gens 

identifiziert (8,3 %). Zum Zeitpunkt der Untersuchung waren bislang nur 24 Patienten rekrutiert, 

welche in die Pilotstudie eingeschlossen wurden.  

Mittlerweile wurden 80 Patienten untersucht, wovon elf (14 %) eine Parkin-Mutation aufweisen 

(Moro et al., 2008). Es konnten verschiedene Ergebnisse für Mutationsträger und Patienten ohne 

Mutation eruiert werden. Bei den Patienten mit Parkin-Mutationen fand sich präoperativ eine 

stärkere Beeinträchtigung von Gang und posturaler Stabilität als bei den „mutations-negativen“ 

Patienten. Postoperativ konnten die Patienten ohne Parkin-Mutationen zunächst besser von der 

THS profitieren. Dieser (Kurz-Zeit-)Effekt verringerte sich jedoch drei Jahre nach Operation 

aufgrund der Entwicklung therapieresistenter axialer Zeichen. Eine mögliche Erklärung dafür 

könnte ein unterschiedlicher dynamischer Prozess in der Krankheitsentwicklung von „mutations-
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positiven“ und „mutations-negativen“ Patienten sein. Der Lang-Zeit-Effekt ist für Patienten mit 

und ohne Parkin-Mutationen bei einem Prozentsatz von 42 bzw. 44 % klinischer Verbesserung 

vergleichbar. In der Folge-Studie wurden 51 Patienten nach 5-6 Jahren nachuntersucht, wobei die 

Wirksamkeit der THS bestätigt werden konnte (Moro et al., 2010). 

Somit kann man zum jetzigen Zeitpunkt schlussfolgern, dass Patienten mit Mutationen von einer 

THS in einem ähnlichen Maße wie Patienten ohne Mutation profitieren können. Um genauere 

Aussagen treffen zu können, sollten weitere Studien mit großen Patientenzahlen folgen und die 

Patienten im längeren Langzeit-Verlauf evaluiert werden.  

4.2.2. Parkin-Mutationen bei PS späten Beginns 

Wie bereits erläutert, hat das Alter einen starken Effekt auf die Mutationshäufigkeit. In vielen 

Studien werden Patienten mit einem PS frühen Beginns, bei denen eine höhere Mutationsrate zu 

erwarten ist, untersucht. Bei Patienten mit LOPD (Erkrankungsalter über 50 Jahre) ist die 

Mutationshäufigkeit weitgehend unklar.  

In der vorliegenden Arbeit wurden aufgrund unterschiedlicher Erkrankungsalter Gruppen von PS-

Patienten gebildet. Mit 1,6 % liegt die Mutationsrate am niedrigsten in der Gruppe der Patienten 

mit spätem Erkrankungsbeginn (LOPD), welche südtiroler Abstammung sind. Die hier 

untersuchten Patienten mit LOPD weisen größtenteils eine negative Familienanamnese auf, so dass 

das Auftreten genetischer Veränderungen unwahrscheinlicher ist als bei familiären Fällen.  

Die wenigen vorhandenen Studien der letzten Jahre liefern ähnliche Mutationsraten von 0,5 % und 

1,6 % bei Patienten mit LOPD norwegischer bzw. deutscher Herkunft (Schlitter et al., 2006). Je 

nach Auswahl der Studiengruppe und angewendeten Methoden variieren die Mutationsfrequenzen 

bei LOPD abhängig davon ob familiäre oder sporadische PS-Patienten eingeschlossen wurden 

zwischen 0 und 11 % (Foroud et al., 2003; Oliveira et al., 2003; Klein et al., 2003; Mata et al., 

2004; Sinha et al., 2005; Schlitter et al., 2006; Kay et al., 2010). In die Studien mit den höchsten 

Mutationsraten von 11 % bzw. 10 % wurden beispielsweise Patienten mit einem Erkrankungsalter 

ab 45 Jahren (Foroud et al., 2003) oder eine kleine Fallzahl familiärer LOPD-Patienten (Bras et al., 

2008) eingeschlossen. 

Bei der heterozygoten Mutationsträgerin der LOPD-Gruppe handelt es sich bemerkenswerterweise 

um einen sporadischen Fall von LOPD. Die Patientin erkrankte im Alter von 70 Jahren und 

entwickelte die klassischen Symptome eines PS. Hier ist die Rolle von heterozygoten Mutationen 

als Suszeptibilitätsfaktor für ein Parkinson-Syndrom zu diskutieren (Klein et al., 2007).  

Es ist von klinischer Bedeutung, dass einzelne heterozygote Mutationen im rezessiven Parkin-Gen 

oder auch anderen rezessiven „Parkinson-Genen“ wahrscheinlich nicht ausreichen, um ein 

Parkinson-Syndrom zu verursachen. Jedoch können sie die Wahrscheinlichkeit für den Ausbruch 

der Erkrankung erhöhen (Klein et al., 2007). In Kombination damit wirken weitere Umstände wie 

andere genetische Varianten und schädigende Umwelteinflüsse ein und führen letztendlich ab 
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einem bestimmten „Schwellenwert“ zur Erkrankung. Der Ausbruch der Erkrankung ist somit bei 

älteren Menschen wahrscheinlicher als bei jungen Menschen.  

Bekräftigt wird diese Vermutung durch Studien, die nachweisen konnten, dass Patienten mit nur 

einer heterozygoten Mutation ein signifikant höheres Erkrankungsalter als Patienten mit zwei 

heterozygoten Mutationen aufweisen (Hedrich et al., 2002; Kann et al., 2002; Sun et al., 2007). In 

der Studie von Sun et al. konnte ein detaillierter Zusammenhang von heterozygoten Mutationen 

und dem Erkrankungsalter gezeigt werden. Träger einer Parkin-Mutation haben ein 11,7-Jahre 

niedrigeres Erkrankungsalter als Patienten ohne Mutation, Träger von zwei Parkin-Mutationen 

haben ein wiederum 13,2-Jahre niedrigeres Erkrankungsalter als Träger einer heterozygoten 

Mutation (Sun et al., 2006). Außerdem scheinen Träger von heterozygoten Parkin-Mutationen 

milder betroffen zu sein als Träger von zwei mutierten Allelen. Es lassen sich weiterhin 

unterschiedliche klinische Zeichen finden. Die Patienten mit einem einzigen mutierten Allel zeigen 

oft einen asymmetrischen Beginn der Symptomatik und häufig Levodopa-induzierte Fluktuationen 

sowie Dystonien (Lohmann et al., 2003). In einer aktuellen Meta-Analyse wurden Träger 

heterozygoter Mutationen, Träger homozygoter bzw. compound-heterozygoter Mutationen und 

Patienten mit idiopathischen M. Parkinson bezüglich der klinischen Zeichen verglichen. 

Dyskinesien, Dystonien und tageszeitliche Schwankungen wurden am häufigsten unter den Trägern 

homozygoter bzw. compound-heterozygoter Mutationen gefunden. Außerdem konnte festgestellt 

werden, dass eine Demenz-Entwicklung bei Trägern von (heterozygoten und homozygoten bzw. 

compound-heterozygoten) Parkin-Mutationen sehr selten ist (Grünewald et al., im Druck). Aus 

diesen interessanten Befunden ergeben sich somit auch Gesichtspunkte zur Gendiagnostik von 

Patienten mit PS für klinisch-diagnostische Zwecke.  

Die Ausprägung der genannten klinischen Zeichen korreliert mit der Anzahl der mutierten Allele 

und lässt einen Dosis-Effekt vermuten (Grünewald et al., im Druck). Es wird angenommen, dass 

verschiedene Effekte wie ein dominant-negativer, negativer oder gain-of-funktion-Effekt und eine 

Haplo-Insuffizienz, d. h., dass die Menge an synthetisiertem Protein von nur einer DNA-Kopie 

nicht ausreicht, zur Rolle der heterozygoten Mutationen als Suszeptibilitätsfaktor für ein PS 

beitragen (Klein et al., 2007). Bereits 2002 spekulierten West et al., dass eine Haplo-Insuffizienz 

des Parkin-Gens für einige Fälle ihrer untersuchten Patienten verantwortlich sein könnte. Weitere 

Studien bestätigen ebenso die Annahme, dass heterozygote Mutationen insbesondere bei LOPD als 

Suszeptibilitätsfaktor agieren (Foroud et al., 2003; Oliveira et al., 2003; Schlitter et al., 2006). Die 

Arbeitsgruppe Pankratz et al. konnte zeigen, dass insbesondere durch heterozygote Gendosis-

Mutationen eine Parkin-Haplo-Insuffizienz bewirkt und somit das Erkrankungsrisiko erhöht wird 

(Pankratz et al., 2009). Andererseits wurden in einer großangelegten Studie bei knapp 1 % der PS-

Patienten und Kontrollen heterozygote Gendosis-Mutationen entdeckt und daher geschlussfolgert, 

dass es keine Assoziation zum Parkinson-Syndrom gäbe. Allerdings fügten die Autoren an, dass 

sämtliche Gendosis-Mutationen der untersuchten Kontrollen die Bereiche des Parkin-Gens 

betreffen, die kein funktionelles Protein kodieren (Kay et al., 2010). Vor kurzem konnte jedoch 
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durch eine genomweite Assoziationsstudie die Rolle von heterozygoten Parkin-Mutationen als 

Suszeptibilitätsfaktor fürs PS bestätigt werden und die Ergebnisse früherer richtungsweisender 

Studien validiert werden (Pankratz et al., 2011). 

4.2.3. Parkin-Mutationen bei Kontrollen 

Die Untersuchung von 20 gesunden Kontrollen im Rahmen der vorliegenden Arbeit ist Teil einer 

größeren Studie der Arbeitsgruppe von Prof. Klein, wobei es sich um insgesamt 356 norddeutsche 

und aus Südtirol stammende Kontrollen handelt (Brüggemann et al, 2009).  

Die 20 Kontrollen, die in der vorliegenden Arbeit am WAVE-System untersucht wurden, weisen 

keine Punktmutationen, kleinen Deletionen oder Insertionen auf. Jedoch konnte bei einer Kontrolle 

(1/20) mittels quantitativer PCR eine heterozygote Duplikation von Exon 2 des Parkin-Gens 

detektiert werden. Insgesamt wurden unter den 356 Kontrollen 13 Mutationsträger mit 

heterozygoten Mutationen identifiziert (3,7 %). Es konnten keine homozygoten oder compound-

heterozygoten Mutationen detektiert werden. Eine der eingeschlossenen gesunden Kontrollen, die 

eine heterozygote Mutation aufweist, zeigte bei der neurologischen Untersuchung drei Jahre nach 

Testung mit 67 Jahren milde Zeichen eines PS, ohne dass die Kriterien für ein PS erfüllt sind.  

Bislang gibt es nur wenig Studien, die Kontrollen systematisch auf Mutationen in autosomal-

rezessiven Genen getestet haben (Lincoln et al., 2003; Clark et al., 2006; Kay et al., 2007; Lesage 

et al., 2007; Kay et al., 2010). Diese „Fall-Kontroll“-Studien weisen Mutationsraten zwischen 0 

und 3,7 % bei gesunden Kontrollen abhängig davon auf, welche Einschlusskriterien (Alter, 

Mutationsanalyse, klinische Untersuchung, ethnischer Hintergrund) angewendet wurden. 

Bei den meisten der detektierten Gendosis-Mutationen so auch der Mutation (Ex2dup) handelt es 

sich um frame-shift-Mutationen (Elfferich et al., 2011). Es kommt bei der Transkription zur 

Leseraster-Verschiebung mit folgendem Proteinabbruch. Es wäre aber auch eine ungestörte 

Transkription denkbar, bei der das zusätzliche Exon „ignoriert“ wird. Hinweise, wenn auch nicht 

Beweise zur Pathogenität der identifizierten Mutationen, kann man zum Beispiel durch 

neurologische und apparative Untersuchungen der mutations-positiven Kontrollen im Längsschnitt 

erhalten.  

Neuere Erkenntnisse zeigen, dass bei „gesunden“ Kontrollen im präklinischen Stadium oftmals 

Veränderungen mit bildgebenden Verfahren nachgewiesen werden können. Es wurden etwa bei 

asymptomatischen Trägern von Parkin-Mutationen Positronen-Emissions-Tomographie-

(PET)Studien durchgeführt, die eine signifikante Reduktion der 18-Fluorodopa-Aufnahme zeigen 

und somit einen präklinischen Krankheits-Prozess vermuten lassen (Hilker et al., 2001 und 2002; 

Khan et al., 2002). Bei dem o. a. Patienten zeigte die transkranielle Duplex-Sonographie auffällige 

Befunde in Form einer signifikant erhöhten Hyperechogenität der Substantia nigra. Diese 

Hyperechogenität findet man bei 90 % der PS-Patienten (Becker et al., 1995). In einer aktuellen 

Studie konnte man ebenso einen Anstieg der Hyperechogenität der Substantia nigra über die 
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Lebenszeit bei älteren gesunden Personen sehen (Hagenah et al., 2010), wobei hier Gen-

Untersuchungen fehlen und somit unklar bleibt, ob sich unter diesen Personen heterozygote 

Mutationsträger befinden.  

Dringend werden mehr Studien mit älteren Kontrollpersonen, die sorgfältig neurologisch 

untersucht werden müssen und PS-Patienten mit LOPD benötigt, um weitere Aufschlüsse zur Rolle 

von heterozygoten Mutationen und letztendlich zur Pathogenese des PS zu erhalten. 

4.2.4. Mutationen im Core-Promotor des Parkin-Gens 

In die Analyse des Parkin-Gens eingeschlossen war auch die Promotorregion. Es wurden 116 PS-

Patienten mit EOPD und 128 Kontrollen auf Sequenzveränderungen in diesem Bereich des Gens 

untersucht.  

Zum Zeitpunkt des Studienbeginns gab es eine einzige Studie, die nach Sequenzveränderungen im 

Promotor bei Patienten mit EOPD suchte (West et al., 2002a). Dabei wurden neun Veränderungen 

in einer Region von 5 kb identifiziert, wovon es sich um acht Polymorphismen handelt. Weiterhin 

konnte durch die Arbeitsgruppe an 296 Patienten und 184 Kontrollen gezeigt werden, dass einer 

dieser Polymorphismen [-258T/G] signifikant (p<0,05) mit dem idiopatischen PS assoziiert ist 

(West et al., 2002b).  

In der vorliegenden Arbeit weisen jeweils ein Drittel der Patienten und Kontrollen den 

Polymorphismus im heterozygoten Zustand auf [-258T/G]. Das Wildtyp-Allel ist jeweils bei etwa 

zwei Drittel der Patienten und Kontrollen vorhanden [-258T/T]. Selten im Vergleich dazu kommt 

der Polymorphismus im homozygoten Zustand nur bei unter 4 % der Patienten und Kontrollen vor 

[-258G/G]. Andere Sequenzveränderungen wurden nicht detektiert. 

Die Ergebnisse der Studie von West et al. konnten für das hier untersuchte norddeutsche 

Patientenkollektiv nicht bestätigt werden, da kein signifikanter Unterschied im Auftreten des 

Polymorphismus zwischen Patienten und Kontrollen identifiziert wurde. 

In unterschiedlichen bisher veröffentlichten Studien wurden weitere Polymorphismen beschrieben, 

welche ebenfalls gleich häufig bei Patienten und Kontrollen vorkommen und somit keinen 

Zusammenhang zum Erkrankungsrisiko für das PS vermuten lassen. Dies wurde vor kurzem durch 

eine Analyse der bis dato beschriebenen Parkin-Promotor-Polymorphismen bestätigt (Chang et al., 

2011). 

Die in dieser Studie erhobenen Befunde wurden durch weitere Arbeiten bekräftigt, die ebenso 

keine Häufigkeitsunterschiede beim Vorliegen des Polymorphismus [-258T/G] bei Patienten und 

Kontrollen feststellten (Mata et al., 2002; Studien der eigenen Arbeitsgruppe; Ross et al., 2007; 

Taylor et al., 2009). Allerdings wurde auch demonstriert, dass bei älteren chinesischen Menschen 

ein höheres Erkrankungsrisiko für ein PS besteht, wenn [-258T/G] vorliegt (Tan et al., 2005). In 

einer Studie an 175 australischen Patienten mit PS konnte gezeigt werden, dass das Auftreten des 

homozygoten Polymorphismus [-258G/G] signifikant mit einem niedrigeren Erkrankungsalter für 
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das PS im Vergleich zum Wildtyp assoziiert ist. Keine Auswirkung auf das Erkrankungsalter ergab 

sich beim Vorliegen des von West et al. detektierten heterozygoten Polymorphismus (Sutherland et 

al., 2007). Auch Chang et al. vermuten, dass [-258G/G] das Risiko für ein PS unter älteren 

Menschen speziell der chinesischen Bevölkerung erhöht und möglicherweise ein ethnisch 

spezifischer Effekt vorliegt (Chang et al., 2011). Es wird angenommen, dass der Polymorphismus 

im homozygoten Zustand zu einer Erniedrigung von funktionellem Protein führt und dadurch zur 

frühzeitigeren Entwicklung eines PS beitragen könnte.  

Wie bei den übrigen heterozygoten Mutationen des Parkin-Gens bleibt auch die Rolle dieses 

heterozygoten Polymorphismus im Core-Promotor als eventueller Suszeptibilitätsfaktor für ein PS 

zukünftig zu untersuchen. In der Konsequenz für die eigene Studie wären die gesunden Kontrollen, 

bei denen ein homozygoter und heterozygoter Polymorphismus vorliegt, im Langzeit-Verlauf zu 

evaluieren. Theoretisch müssten die fünf gesunden Träger des homozygoten Polymorphismus [-

258G/G] in Kombination mit weiteren einwirkenden Faktoren (s. 4.2.1.) das höchste Risiko haben, 

an einem PS zu erkranken. 

 

4.3. Mutationen im DJ-1-Gen 

In der vorliegenden Arbeit wurden unter den 71 untersuchten PS-Patienten mit EOPD keine Träger 

von Gendosis-Veränderungen des DJ-1-Gens identifiziert. Bei einem der Patienten (1,4 %) wurde 

im Rahmen einer anderen Doktorarbeit (Schäfer, 2006) durch Untersuchung von Punktmutationen, 

kleinen Deletionen und Insertionen am WAVE-System eine Mutation im Intron 5 [IVS5+2-12del] 

im heterozygoten Zustand detektiert (Hedrich et al., 2004).  

 

 

Abbildung 4.3.: Verhältnisse von Mutationsträgern/Personen ohne DJ-1-Mutation 

Darstellung des Verhältnisses von Patienten mit Mutationen des DJ-1-Gens und Patienten ohne Mutation 

dieses Gens (y-Achse) aus der Gruppe der EOPD (x-Achse) in absoluten Zahlen. 
 

Insgesamt konnten in den seit 2003 veröffentlichten Studien mehrere verschiedene Mutationen des 

DJ-1-Gens beschrieben werden. Im Vergleich zum Parkin-Gen wurden bisher nur wenige 

Mutationen (ca. 30) entdeckt und publiziert, die daher tabellarisch zusammen getragen wurden 

(Tabelle 7.8. und 7.9. im Anhang). Der Großteil der DJ-1-Mutationen liegt im größten Exon, Exon 

7. Mutationen wurden aber auch in allen anderen kodierenden und nicht kodierenden Exons 
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detektiert. Bei den meisten Mutationen herrscht jedoch Unklarheit bezüglich der Pathogenität 

(Nuytemans et al., 2010). Aufgrund dieser Fakten lässt die Häufigkeit und Verteilung von 

Mutationen in den einzelnen Exons des DJ-1-Gens keinen stichhaltigen Schluss über mögliche 

Bedeutungen funktioneller Bereiche des Gens zu.  

Zur Häufigkeit von DJ-1-Mutationen bei PS-Patienten mit EOPD gibt es im Vergleich zur 

Häufigkeit von Parkin-Mutationen weitaus weniger Studien (Bonifati et al, 2003; Eerola et al., 

2003; Ibanez et al., 2003; Abou-Sleiman et al., 2003; Hague et al., 2003; Hedrich et al., 2004; 

Djarmati et al., 2004; Lockhart et al., 2004; Hering et al., 2004; Tan et al., 2004; Clark et al., 2004; 

Healy et al., 2004; Karamohamed et al., 2005; Annesi et al., 2005). Alle in diesen Studien 

erhobenen Mutationsraten liegen zwischen 0 und 1,3 %. Es handelt sich zum größten Teil um 

Patienten mit EOPD. In den letzten Jahren wurden häufig verschiedene rezessive „Parkinson-

Gene“ wie Parkin, DJ-1 oder PINK1 gemeinsam in einem Studien-Design untersucht bzw. 

Mutationsdaten der vorherigen Jahre ausgewertet (Nuytemans et al., 2009; Alcalay et al., 2010; 

Ghazavi et al., 2011; Kilarski et al., 2012). Dabei konnten die Ergebnisse der älteren Studien 

größtenteils validiert werden. Interessanterweise könnten bei iranischen EOPD-Patienten laut einer 

aktuellen Studie jedoch mehr als 12 % der Parkinsonfälle auf DJ-1-Mutationen zurückzuführen 

sein (Ghazavi et al., 2011). Bei häufigem Vorkommen einer oder weniger Mutationen in der 

iranischen Bevölkerung könnte dies auf einen Gründer-Effekt hindeuten.  

In den wenigen Studien, die Patienten mit LOPD evaluierten, wurden keine DJ-1-Mutationen 

gefunden (Abou-Sleiman et al., 2003) bzw. wurde in einer gemischten PS-Kohorte bei einem 

Patienten mit 56-jährigem Erkrankungsalter eine heterozygote Mutation entdeckt (Keyser et al., 

2009).  

Die in dieser Studie erhobene Mutationsrate von 1,4 % (1/71) unterstützt die Annahme, dass DJ-1-

Mutationen im Hinblick auf die Assoziation des DJ-1-Gens mit dem autosomal-rezessiven EOPD 

eher selten sind. 

Unter den 71 Patienten weisen im Vergleich elf Patienten (15,5 %) Mutationen des Parkin-Gens 

auf (3.4.). Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass DJ-1-Mutationen deutlich seltener bei EOPD 

vorkommen als Parkin-Mutationen, jedoch als mögliche Ursache für ein autosomal-rezessives PS 

bei Patienten mit EOPD in Erwägung gezogen werden sollten. Unter eigener Beteiligung wurde 

dies in einer Studie der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Klein demonstriert (Hedrich et al., 2004).  

Nahezu alle bislang veröffentlichten Studien unterstützen die Annahme, dass DJ-1-Mutationen 

relativ selten beim PS vorkommen. In damaligen größeren Genom-Untersuchungen von PS-

Patienten ohne Parkin-Mutation konnte keine Assoziation zum DJ-1-Gen festgestellt werden 

(Pankratz et al., 2002; Nichols et al., 2002). Heutzutage werden durch genomweite 

Assoziationsstudien bzw. deren Meta-Analyse Risiko-Orte bestimmt, die im Zusammenhang mit 

der Entwicklung eines PS stehen (Lill et al., 2012). Unter den bisherigen 11 Orten mit genomweiter 

Signifikanz finden sich weder DJ-1 noch Parkin, jedoch beispielsweise α-Synuklein und LRRK2, 

die somit sowohl causal als auch prädisponierend wirken können. 
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Hinsichtlich des Phänotyps bei PS-Patienten mit Mutationen des DJ-1-Gens zeigen sich zusätzliche 

klinische Zeichen zum klassischen PS, welche Patienten mit autosomal-rezessivem EOPD in 

Assoziation mit anderen rezessiven Genen wie Parkin oder PINK1 teilen. Dazu zählen ein 

langsamer Krankheitsverlauf, eine gute und lang anhaltende Wirkung von Levodopa - auch von 

kleinen Dosen - und andere Symptome wie Dystonien oder psychiatrische Auffälligkeiten.  

Der Phänotyp der identifizierten Trägerin der Mutation im Intron 5 [IVS5+2-12del] des DJ-1-Gens 

illustriert dies eindrücklich. Sie erkrankte mit 17 Jahren und entwickelte ein langsam progredientes, 

tremor-dominantes PS. An zusätzlichen Symptomen wurden eine Fingerdystonie und ein 

Zungentremor festgestellt. Das Ansprechen auf Levodopa wurde als sehr gut beurteilt.  

Bezüglich der Auswirkung der identifizierten kleinen Deletion im Intron 5 [IVS5+2-12del] auf das 

DJ-1-Protein wird angenommen, dass es durch die Veränderung der Spleißregion zu einem 

vorzeitigen Abbruch des Proteins kommt. In diesem Fall wird ein Protein produziert, bei dem die 

Domänen fehlen, welche durch die deletierten Exons kodiert werden. Wie in 1.2.2. beschrieben, 

liegt das DJ-1-Protein als Homodimer vor. Bei pathogenen Mutationen fehlen somit wichtige 

Sequenzabschnitte zur Dimerisierung des Proteins, welches damit in seiner Funktionsfähigkeit 

eingeschränkt sein könnte (Andres-Mateos et al., 2007; Hulleman et al., 2007). Inwieweit eine 

Funktionseinschränkung oder ein Funktionsverlust bei verschiedenen Mutationen vorliegt, bleibt in 

weiteren Studien abzuklären. Bei der betroffenen Patientin war leider keine RNA für 

weiterführende Untersuchungen vorhanden. 

 

4.4. Mutationen im NR4A2-Gen 

In der vorliegenden Studie wurden 50 PS-Patienten mit einem durchschnittlichen Erkrankungsalter 

von 41,8 Jahren und positiver Familienanamnese auf das Vorliegen der von Le et al. 2003 

beschriebenen Mutationen [-245T→G] und [-291Tdel] im Exon 1 untersucht. Die Arbeitsgruppe 

um Le fand diese beiden Mutationen bei 10/107 (9,3 %) Patienten mit autosomal-dominantem 

Erbgang.  

Es konnten bei den in der vorliegenden Studie untersuchten Patienten keine Mutationen 

nachgewiesen werden (s. Tab. 7.11. im Anhang).  

Bislang sind unter den wenigen identifizierten Mutationen die beiden voran genannten Mutationen 

bei familiären PS-Patienten sowie eine neu detektierte Mutation mit einer heterozygoten C→G 

Transversion im Exon 3 des NR4A2-Gens bei einem sporadischen PS-Patienten beschrieben 

worden. Diese Mutation stellt die erste kodierende Mutation des NR4A2-Gens dar (Grimes et al., 

2006; Jacobsen et al., 2008). Es konnten in der Studie von Grimes und Mitarbeitern keine 

Sequenzveränderungen des Exons 1 bei 202 familiären bzw. sporadischen PS-Patienten festgestellt 

werden. In anderen Arbeiten wurden zwei weitere Sequenzveränderungen im Exon 1 bei zwei 

sporadischen PS-Patienten detektiert [-253C→T] und [-223C→T] (Hering et al., 2004). Bei einem 
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chinesischen Patienten fand sich eine Sequenzveränderung im Intron 7 [7+33C→T], welche in 

einer Folgestudie an einer asiatischen Kohorte bei 5 - 10 % vorkam und somit einen 

Polymorphismus darstellt (Tan et al., 2003 und 2004).  

In diesen Studien wurden sowohl familiäre als auch sporadische PS-Patienten untersucht und die 

von Le et al. beschriebenen Mutationen nicht detektiert.  

Die Tabelle 7.10. im Anhang fasst die bisher beschriebenen Mutationen, deren Auswirkung auf 

Proteinebene sowie den ethnischen Hintergrund der Patienten zusammen. 

Des Weiteren wurden mehrere Polymorphismen detektiert, welche teilweise im Zusammenhang 

mit einem erhöhten Erkrankungsrisiko für ein PS stehen sollen. Hierzu zählt der homozygote 

Polymorphismus [IVS6+16insG], der bei 10/105 familiären PS-Patienten (9,5 %), bei 5/120 

sporadischen PS-Patienten (4,2 %) und 2/221 Kontrollen (0,9 %) vorkommt (Xu et al., 2002). In 

einer Folgestudie konnte der o. a. Polymorphismus nur im heterozygoten Zustand jedoch nicht im 

homozygoten Zustand häufiger bei PS-Patienten (18/37, 48,6 %) als bei Kontrollen (14/59, 23,7 %) 

gefunden werden (Zheng et al., 2003). In anderen Studien wurden vergleichbare Häufigkeiten für 

das Vorkommen des Polymorphismus bei PS-Patienten und Kontrollen gefunden (Hering et al., 

2004; Grimes et al., 2006; Healy et al., 2006; Chen et al., 2007, Sutherland et al., 2009). Healy et 

al. detektierten insgesamt zehn verschiedene Polymorphismen (inkl. [IVS6+16insG]) und fanden 

keine Häufigkeitsunterschiede zwischen den 802 PS-Patienten und den 784 Kontrollen sowie für 

die Untergruppen von EOPD und LOPD. Daher schlußfolgern sie, dass die bisher beschriebenen 

häufigen genetischen Varianten keinen Einfluss auf das Erkrankungsrisiko für ein PS haben (Healy 

et al., 2006). 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und anderer Studien konnten das von Le et al. 

angenommene häufige Vorkommen von NR4A2-Mutationen bei familiären PS-Patienten nicht 

bestätigen. In dem hier untersuchten Patientenkollektiv fand sich eine Mutationsrate von 0 %, die 

vergleichbar ist mit den Raten der anderen Folgestudien (0 - 0,5 %), welche in Tabelle 7.11. im 

Anhang aufgeführt sind. 

Anhand von Arbeiten mit großen Stammbäumen (Pankratz et al., 2002; Scott et al., 2001), die mit 

größerer Wahrscheinlichkeit Gene mit autosomal-dominanten Mutationen detektieren würden als 

Untersuchungen nur von Geschwistern, konnte keine Kopplung zum NR4A2-Genlocus 

demonstriert werden. Auch wurde in einer Untersuchung von 12 Familien mit autosomal-

rezessivem PS eine Kopplung zum NR4A2-Gen ausgeschlossen (Rawal et al., 2002). Andererseits 

lassen Gentestungen von NR4A2 in einer großen chinesischen Kohorte aufgrund des Vorkommens 

mehrerer Mutationen vermuten, dass NR4A2 ein Suszeptibilitätsfaktor für PS in der chinesischen 

Population sein dürfte (Liu et al., 2012). 

Zum gegenwärtigen Zeitpunkt zeigt sich somit eine kontroverse Studienlage. Die Rolle von 

NR4A2-Mutationen im Zusammenhang mit familiärem sowie sporadischem PS ist weiterhin 

unklar. Allerdings gibt es im Vergleich zum Parkin- oder selbst dem DJ-1-Gen viel weniger 

Arbeiten, die die Rolle dieses Gens beim PS untersuchten. Interessant ist der Zusammenhang von 
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NR4A2-Mutationen und psychiatrischen Erkrankungen wie bipolaren Störungen oder 

Schizophrenie, in deren Pathogenese ebenso das dopaminerge System involviert ist (Buervenich et 

al., 2000; Carmine et al., 2003). Aktuelle Studien beleuchten die pathogenetischen Mechanismen 

an unterschiedlichen Signalstellen und zeigen auf, dass ein komplexes Zusammenspiel mehrerer 

Faktoren (hier DJ-1 und NR4A2) für die Entstehung eines PS relevant sein könnte. Beispielsweise 

ist die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NR4A2 über einen ERK1/2 genannten Signalweg von 

DJ-1 abhängig, was wiederum Auswirkungen auf die Regulierung der Tyrosinhydroxylase hat. Für 

die DJ-1-Mutation Leu166Pro konnte gezeigt werden, dass dieser Signalweg verändert wird  (Lu et 

al., 2012). Vorstellbar wären ebenso Auswirkungen von NR4A2-Mutationen auf diesem oder einem 

anderen für die Pathogenese des PS relevanten Signalweg. Eine systematische Beteiligung des 

Gens ist dabei nicht ausgeschlossen, was durch aktuelle Studien untermalt wird, die die 

Genexpression von NR4A2 bei kaukasischen und chinesischen Patienten gemessen haben und eine 

signifikante Reduktion im Vergleich zu Kontrollen feststellten (Le et al., 2008; Liu et al., 2012). 

Gerade aufgrund der wichtigen Funktion von NR4A2 bei der Entwicklung von dopaminergen 

Neuronen sollten weitere Studien mit größeren Patientenkollektiven erfolgen, um eine spezifische 

Bedeutung des NR4A2-Gens für das PS beurteilen zu können. 

 

4.5. Fazit 

Im Folgenden wird abschließend auf die in der Einleitung formulierten Zielsetzungen dieser 

Doktorarbeit eingegangen. 

 

1. Häufigkeit und Bedeutung von Parkin-Mutationen bei Patienten mit EOPD, LOPD und 

Kontrollen. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden unter den 87 Patienten mit EOPD elf Träger 

verschiedener Parkin-Mutationen ermittelt. Dies entspricht einer Mutationsträgerrate von 

12,6 % für die untersuchten Patienten mit einem PS frühen Beginns. Es konnte eine 

Patientin mit PS späten Beginns als Trägerin einer heterozygoten Parkin-Mutation 

identifiziert werden. Die Häufigkeit von Parkin-Mutationen in dem untersuchten Kollektiv 

von 61 Patienten mit LOPD liegt somit bei 1,6 %. Die Ergebnisse bestätigen, dass 

Mutationen bei LOPD seltener sind und die Mutationshäufigkeit signifikant mit dem 

Erkrankungsalter assoziiert ist. Parkin-Mutationen kommen auch bei klinisch gesunden 

Kontrollen vor, die Rolle von heterozygoten Mutationen muss anhand der Untersuchung 

großer Kohorten geklärt werden. 

 

1.1. Rolle von heterozygoten Mutationen des Parkin-Gens. 
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Heterozygote Mutationen fungieren höchst wahrscheinlich als Suszeptibilitätsfaktor 

für ein PS mit spätem Beginn. 

 

1.2. Bedeutung von Parkin-Mutationen bei Patienten mit Tiefenhirn-Stimulation. 

 

Unter den Patienten mit und ohne Parkin-Mutationen konnten bis zum jetzigen 

Zeitpunkt keine Unterschiede in den Langzeit-Effekten einer Tiefenhirn-Stimulation 

eruiert werden. Es ist zu vermuten, dass Patienten mit Parkin-Mutationen von einer 

THS profitieren. 

 

1.3. Bedeutung von Mutationen im Core-Promotor  

 

Der heterozygote Polymorphismus [-258T/G] im Core-Promotor lässt in der 

untersuchten Patientengruppe keine Assoziation zum PS erkennen. 

 

2.  Stellenwert von DJ-1-Mutationen bei Patienten mit EOPD  

 

In der vorliegenden Arbeit wies die untersuchte Gruppe von 71 Patienten mit EOPD eine 

Mutationrate von 1,4 % auf. Die Ergebnisse bestätigen, dass DJ-1-Mutationen wesentlich 

seltener im Vergleich zu Parkin-Mutationen auftreten. 

 

3. Bedeutung von NR4A2-Mutationen bei Patienten mit familiären PS. 

 

Bei 50 PS-Patienten mit positiver Familienanamnese wurden keine Mutationen im Exon 1 

des NR4A2-Gen detektiert. Mutationen dieses Gens scheinen sehr selten bei europäischen 

Patienten mit familiärem PS zu sein. 

 

4.6. Ausblick 

Seit der Erforschung der monogenen Parkinson-Syndrome sind viele verschiedene Mutationen in 

den rezessiven PS-Genen insbesondere dem Parkin-Gen entdeckt worden. Ob und wie sich die 

unterschiedlichen Mutationen auf die Pathogenese des PS auswirken, ist weiterhin Gegenstand der 

Forschung. Neue Verfahren wie z. B. im Tiermodell eingesetzte bakterielle, künstliche 

Chromosomen, welche beispielsweise ein Parkin-Gen mit einer der bekannten Mutationen tragen, 

können wegweisende Befunde liefern. 
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Die Ergebnisse von bisherigen Studien zur Auswirkung von bestimmten Mutationen auf die 

Proteinfunktion von Parkin und DJ-1 tragen einen wichtigen Teil dazu bei, Theorien zur 

Pathogenese des Parkinson-Syndroms zu entwickeln. Unter den rezessiven Genen, die mit einem 

PS assoziiert sind, wurden gemeinsame Wirkmechanismen insbesondere in der 

Mitochondrienfunktion beschrieben. Ob hier ein Schlüssel zur Pathogenese gefunden werden kann, 

ist spannend, zumal Defekte in der Mitochondrienfunktion auch beim normalen Altersprozess und 

anderen Erkrankungen des Alters gefunden werden. Es bleibt weiterhin zu erforschen, ob die 

verschiedenen genetischen Veränderungen auf einen gemeinsamen Zellstoffwechselweg einwirken, 

der die Entwicklung eines PS erklären könnte. 

Ein wesentliches klinisches Unterscheidungskriterium von Parkinson-Patienten mit Parkin-

Mutation zu denen ohne Mutation ist das häufige Vorhandensein einer Dystonie und das seltene 

Vorkommen einer Demenz. Hieraus können sich Richtlinien für genetische Testungen ergeben, die 

Hand in Hand mit den neuen Untersuchungsmethoden dazu führen können, dass möglichst viele 

mutationspositive Patienten neuen Therapieformen zugänglich werden. Hier könnten Gen-

spezifische Ansätze und evtl. auch Stammzell-Therapien vielversprechend sein. 

Mithilfe der neuen gentechnischen Verfahren wie next generation sequencing ist es möglich, viele 

DNA-Proben in kurzer Zeit zu untersuchen. Somit ist die Wahrscheinlichkeit groß, zukünftig 

weitere genetische Ursachen für das Parkinson-Syndrom zu finden und dem Schlüssel zur 

Pathogenese des PS näher zu kommen, wovon nicht nur mutationspositive Patienten profitieren 

würden. 

Um Langzeit-Effekte bei Patienten mit und ohne Parkin-Mutationen hinsichtlich des Therapie-

Erfolgs einer Tiefenhirn-Stimulation beurteilen zu können, müssen Patienten in Längsschnitt-

Studien eingeschlossen werden. 

Untersuchungen des NR4A2-Gens an Kollektiven unterschiedlichen ethnischen Hintergrundes 

können Aussagen zum Verständnis neuro-psychiatrischer Erkrankungen liefern. Bei einer 

systematischen Beteiligung des Gens in der Pathogenese des PS wären gentherapeutische Ansätze 

wie z. B. die Induktion von NR4A2-Gen denkbar. 

Die Diskussion der Rolle heterozygoter Mutationen beim Parkin- wie auch dem DJ-1-Gen ist von 

besonderer Bedeutung und impliziert weitere molekular-genetische und klinische Untersuchungen 

an großen Patienten- und Kontroll-Kollektiven. Gesunde Träger von heterozygoten Mutationen mit 

erhöhtem Risiko für ein PS, beispielsweise ein Geschwister eines Parkinson-Patienten, könnten von 

neuroprotektiven Behandlungen profitieren. 
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5. Zusammenfassung

Das Parkinson-Syndrom ist eine der häufigsten neurologischen Erkrankungen. Die Pathogenese ist 

letztlich nicht geklärt, jedoch haben genetische Faktoren einen bedeutenden Stellenwert. Die 

Identifizierung von genetischen PS-Formen trägt dazu bei, ein besseres Verständnis der 

Pathophysiologie der Erkrankung zu erlangen. Es konnten bis zum jetzigen Zeitpunkt verschiedene 

monogene Parkinson-Syndrome klassifiziert werden. Derzeit wird bei etwa 20 % der Patienten mit 

EOPD und bei weniger als 3 % der Patienten mit LOPD eine monogene Ursache identifiziert. 

Insbesondere das Parkin-assoziierte PS macht einen Großteil des rezessiv-vererbten PS aus. Des 

Weiteren wird das DJ-1-Gen mit einem rezessiv-vererbten PS in Verbindung gebracht, 

wahrscheinlich spielt es jedoch nur bei einer kleineren Anzahl von Fällen eine Rolle. Es wurden 

auch dominant-vererbte PS beschrieben, wobei die Häufigkeit von Mutationen in diesen Genen, 

wie dem in dieser Studie untersuchten NR4A2-Gen, gering ist. 

Mittels der vorliegenden Arbeit wurde beabsichtigt, an Hand des Einsatzes molekulargenetischer 

Techniken ein besseres Verständnis der monogenen Parkinson-Syndrome zu erzielen. 

Hauptschwerpunkt war die Untersuchung des Parkin-Gens bei Patienten mit frühem und spätem 

Beginn des PS und bei gesunden Kontrollen. 

1. Es wurde eine Methode zur Detektion von Punktmutationen, kleinen Deletionen und 

Insertionen im Parkin-Gen mittels dHPLC-Analyse am WAVE-System entwickelt. Diese 

Methode kann zur zügigen Untersuchung großer Patientenkollektive angewandt werden und ist 

auf andere Gene übertragbar, wobei sie jedoch relativ aufwendig und kostenintensiv ist. Diese 

Methode wird heutzutage vor allem als Referenzmethode angewandt. 

2. Parkin-Mutationen kommen häufig bei Patienten mit Parkinson-Syndrom frühen Beginns vor. 

In der vorliegenden Studie tragen 12,6 % der Index-Patienten mit EOPD Parkin-Mutationen. 

Es wird deutlich, dass das Vorliegen einer Parkin-Mutation wahrscheinlicher ist, wenn eine 

positive Familienanamnese bekannt ist und die Erkrankung in den ersten Lebensdekaden 

auftritt. Klinisch finden sich sehr häufig Dystonien und selten Demenzen. Außerdem gibt es 

richtungsweisende Befunde, dass auch eine heterozygote Parkin-Mutation zum Parkinson-

Syndrom prädisponiert, welches dann allerdings mit einem höheren Erkrankungsalter assoziiert 

zu sein scheint. Unter den Index-Patienten mit LOPD trug eine Patientin eine Parkin-Mutation 

im heterozygoten Zustand, somit betrug die Mutationsrate vergleichsweise nur 1,6 %. Ebenso 

wurde in der vorliegenden Arbeit ein „gesunder“ Träger einer heterozygoten Parkin-Mutation 

identifiziert. In diesem Falle bleibt abzuwarten, ob ein Parkinson-Syndrom klinisch in 

Erscheinung tritt, wenn ja, wird es wahrscheinlich mit einem höheren Erkrankungsalter 

assoziiert sein.  
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3. Parkin-Mutationen und häufige Varianten (Polymorphismen) wurden über das gesamte Gen 

verteilt identifiziert. Dabei konnte das Spektrum der bis dato bekannten Mutationen des 

Parkin-Gens um zwei Mutationen in Form von Exon-Deletionen von Exon 9 und 11 erweitert 

werden. Auch in der Promotor-Region des Parkin-Gens wurden Sequenzveränderungen bei 

Patienten und Kontrollen detektiert, welche jedoch in der hier untersuchten Kohorte keine 

Assoziation zum PS zeigen.  

4. Die Therapiestrategien sind gegenwärtig noch unabhängig von dem genetischen Status der 

Patienten. Bei der Untersuchung von Patienten mit EOPD und Tiefenhirn-Stimulation zeigen 

sich vergleichbare Ergebnisse für diese Therapieform bei Patienten mit Parkin-assoziiertem PS 

und Patienten mit nicht genetisch bedingtem PS. 

5. Unter den 71 Index-Patienten mit EOPD befindet sich nur eine Patientin mit einer 

heterozygoten Mutation des DJ-1-Gens. Im Vergleich zur Mutationsrate von 1,4 % für das DJ-

1-Gen liegt die Mutationsrate für das Parkin-Gen in dieser Gruppe bei 15,5 %, da elf von den 

71 Patienten eine Parkin-Mutation aufweisen. Bei der DJ-1-Mutationsträgerin konnte keine 

Parkin-Mutation detektiert werden. Die vorliegende Studie bestätigt, dass Mutationen im DJ-1-

Gen seltener als Parkin-Mutationen sind. Aber dennoch kommen sie als mögliche Ursache für 

ein rezessives PS in Frage, wahrscheinlich sogar, wenn sie im heterozygoten Zustand 

vorliegen.  

6. Mutationen beim rezessiven Parkin-assoziierten PS und anderen rezessiven PS-Formen wie 

dem DJ-1-assoziierten PS scheinen eher mit einem Funktionsverlust des jeweiligen Proteins 

einherzugehen, daher sollten Strategien zur Erhöhung der Proteinmenge entwickelt werden. 

7. Die Mutationsanalyse des NR4A2-Gens, welches in Verbindung mit einer dominant vererbten 

PS-Form gebracht wird, konnte keine Träger von NR4A2-Mutationen unter den untersuchten 

Patienten mit familiärem PS detektieren. NR4A2 könnte als ethnisch spezifischer 

Suszeptibilitätsfaktor fungieren. 

8. Zusammenfassend unterstreichen die Ergebnisse der vorliegenden Doktorarbeit die 

wissenschaftlich anerkannte Bedeutung von Parkin-Mutationen und die eher untergeordnete 

Bedeutung von DJ-1-Mutationen beim rezessiv vererbten bzw. von NR4A2-Mutationen beim 

autosomal dominant vererbten Parkinson-Syndrom und zeigen auf, dass die genetische 

Forschung einen wesentlichen Schlüssel zum Verständnis der Pathophysiologie darstellt. 
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7. Anhang 

7.1. Abkürzungsverzeichnis 

A   Absorption 

A   Adenin 

α   Alpha 

Abb.   Abbildung 

Ag+   Silber 

AgNO3   Silbernitrat 

APS   Ammoniumpersulfat 

AS   Aminosäure 

ATP   Adenosintriphosphat 

β   Beta 

Bp   Basenpaar(e) 

brasil.   brasilianisch 

bzw.   beziehungsweise 

C   Concentration 

C   Cytosin 

C   Kohlenstoff  

ca.   circa 

°C   Celsius 

cDNA   Copy (complementary) DNA 

comp.   compound 

cm   Zentimeter 

cM   Centi Morgan 

d   Schichtdicke 

ddNTP   2´,3´-Didesoxyribonukleosid-5´-triphsophat 

del   Deletion 

dest.   destilliert 

d.h.   das heisst 

dH2O   Destilliertes Wasser 

dHPLC   Denaturing High Performance Liquid Chromatography 

dNTP   2´-Desoxynukleosid-5´-triphosphat 

DMSO   Dimethylsulfoxid 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 
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ds   Doppelstrang  

e   Extinktionsfaktor 

E   Extinktion 

Econst   Amplifikations-Effizienz 

EDTA   Ethylendiamintetraacetat 

EOPD   early-onset Parkinson’s Disease 

EtOH   Ethanol 

Ex   Exon 

f   Frau 

f   Verdünnungsfaktor 

FA   Familienanamnese 

franz.   französisch  

FRET   Fluorescence Resonance Energy Transfer 

g    Gramm 

G   Guanin 

Gpe   externes Segment des Globus pallidus 

Gpi    internes Segment des Globus pallidus 

h    Stunde 

het   heterozygot 

hom   homozygot 

HCl   Salzsäure 

IBR   In between Ring 

ital.   italienisch  

IVS   intronischer Polymorphismus 

kb    Kilobasenpaare 

KHCO3  Kaliumhydrogencarbonat 

l    Liter 

LiCOR   Long Read IR2-DNA Sequencer 

LOPD   Late- onset Parkinson’s Disease 

LRRK2   Leucine- rich repeat kinase2 

M    Molar (g/mol) 

m   Mann 

m    Milli- (10
-3

) 

m   Meter 

Mb    Megabasen 

Mg2+   Magnesium 

MgCl2   Magnesiumchlorid 

mm   Millimeter 
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min    Minute 

MLPA   multiplex ligation-dependent probe amplification 

MP    Morbus Parkinson 

mRNA   Messenger-RNA 

MRT   Magnetresonanztomographie 

µ    Mikro- (10
-6

) 

n    Nano- (10
-9

) 

n   Anzahl 

N   Menge 

NaCl   Natriumchlorid 

NCBI    National Center for Biotechnology Information 

NH4Cl   Salpetersäure 

Nr   Nummer 

OD    Optische Dichte 

o.a.   oben aufgeführt 

p    Pico- (10
-12

) 

p   kurzer Arm eines Chromosoms 

PAA    Polyacrylamid 

PAGE    Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PCR    Polymerase chain reaction 

PET    Positronenemissions-Tomographie 

pH    negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration 

PS    Parkinson-Syndrom 

PS   Polystyrol 

q   langer Arm eines Chromosoms 

RING   Really Interesting New Gene 

RNA    Ribonukleinsäure 

rpm    Umdrehungen pro Minute 

RT    Raumtemperatur 

RT    Reverse Transkriptase 

s    Sekunde 

s.   siehe 

SDS    Sodiumdodecylsulfat 

SN    Substantia nigra 

SNc    Substantia nigra pars compacta 

SNCA   α-Synuklein 

SNr    Substantia nigra pars reticulata 

ss   Einzelstrang 
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SSCP    single strand conformation polymorphism 

STN    Nucleus subthalamaticus 

STR   short tandem repeat, Mikrosatellitenmarker 

t   time 

T    Thymin 

Tm   Schmelztemperatur 

Tab.    Tabelle 

TEMED   N,N,N´,N´-Tetramethylethylenediamid 

TEAA   Triethylammonium-Acetat 

THS   Tiefenhirnstimulation 

Tris    Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

U    Unit (Maß für Enzymaktivität) 

u.a.   unter anderem 

Ub    Ubiquitin 

UV    Ultraviolett 

V    Volt 

vietn.   vietnamesisch 

Vol   Volumen 

W    Watt 
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7.4. Material 

Alle verwendeten Chemikalien und Geräte sind mitsamt Hersteller aufgeführt. 

 

7.4.1. Chemikalien 

 

Acrylamid (30 %); rotiphoreseGel30   Roth 

Agarose      Biozym 

Ammoniumpersulfat (APS)        Merck 

Aqua Spüllösung       Delta-Pharma 

Betain       Sigma 

Borsäure         Merck 

Desoxyribonukleotide (dNTPs)    Amersham Biosciences 

EDTA (Titriplex III)     Merck 

Essigsäure 100 %          Merck 

Ethanol                     Merck 

Ethidiumbromid 10 mg/ml     Merck 

Formaldehyd 37 %      Sigma 

Glycerin           Merck 

Harnstoff       USB 

Hybridisation FastStart-Mix       Roche 

Kaliumhydrogencarbonat           Merck 

Long Ranger-Gel-Lösung 50 %       Biozym 

Magnesiumchlorid                     Merck 

Natriumcarbonat wasserfrei       Merck 

Natriumchlorid                        Merck 

Molekulargewichtsstandard (100 bp)      Invitrogen 

Primer                                                      Biometra 

Oligonukleotide     Biometra; MWG Biotech; TIB Molbiol 

Oligonukleotide, markiert für LI-COR   MWG Biotech 

Proteinase-Inhibitor     RocheDiagnostics 

Restriktionsenzyme und Puffer/BSA   New England Biolabs; Invitrogen 

Salpetersäure                    Merck 

Sodium-Dodecyl-Sulfat (SDS)    Amersham Biosciences 

Silbernitrat                        Caelo 
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Sonden für LightCycler     TIB Molbiol 

Taq-DNA-Polymerase + Puffer    Quantum/Appligene; Eppendorf 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) 50  Sigma 

Tris   ICN Biomedicals 

Xylencyanol  Merck 

 

Alle weiteren hier nicht aufgeführten Laborchemikalien wurden von den Firmen Roth, Fluka 

Biochemica und Merck geliefert. 

7.4.2. Stammlösungen und Puffer 

DNA-Isolation und Analyse: 

Agarose 1 %:   1 g Agarose, 100 ml 1xTBE, 2µl Ethidiumbromid 

Formamid-Farbstoff: 47,5 ml Formamid; 2,0 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0);  

0,01 g Bromphenolblau; 0,01 g Xylencyanol 

Leidener-Lösung: 155 mM NH4Cl; 10 mM KHCO3; 0,1 mM EDTA (pH 8,0);  

(steril filtriert) 

Lyse-Puffer: 10 mM Tris/HCl (pH 8,0); 400 mM NaCl; 0,2 mM EDTA 

(pH 8,0); (steril filtriert) 

Puffer A, für dHPLC:  50,0 ml 2M TEAA; 250 l Acetonitril; ad 1 l mit dH2O  

Puffer B, für dHPLC: 50,0 ml 2M TEAA; 250 ml Acetonitril; ad 1 l mit dH2O  

PAA-Gel, denaturierend für Sequenzierung:  

3,3 ml LongRanger Acrylamidlösung (Biozym);  

3,0 ml 10x TBE; 12,6 g Harnstoff (entspricht 7 M);  

ad 30 ml mit dH2O;  

Polymerisieren mit 200 µl 10 % APS und 20 µl TEMED 

SSCP-Acrylamid-Gellösung, denaturierend: 

                                                400 g Harnstoff, 200 ml Acrylamid-Gellösung (30 %), 200 ml 

                                                5x TBE, 800 µl TEMED, ad 1 l mit dH2O; 60 ml  

                                                Polymerisieren mit 500 µl 10 % APS 

SSCP-Acrylamid-Gellösung, nicht-denaturierend:  

6 / 8 % Acrylamidgellösung; 8 % Glycerin;  

in 1x TBE mit 1/1000 Vol. TEMED 
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1x TE-Puffer: 10 mM Tris/HCl (pH 8,0); 1 mM EDTA (pH 8,0); 

                                                 (autoklaviert) 

10x TBE-Puffer: 890 mM Tris; 890 mM Borsäure; 20 mM EDTA 

7.4.3. Geräte 

dHPLC und Software                               Transgenomics 

Sequenziergerät,  MWG Biotech 

LI-COR IR2-DNA-Sequenzierer  

   und Software 

Spektrophotometer       Eppendorf 

Thermocycler 

- Mastercycler  Eppendorf 

- PTC-100 und PTC-200 Biozym 

- LightCycler und Software RocheDiagnostics 

 

Alle hier nicht aufgeführten Standardgeräte wurden von den Firmen Eppendorf, Peqlab u. a. 

verwendet. 
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7.5. Primer und Sonden 

Die für die SSCP- und Sequenzanalyse verwendeten Primer trugen am 5´-Ende die M13-Primer-

Sequenz. Die Vorwärts-Primer waren um die M13F-Sequenz verlängert und die Rückwärts-Primer 

um die M13R-Sequenz.  

7.5.1. Allgemeine Primer 

Primer-Name Region Sequenz  
Annealing-

Temp. (°C) 

Größe des 

PCR-Produktes 

(bp) 

M13F-700 für alle Sequen-

zierungen 

IRD700-CACGACGTTGTAAAACGAC 
58  

M13R-800 IRD800-GATAACAATTTCACACAGG 

 

7.5.2. Primer zur konventionellen Parkin-Mutationsanalyse  

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

Temp. (°C) 

Größe des 

PCR-Produktes 

(bp) 

Ex 1 F 
Exon 1 

GCGCGGCTGGCGCCGCTGCGCGCA
1
 

72 112 
Ex 1 R GCGGCGCAGAGAGGCTGTAC

1
 

Ex 2 F 
Exon 2 

ATGTTGCTATCACCATTTAAGGG 
55 308 

Ex 2 R AGATTGGCAGCGCAGGCGGCATG 

Ex 3/1 F 
Exon 3, 5´-Teil 

ACATGTCACTTTTGCTTCCCT 
55 274 

Ex 3/1 R ACTGAGCTGCTGAGGTCCAC 

Ex 3/2 F 
Exon 3, 3´-Teil 

AGAAACGCGGCGGGAGGCTG 
55 221 

Ex 3/2 R AGGCCATGCTCCATGCAGACTGC 

Ex 4 F 
Exon 4 

ACAAGCTTTTAAAGAGTTTCTTGT 
55 261 

Ex 4 R AGGCAATGTGTTAGTACACA 

Ex 5 F 
Exon 5 

ACATGTCTTAAGGAGTACATTT 
55 227 

Ex 5 R TCTCTAATTTCCTGGCAAACAGTG 

Ex 6 F 
Exon 6 

AGAGATTGTTTACTGTGGAAACA 
55 268 

Ex 6 R GAGTGATGCTATTTTTAGATCCT 

Ex 7 F 
Exon 7 

TGCCTTTCCACACTGACAGGTACT 
55 239 

Ex 7 R TCTGTTCTTCATTAGCATTAGAGA 

Ex 8 F Exon 8 TGATAGTCATAACTGTGTGTAAG 55 206 
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Ex 8 R ACTGTCTCATTAGCGTCTATCTT 

Ex 9 F 
Exon 9 

GGGTGAAATTTGCAGTCAGT 
55 278 

Ex 9 R AATATAATCCCAGCCCATGTGCA 

Ex 10 F 
Exon 10 

ATTGCCAAATGCAACCTMTGTC 
55 165 

Ex 10 R TTGGAGGAATGAGTAGGGCATT 

Ex 11 F 
Exon 11 

ACAGGGAACATAAACTCTGATCC 
55 303 

Ex 11 R CAACACACCAGGCACCTTCAGA 

Ex 12 F 
Exon 12 

GTTTGGGAATGCGTGTTTT 
55 255 

Ex 12 R AGAATTAGAAAATGAAGGTAGACA 

1: Zusatz von 12 % Betain zur PCR 

 

7.5.3. Primer für die dHPLC-Analyse im Parkin-Gen 

Primer Region Sequenz  
Annealing-

Temp. (°C) 

Größe des 

PCR-Produktes 

(bp) 

Ex 1 F 
Exon 1 

GCGCGGCTGGCGCCGCTGCGCGCA 
72 112 

Ex 1 R GCGGCGCAGAGAGGCTGTAC 

Ex 2 F 
Exon 2 

ATGTTGCTATCACCATTTAAGGG 
65 308 

Ex 2 R AGATTGGCAGCGCAGGCGGCATG 

Ex 3W F 

Exon 3 

CACGACGTTGTAAAACGACTTTGCTT

CCCTTCTACC 
61 495 

Ex 3W R 
GGATAACAATTTCACACAGGCCCTGC

TTGGAGGAAT 

Ex 4 F 
Exon 4 

ACAAGCTTTTAAAGAGTTTCTTGT 
59 261 

Ex 4 R AGGCAATGTGTTAGTACACA 

Ex 5 F 
Exon 5 

ACATGTCTTAAGGAGTACATTT 
61 227 

Ex 5 R TCTCTAATTTCCTGGCAAACAGTG 

Ex 6W F 
Exon 6 

TTAGAGGAAAAATGAGCAGCC 
61 268 

Ex 6W R TATTGGGAAAGTAAGGAGGGG 

Ex 7 F 
Exon 7 

TGCCTTTCCACACTGACAGGTACT 
59 239 

Ex 7 R TCTGTTCTTCATTAGCATTAGAGA 

Ex 8W F 

Exon 8 

CACGACGTTGTAAAACGACACGTCTG

TGTCCTCCCAAAAG 
55 206 

Ex 8W R 
GGATAACAATTTCACACAGGGCCCA

AACTGTCTCATTAGCG 
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Ex 9 F 
Exon 9 

GGGTGAAATTTGCAGTCAGT 
61 278 

Ex 9 R AATATAATCCCAGCCCATGTGCA 

Ex 10W F 

Exon 10 

CACGACGTTGTAAAACGACGAGTAA

AGAGTGAACAA 
59 165 

Ex 10W R 
GGATAACAATTTCACACAGGAAATA

TGCACCCGGTG 

Ex 11 F 
Exon 11 

ACAGGGAACATAAACTCTGATCC 
65 303 

Ex 11 R CAACACACCAGGCACCTTCAGA 

Ex 12 F Exon 12 GTTTGGGAATGCGTGTTTT 61 255 

 

7.5.4. Primer zur quantitativen PCR für Gendosisbestimmungen im 

Parkin-Gen 

Primer Region Sequenz  
Annealing-

Temp. (°C) 

Primer-End-

konzentration 

β-Globin F 
β-Globin-Gen 

ACACAACTGTGTTCACTAGC
2
 

55 0,5 pmol/µl 
β-Globin R CAACTTCATCCACGTTCACC

2
 

Park Ex 1 F 
Parkin Exon 1 

GCGCGGCTGGCGCCGCTGCGCGCA
3,4

 
55 1,0 pmol/µl 

Park Ex 1 R GCGGCGCAGAGAGGCTGTAC
3,4

 

Park Ex 2 F 
Parkin Exon 2 

TTCAACTCCAGCCATGGTTTC 
55 0,5 pmol/µl 

Park Ex 2 R CCAGTCATTCCTCAGCTCCTTC 

Park Ex 3 F 
Parkin Exon 3 

GCAACTGGAGGCGACGAC 
55 0,5 pmol/µl 

Park Ex 3 R GTCCTTCCTGCTGTCAGTGTG 

Park Ex 4 F 
Parkin Exon 4 

GGTAGATCAATCTACAACAGCTTTT

ATG 55 0,5 pmol/µl 

Park Ex 4 R GTCAAGGTGAGCGTTGCC 

Park Ex 5 F 
Parkin Exon 5 

CCATCTTGCTGGGATGATGTT
5
 

55 0,5 pmol/µl 
Park Ex 5 R TGCACTAGTCCCAGGGCA

5
 

Park Ex 6 F 
Parkin Exon 6 

GGAATTTTTCTTTAAATGTGGAGCA 
55 0,5 pmol/µl 

Park Ex 6 R GAGTGATGCTATTTTTAGATCCT
3
 

Park Ex 7 F 
Parkin Exon 7 

GAGCCCCGTCCTGGTTTT 
55 0,5 pmol/µl 

Park Ex 7 R ACAAGGCAGGGAGTAGCCAA 

Park Ex 8 F 
Parkin Exon 8 

TGATAGTCATAACTGTGTGTAAG
3
 

55 0,5 pmol/µl 
Park Ex 8 R ACTGTCTCATTAGCGTCTATCTT

3
 

Park Ex 9 F 
Parkin Exon 9 

AGCAGTATGGTGCAGAGGAGTG 
55 0,5 pmol/µl 

Park Ex 9 R CCCCTTCGCAGGTGACT 
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Park Ex 10 F 
Parkin Exon 10 

GCCTTCTGCCGGGAATGTA 
55 1,0 pmol/µl 

Park Ex 10 R TTGGAGGAATGAGTAGGGCATT
3
 

Park Ex 11 F 
Parkin Exon 11 

CGCCTACAGAGTCGATGAAAGAG 
55 0,5 pmol/µl 

Park Ex 11 R TTTTTCCACTGGTACATGGCAG 

Park Ex 12 F 
Parkin Exon 12 

CGAGTGGTGCTGGAACTGTG 
55 0,5 pmol/µl 

Park Ex 12 R AATTGAAGGTAGACACTGGGTATG 

2: Primer publiziert bei Wittwer et al., 1997 

3: Primer publiziert bei Kitada et al., 1998 

4: Zusatz von 1 % Glycerin zur PCR 

5: Zusatz von 3 % Formamid zur PCR 

 

7.5.5. Sonden zur quantitativen PCR für Gendosisbestimmungen im 

Parkin-Gen 

Sonde Region Sequenz  
Mg

2+
 -End-

konzentration 

β-GlobinLC 

β-Globin-Gen 

L-AAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAA 

2,0 – 4,5 mM 
β-GlobinFL 

CAAACAGACACCATGGTGCACCTGACTCCTGAG

GA-F 

Park Ex 1LC 
Parkin Exon 1 

L-CCCGCAGCCGCCACCTACC 
4,5 mM 

Park Ex 1FL CGCGCATGGGCCTGTTCCTG-F 

Park Ex 2LC 
Parkin Exon 2 

L-ATGCTGGTGTCAGAATCGACCTCCAC 
3,0 mM 

Park Ex 2FL GCAACCACCTCCTTGAGCTGGAA-F 

Park Ex 3LC 
Parkin Exon 3 

L-TCAGCAGCTCAGTCCTCCCAGGAG 
3,0 mM 

Park Ex 3FL CCCAGAGCTTGACTCGGGTGGAC-F 

Park Ex 4LC 
Parkin Exon 4 

L-CTCAGGGTACAGTGCAGCACCTGC 
3,0 mM 

Park Ex 4FL CCTGTCAAAGAGTGCAGCCGGGA-F 

Park Ex 5LC 
Parkin Exon 5 

L-AATGCCAATCCCCACACTGC 
4,5 mM 

Park Ex 5FL TTTTAATTCCAAACCGGATGAGTGGT-F 

Park Ex 6LC 
Parkin Exon 6 

L-CGCAACAAATAGTCGGAACATCACTTG 
3,0 mM 

Park Ex 6FL GGAAACACCAGTAGCTTTGCACCTGA-F 

Park Ex 7LC 
Parkin Exon 7 

L-TACTGTGTGACAAGACTCAATGATCGGCA 
3,0 mM 

Park Ex 7FL CCACGTGATTTGCTTAGACTGTTTCCAC-F 

Park Ex 8LC 
Parkin Exon 8 

L-CTTTAATCAAGGAGTTGGGACAGCCA 
3,0 mM 

Park Ex 8FL CTCCCAGAATCCTGAAGTGATGGAGC-F 

Park Ex 9LC 
Parkin Exon 9 

L-CTGCTGCCGGAGCCTGACCAGA 
3,0 mM 

Park Ex 9FL CCCCGCCCTGGCTGTGGAGC-F 
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Park Ex 10LC 
Parkin Exon 10 

L-GCACTCCCCTTCATGGTACGCTTC 
2,0 mM 

Park Ex 10FL TGTTCCTGAGGCTTCAAATACGGCAC-F 

Park Ex 11LC 
Parkin Exon 11 

L-AAGAAAACCACCAAGCCCTGTCCCC 
3,0 mM 

Park Ex 11FL TGGGAAGCAGCCTCCAAAGAAACCAT-F 

Park Ex 12LC 
Parkin Exon 12 

L-TGGTCCCCCATGCAGACGCGGT 
3,0 mM 

Park Ex 12FL CCGCCCTGGCTACACGTCGAACC-F 

 

7.5.6. Primer für die Schmelzkurvenanalyse am Core-Promotor des 

Parkin-Gens 

Primer-

Name 
Region Sequenz  

Annealing-

Temp. (°C) 

Größe des PCR-

Produktes (bp) 

Prom 2 F 
Core-Promotor 

TTACGGATGTGAGCAGGAGGTC 
58  

Prom 2 R TTCAGGCCCAGCAATCTTACG 

 

7.5.7. Sonden für die Schmelzkurvenanalyse am Core-Promotor des 

Parkin-Gens 

Sonde Region Sequenz  
Mg

2+
 -End-

konzentration 

Sensor (G) 
Core Promotor 

GCAGCTCTAGCCCAGGTCC 
2,0 – 4,5 mM 

Anchor GCCCTCTTCCCGCCCCGCCCCT 

 

7.5.8. Primer zur quantitativen PCR für Gendosisbestimmungen im DJ-

1-Gen 

Primer-

Name 
Region Sequenz  

Annealing-

Temp. (°C) 

Primer-End- 

konzentration 

Ex 2 F 
DJ-1 Exon 2 

TTTTTTTTTTTTTTAAGGCTTGTAAAC 
57 1,0 pmol/µl 

Ex 2 R GGCTAAAAATCGATGTGGGACT 

Ex 3 F 
DJ-1 Exon 3 

AGATTAAGGTCACCGTTGCAG 
57 1,0 pmol/µl 

Ex 3 R TGAAGGAATAACTCCATGTATGGAT 

Ex 4 F 

DJ-1 Exon 4 

TTGTTTTCTTTATGTTTTAAACTGTTA

CA 
53 1,5 pmol/µl 

Ex 4 R 
CCAGCTTTATTGAGGTATAATTGAGT

A 
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Ex 5 F 
DJ-1 Exon 5 

AGGTCAGAGAGCTTGTGGTTT 
60 0,5 pmol/µl 

Ex 5 R ACCAATGACGCTGCAACAC 

Ex 6 F 
DJ-1 Exon 6 

CTGCACTTAGATCTTTTTATTTTTATT

C 52 1,5 pmol/µl 

Ex 6 R CAAACAAACAAAAACAAGCATATAC 

Ex 7 F 
DJ-1 Exon 7 

CATTACACCTACTCTGAGAATCGTG 
57 0,5 pmol/µl 

Ex 7 R TCCTAACGGCCTGTTTCTCTAA 

 

7.5.9. Sonden zur quantitativen PCR für Gendosisbestimmungen im DJ-

1-Gen 

Primer-Name Region Sequenz  
Mg

2+
 -End-

konzentration 

β-Globin LC 

β-Globin-Gen 

L-AAGTCTGCCGTTACTGCCCTGTGGGGCAA 

2,0 – 4,5 mM 
β-Globin FL 

CAAACAGACACCATGGTGCACCTGACTCCTGAG

GA-F 

Ex 2 LC 
DJ-1 Exon 2 

L- CTGGTCATCCTGGCTAAAGGAGCA 
3,0 mM 

Ex 2 FL GGAAATGGAGACGGTCATCCCTGT-F 

Ex 3 LC 
DJ-1 Exon 3 

L- AGACCCAGTACAGTGTAGCCGTGATG 
3,0 mM 

Ex 3 FL GGTCATTTGTCCTGATGCCAGCC-F 

Ex 4 LC 
DJ-1 Exon 4 

L- CAGATAAATTCTGTGCGCCCAGATT 
4,5 mM 

Ex 4 FL CCTCCTGGTAGAACCACCACATCA-F 

Ex 5 LC 
DJ-1 Exon 5 

L- TCTTTTCACTAGTCTGCTGCTGTGAAGG 
3,0 mM 

Ex 5 FL ATACTGAAGGAGCAGGAAAACCGGAAG-F 

Ex 6 LC 
DJ-1 Exon 6 

L- CCTCCATTCATCATTTTGTCTTTAGCAAG 
3,8 mM 

Ex 6 FL GGTGTGTTGTAACTTTACTTCCAAAACC-F 

Ex 7 LC 
DJ-1 Exon 7 

L- TTGCCATTCAGGGCTTCAACAATT 
3,0 mM 

Ex 7 FL CAAGCGCAAACTCGAAGCTGGTC-F 

 

7.5.10. Primer zur Sequenzierung im DJ-1-Gen 

Primer-

Name 
Region Sequenz  

Annealing-

Temp. (°C) 

Größe des 

PCR-Produktes 

(bp) 

Ex 2 F 
DJ-1 Exon 2 

GGGGTATCTCAGGGTTGCAATG 
59 199 

Ex 2 R TGGCTAAAAATCGATGTGGGACT 
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Ex 3 F 
DJ-1 Exon 3 

GGTGAGACCCCATCTCTCTTT 
58 247 

Ex 3 R AACAAAGAAGCCATATGAAGGAA 

Ex 4 F 
DJ-1 Exon 4 

GCTATCTCCTGTACTTCCCACA 
55 201 

Ex 4 R TTGAGGTATAATTGAGTAGAATTTTT 

Ex 5 F 
DJ-1 Exon 5 

AGGTCAGAGAGCTTGTGGTTT 
59 223 

Ex 5 R ACCAATGACGCTGCAACAC 

Ex 6 F 
DJ-1 Exon 6 

TGGGCTTTTCTATATCTGCACTTAG 
61 240 

Ex 6 R GGGATTGCAGTAAGCCAAGA 

Ex 7 F 
DJ-1 Exon 7 

GCCCATTAGGATGTCACCTT 
60 245 

Ex 7 R TTCCTAACGGCCTGTTTCTC 

 

7.5.11. Primer zur Sequenzierung des Exon 1 des NR4A2-Gens  

Primer Region Sequenz  
Annealing-

Temp. (° C) 

Größe des 

PCR-Produktes 

(bp) 

Ex 1 F 
Exon 1 

CGCAAGCCACATAAACAAAG 
64 305 

Ex 1 R ACGTGCAAAAGAAGGAAAAAG 
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7.6. Patientenlisten 

 

Tabelle 7.1.: Patientenliste EOPD 

Zusammenfassung der klinischen Daten und Untersuchungsergebnisse für das Parkin- und DJ-1-Gen der 

untersuchten Patienten mit PS frühen Beginns (EOPD). In Teil B sind die THS-Patienten gesondert 

aufgeführt. Mutationsträger sind in Fettdruck hervorgehoben. 

 

A. 

Nr. Lab-Nr. 
Geburts- 

jahr 

Erkrankungs- 

alter 
Geschlecht 

 

FA 

Parkin- 

Mutation 

DJ-1- 

Mutation 

1 L1347 1977 17 f  keine IVS5*2-12del  

2 L1350 1962 30 m  keine keine 

3 AE 30 1969 27 f  keine keine 

4 AE34 1941 35 m  hom keine 

5 AE 142  31 f  het keine 

6 AE144 1961 37 f  keine keine 

7 AE172 1950 45 m  keine keine 

8 AE176 1950 42 m  keine keine 

9 AE 178  35 m  keine keine 

10 AE 214 1944 39 f  keine keine 

11 AE230 1960 33 m  keine keine 

12 AE 362 1953 39 f  keine keine 

13 AE 396 1961 36 f  keine keine 

14 AE 532 1961 32 f  keine keine 

15 AE 593 1966 35 m  keine keine 

16 MIN 4827 1954 33 f  comp het keine 

17 28068 1962 28 m  keine keine 

18 K1  30 f  comp het keine 

19 T1 1968 22 m  comp het keine 

20 T2 1958 18 f  comp het keine 

21 T3 1983 14 m  keine keine 

22 T4 1961 29 f  keine keine 

23 T5 1963 30 f  keine keine 

24 L-1435 1954 39 m  keine keine 

25 L- 649 1955 16 m  keine keine 

26 L-1613 1956 31 f  keine keine 

27 L-1456 1966 33 m  keine keine 

28 L-1447 1961 40 f  keine keine 

29 DR 1    <40 f  keine keine 

30 L-1273 1973 <31 m  keine keine 

31 L-1374   <40 m  keine keine 

32 L-1392 1987 <17 m  keine keine 

33 L-1409 1960 <44 m  keine keine 

34 L-1412 1998 <6 f  keine keine 

35 L-1444 1956 <48 f  keine keine 

36 L-1451 1987 <17 m  keine keine 

37 L-1603 1960 <44 m  keine keine 
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38 L-1604 1987 <17 f  keine keine 

39 L-1605 1960 <44 m  comp het keine 

40 L-1606 1970 <34 m  het keine 

41 L-1607 1964 <40 f  keine keine 

42 L-1608 1974 <30 f  keine keine 

43 L-1609 1978 <25 m  keine keine 

44 9988 1970 <34 m  keine keine 

45 10030 1961 <43 m  keine keine 

46 JH 51   <40    keine keine 

47 JH 52   <40    homEx3-4del keine 

48 L-210 1946 49 f 0 keine nicht getestet 

49 L-250 1938 38 m   keine nicht getestet 

50 L-262 1939 42 m 0 keine nicht getestet 

51 L-295 1950 46 f 0 keine nicht getestet 

52 L-298 1946 39 m 0  keine nicht getestet 

53 L-316 1947 46 f 0 keine nicht getestet 

54 L-319 1927 37 m 0 keine nicht getestet 

55 L-424 1943 50 m 0 keine nicht getestet 

56 L-425 1943 41 m 0 keine nicht getestet 

57 L-719 1943 48 f 0 keine nicht getestet 

58 L-852 1952 43 f 1 keine nicht getestet 

59 L-853 1939 45 m 0 keine nicht getestet 

60 L-1120 1938 46 m 0 keine nicht getestet 

61 L-1163 1960 40 f 1 keine nicht getestet 

62 L-1209 1948 45 f 0 keine nicht getestet 

63 L-1263 1954 37 m   keine  nicht getestet 

 

B. 

1 L- 1296 1952 30 m  0 keine keine 

2 L- 1297 1950 15 m  0 keine keine 

3 L- 1325 1936 47 m   keine keine 

4 L- 1340 1935 46 m   keine keine 

5 L- 1349 1936 34 f  0 keine keine 

6 L- 1355 1975 24 f  0 keine keine 

7 L- 1356 1940 40 m  0 keine keine 

8 L- 1357 1948 37 m  0 keine keine 

9 L- 1367 1944 42 m  0 keine keine 

10 L- 1369 1952 32 m  0 keine keine 

11 L- 1370 1944 38 m  0 keine keine 

12 L- 1371 1950 32 f  0 keine keine 

13 L- 1385 1950 35 m  0 keine keine 

14 L- 1404 1945 35 m  0 keine keine 
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15 91 52 1952 35 f   keine keine 

16 91 58 1942 39 m   keine keine 

17 91 70 1959 36 f  0 keine keine 

18 L-1517 1949 47 f  0 keine keine 

19 L- 1520 1940 50 f  0  keine keine 

20 L- 1521 1947 34 f  0  keine keine 

21 L- 1522 1947 37 f  0  het. 867C>T keine 

22 L- 1523 1943 32 f  0  hom. Ex7-9del keine 

23 L- 1529 1937 49 f  0  keine keine 

24 L- 1549 1949 40 m  0  keine keine 

 

 

Tabelle 7.2.: Patientenliste LOPD 

Übersicht der Patienten mit PS späten Beginns (LOPD). Die Familienanamnese (FA, 0 für negativ und 1 für 

positiv) und die Ergebnisse der Parkin-Mutationsanalyse sind zu entnehmen. 

 

Nr. Lab-Nr. 
Geburts-

jahr 

Erkrankungs-

alter  
Geschlecht  FA Parkin-Mutation 

1 B92 1923 71 m 0 keine 

2 B96 1928 55 f 1 keine 

3 B98 1921 75 f 0 keine 

4 B99 1935 51 m 0 keine 

5 B100 1931 50 m 0 keine 

6 B102 1927 58 f 0 keine 

7 B103 1929 63 f 0 keine 

8 B106 1936 52 m 0 keine 

9 B120 1921 71 m 0 keine 

10 B129 1929 54 f 0 keine 

11 B131 1925 72 f 0 keine 

12 B132 1930 60 m 0 keine 

13 B139 1923 60 m 0 keine 

14 B144 1927 51 f 0 keine 

15 B145 1938 51 f 0 keine 

16 B176 1924 67 f 0 keine 

17 B177 1923 55 f 0 keine 

18 B180 1931 62 m 1 keine 

19 B198 1933 63 f 0 keine 

20 B214 1927 71 f 0 keine 

21 B248 1918 75 m 0 keine 

22 B250 1928 63 m 0 keine 

23 B251 1920 74 f 0 keine 
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24 B252 1932 50 f 0 keine 

25 B255 1923 58 f 0 keine 

26 B256 1929 64 f 0 keine 

27 B263 1935 62 f 1 keine 

28 B265 1924 74 f 0 keine 

29 L148 1923 56 m 1 keine 

30 L218 1939 53 m 1 keine 

31 L228 1932 60 f 1 keine 

32 L231 1934 55 f 0 keine 

33 L265 1937 56 m 0 keine 

34 L280 1923 70 m 1 keine 

35 L320 1927 63 f 0 keine 

36 L417 1932 51 m  keine 

37 L419 1940 55 m 0 keine 

38 L423 1938 60 m 1 keine 

39 L510 1936 61 m 0 keine 

40 L524 1943 55 m 0 keine 

41 L662 1925 53 f 0 keine 

42 L736 1915 79 m 0 keine 

43 L749 1934 63 f 0 keine 

44 L854 1942 54 f 0 keine 

45 L861 1939 59 m 1 keine 

46 L938 1948 54 f  keine 

47 L990 1914 70 m 0 keine 

48 L1091 1936 63 f 0 keine 

49 L1098 1934 61 f 0 keine 

50 L1119 1933 67 m 0 keine 

51 L1127 1938 53 f 0 keine 

52 L1134 1923 63 m 0 keine 

53 L1135 1945 52 m  keine 

54 L1148 1927 70 f 0 hetEx3-4del  

55 L1151 1931 70 f 0 keine 

56 L1198 1924 68 m  keine 

57 L1200 1937 61 f 0 keine 

58 L1217 1940 55 m 0 keine 

59 L1454 1929 70 m  keine 

60 L1464 1935 52 m  keine 

61 L1486 1946 56 f  keine 
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Tabelle 7.3.: Liste mit den Daten der Kontrollgruppe 

(20 MRT-Kontrollen) 

 

Nr. Lab-Nr. Geburtsjahr 
Alter bei 

Untersuchung 
Geschlecht 

 

Parkin-Mutation 

 

1 L-1592 1962 42 m 

 

keine 

2 L-1593 1963 41 f 

 

keine 

3 L-1594 1963 41 m 

 

keine 

4 L-1595 1968 36 m 

 

keine 

5 L-1596 1965 39 f 

 

keine 

6 L-1750 1956 48 f 

 

keine 

7 L-1751 1951 53 m 

 

keine 

8 L-1752 1942 62 f 

 

keine 

9 L-1753 1950 54 m 

 

keine 

10 L-1754 1943 64 f 

 

keine 

11 L-1755 1936 71 f 

 

keine 

12 L-1756 1947 57 m 

 

keine 

13 L-1757 1941 63 f 

 

keine 

14 L-1758 1940 64 f 

 

keine 

15 L-1759 1942 62 m 

 

keine 

16 L-1760 1944 60 f 

 

keine 

17 L-1761 1932 72 m 

 

keine 

18 L-1762 1936 68   

 

keine 

19 L-1763 1946 58   

 

keine 

20 L-1764 1953 51 m 

 

Ex2dupl 
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Tabelle 7.4.: Patienten und Kontrollen zur Untersuchung des Parkin-Promotors 

In Teil A sind die Ergebnisse der Schmelzkurven-Analyse des Parkin-Promotors (Allele an Position -258) für 

die 128 Kontrollen zusammengefasst. In Teil B wurden die Ergebnisse dieser Untersuchung für die 116 

Parkinson-Patienten aufgelistet. 

 

A.        B. 

Nr. Lab-Nr. Parkin-Promotor Nr. Lab-Nr. Parkin-Promotor 

01 L-825 T/T 01 L-252 T/T 

02 L-826 T/G 02 L-246 T/G 

03 L-827 T/T 03 L-328 T/T 

04 L-820 T/T 04 L-290 T/G 

05 L-824 T/T 05 L-295 T/T 

06 L-823 T/T 06 L-274 T/G 

07 L-822 T/G 07 L-273 T/G 

08 L-628 T/T 08 L-283 T/T 

09 L-629 T/T 09 L-297 T/T 

10 L-626 T/T 10 L-272 T/G 

11 L-627 T/T 11 L-291 T/G 

12 L-625 T/T 12 L-310 T/T 

13 L-651 T/T 13 L-331 T/T 

14 L-598 T/T 14 L-305 T/T 

15 L-597 T/G 15 L-312 T/G 

16 L-716 T/T 16 L-302 T/T 

17 L-606 T/T 17 L-361 T/T 

18 L-635 T/T 18 L-332 G/G 

19 L-636 T/T 19 L-306 T/T 

20 L-637 T/G 20 L-324 T/T 

21 L-595 T/T 21 L-315 T/G 

22 L-594 T/T 22 L-301 T/T 

23 L-604 T/G 23 L-311 T/T 

24 L-609 T/G 24 L-317 T/G 

25 L-596 T/T 25 L-334 T/G 

26 L-565 T/G 26 L-333 T/G 

27 L-514 T/G 27 L-309 T/T 

28 L-540 T/G 28 L-323 T/T 

29 L-645 T/T 29 L-299 T/T 

30 L-590 T/G 30 L-303 T/T 

31 L-652 G/G 31 L-325 T/G 

32 L-567 T/T 32 L-389 T/G 

33 L-577 T/T 33 L-396 T/T 

34 L-582 T/G 34 L-341 T/T 
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35 L-578 T/T 35 L-350 T/T 

36 L-591 T/T 36 L-370 T/G 

37 L-647 T/G 37 L-381 T/T 

38 L-505 T/G 38 L-380 T/T 

39 L-624 T/T 39 L-365 T/T 

40 L-566 T/T 40 L-392 T/G 

41 L-623 T/G 41 L-366 T/T 

42 L-828 T/G 42 L-395 T/T 

43 L-568 T/T 43 L-390 T/G 

44 L-621 T/T 44 L-397 T/T 

45 L-574 T/T 45 L-391 T/T 

46 L-648 T/T 46 L-387 T/T 

47 L-605 T/G 47 L-388 T/G 

48 L-602 T/G 48 L-378 T/T 

49 L-569 T/T 49 L-373 T/T 

50 L-643 T/T 50 L-375 T/T 

51 L-613 T/T 51 L-402 T/G 

52 L-592 T/G 52 L-371 T/T 

53 L-614 T/T 53 L-367 T/T 

54 L-507 T/G 54 L-382 T/T 

55 L-617 T/T 55 L-383 T/G 

56 L-576 T/G 56 L-384 T/T 

57 L-511 T/T 57 L-398 T/T 

58 L-573 T/G 58 L-374 T/T 

59 L-588 T/T 59 L-368 T/T 

60 L-612 T/G 60 L-376 T/G 

61 L-622 T/G 61 L-377 T/G 

62 L-618 T/G 62 L-393 T/T 

63 L-593 T/T 63 L-349 T/T 

64 L-615 T/T 64 L-369 T/T 

65 L-572 T/T 65 L-400 T/T 

66 L-610 T/G 66 L-372 T/T 

67 L-562 T/G 67 L-385 T/T 

68 L-508 T/G 68 L-401 T/G 

69 L-580 T/G 69 L-348 T/T 

70 L-619 T/T 70 L-343 T/T 

71 L-683 T/T 71 L-356 T/T 

72 L-571 T/G 72 L-363 T/T 

73 L-496 T/T 73 L-340 T/T 

74 L-481 T/G 74 L-362 T/T 
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75 L-502/438 T/G 75 L-352 T/T 

76 L-518 T/T 76 L-347 T/G 

77 L-473 T/G 77 L-351 T/T 

78 L-522 T/T 78 L-355 T/T 

79 L-586 T/T 79 L-394 T/T 

80 L-603 T/T 80 L-346 T/G 

81 L-472 T/G 81 L-339 T/T 

82 L-519 T/T 82 L-357 T/T 

83 L-500/442 T/T 83 L-360 T/G 

84 L-482 T/T 84 L-345 T/G 

85 L-476 T/T 85 L-359 T/T 

86 L-478 T/T 86 L-353 T/G 

87 L-485 T/T 87 L-364 T/G 

88 L-574/486 T/T 88 L-399 T/T 

89 L-470 T/T 89 L-354 T/T 

90 L-547 T/T 90 L-358 T/T 

91 L-448 T/T 91 L-342 T/G 

92 L-444 T/T 92 L-558 T/G 

93 L-479 T/T 93 L-584 T/T 

94 L-525 T/T 94 L-600 T/G 

95 L-829 G/G 95 L-611 T/T 

96 L-494/441 T/T 96 L-587 T/T 

97 L-477 T/T 97 L-649 G/G 

98 L-493/443 T/T 98 L-564 T/T 

99 L-529 T/G 99 L-512 T/G 

100 L-483 T/G 100 L-589 T/T 

101 L-531 T/T 101 L-561 T/T 

102 L-446 T/T 102 L-644 T/T 

103 L-539 T/T 103 L-650 T/T 

104 L-541 T/G 104 L-509 T/T 

105 L-830 T/T 105 L-642 T/T 

106 L-831 T/G 106 L-513 G/G 

107 L-487 T/G 107 L-563 T/G 

108 L-559 T/T 108 L-575 G/G 

109 L-488 T/T 109 L-515 T/T 

110 L-523 T/G 110 L-585 T/T 

111 L-533/474 T/G 111 L-581 T/G 

112 L-557 T/T 112 L-601 T/T 

113 L-832 T/G 113 L-608 T/T 

114 L-833 G/G 114 L-616 T/G 
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115 L-834 G/G 115 L-503 T/T 

116 L-836 T/G 116 L-583 T/T 

117 L-837 T/T     

118 L-838 T/T     

119 L-839 G/G     

120 L-497 T/T     

121 L-499 T/G     

122 L-498 T/T     

123 L-840 T/T     

124 L-841 T/T     

125 L-842 T/G     

126 L-843 T/T     

127 L-853 T/T     

128 L-1119 T/G     

 

 

Tabelle 7.5.: Patientenliste zu den Untersuchungen des NR4A2-Gens 

Auflistung und Untersuchungsergebnisse der Patienten mit positiver Familienanamnese, die auf Mutationen 

im NR4A2-Gen getestet wurden. Zur Auswertung der Ergebnisse wurden nur die 50 Patienten herangezogen, 

die keine Mutation im Parkin-Gen aufwiesen. 

 

Patient 
Geburts- 

jahr 

Erkrankungs- 

alter 
Geschlecht  Parkin-Mutation NR4A2-Mutation 

L-274 1954 38 f keine keine 

L-301 1960 27 m keine keine 

L-302 1956 33 f keine keine 

L-305 1950 35 f 1152A>T keine 

L-306 1961 37 f keine keine 

L-312 1956 29 m keine keine 

L-325 1956 34 m keine keine 

L-331 1951 39 m keine keine 

L-332 1956 34 f keine keine 

L-339 1953 38 m keine keine 

L-341 1959 31 f keine keine 

L-345 1948 30 f keine keine 

L-346 1954 34 m keine keine 

L-353 1955 31 f keine keine 

L-359 1950 16 m del4, 924C>T keine 

L-361 1957 24 m keine keine 

L-365 1956 31 f keine keine 

L-370 1956 34 f keine keine 

L-374 1953 36 m dupl3 keine 

L-384 1958 34 m keine keine 

L-391 1948 37 m keine keine 

L-396 1957 36 f keine keine 

L-397 1956 39 f keine keine 
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L-400 1957 37 m keine keine 

L-561 1948 21 m del4, 734A>T keine 

L-340 1948 36 f keine keine 

L-372 1949 45 m keine keine 

L-348 1952 41 f keine keine 

L-383 1951 45 m keine keine 

L-399 1950 44 m keine keine 

L-512 1954 40 m 1152A<C keine 

L-295 1950 45 f keine keine 

L-273 1951 41 f keine keine 

L-373 1950 47 f keine keine 

L-392 1952 43 f keine keine 

L-584 1952 41 f keine keine 

L-1239 1926 46 f keine keine 

L-1447 1961 40 m keine keine 

L-1452 1957 31 f keine keine 

L-1456 1966 32 m keine keine 

L-1464 1935 50 m keine keine 

L-1486 1946 55 f keine keine 

L-309 1949 42 f keine keine 

L-358 1949 42 m keine keine 

L-126 1941 49 m keine keine 

L-128 1941 55 m keine keine 

L-231 1934 39 f keine keine 

L-228 1935 60 f keine keine 

L-255 1919 81 m keine keine 

L-254 1929 66 f keine keine 

L-251 1941 51 f keine keine 

L-281 1937 56 m keine keine 

L-288 1932 49 m keine keine 

B-68 1925 76 f keine keine 
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7.7. Zusätzliche Abbildungen 

7.7.1. Quantitative PCR des Exon 3 des Parkin-Gens 

 

A. 
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B. 

 

Abbildung 7.1.: Auswertebildschirm der Quantifizierung mit dem LightCycler 

In Teil A wird die Messung des Parkin-spezifischen PCR-Produkts im F2-Kanal wiedergegeben. Die 

Intensität des Fluoreszenzsignals korreliert mit der Menge von Parkin-Exon 3.  Die Kurve in Teil B 

entspricht der PCR-Produkt-Menge von β-Globin, da die Messung des ß-Globin-spezifischen PCR-Produkts 

im F3-Kanal stattfindet. Im Fenster 1 ist jeweils die Menge des PCR-Produkts als Funktion der Zeit 

aufgetragen. Die Kurven zeigen die Menge an PCR-Produkt für die drei verschiedenen 

Standardverdünnungen und eine DNA-Probe (L-1148) während der PCR. Im zweiten Fenster unterhalb der 

Kurven ist die Standardgerade (Fluoreszenzsignal als Funktion der Konzentration) für die drei 

Standardverdünnungen gezeigt. Links daneben sind Anstieg der Kurve, hieraus errechnete Effizienz der PCR 

und Abweichung der Messpunkte von der Gerade (Fehler) gelistet. Im linken Fenster (Fenster 3) sind die 

Konzentrationen der Proben basierend auf der Standardgerade angegeben. Im Beispiel wird am Mittelwert 

der Konzentration von L-1148 (Doppelbestimmung) und am Vergleich der Probe zu den Standards im 

Diagramm erkennbar, dass das Verhältnis von Konzentration Parkin-Exon 3 zu β-Globin 2,33/4,14 = 0,56 

betrug. Daher hat die untersuchte Probe eine Deletion in Exon 3. 
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7.7.2. SSCP-Gele verschiedener Exons des Parkin-Gens 

Die dazugehörigen Erläuterungen sind am Ende der Abbildungen zusammengefasst. 

 

        

 

 

 

                                                  

 

  

Abbildung 7.4.: Ausschnitt 

aus der SSCP-Analyse des 

Exon 4 des Parkin-Gens 

Abbildung 7.5.: Ausschnitt aus 

der SSCP-Analyse des Exon 5 

des Parkin-Gens 

Abbildung 7.2.: Ausschnitt aus der SSCP-

Analyse des Exon 3 des Parkin-Gens 

Abbildung 7.3.: Ausschnitt aus der 

SSCP-Analyse des Exon 1 des Parkin-

Gens 



134 

 

 

 

                                                    

 

 

 

Abbildung 7.8.: Ausschnitt aus 

der SSCP-Analyse des Exon 7 

des Parkin-Gens 

 

Abbildung 7.7.: Ausschnitt 

aus der SSCP-Analyse des 

Exon 8 des Parkin-Gens 

Abbildung 7.6.: Ausschnitt aus der SSCP-

Analyse des Exon 6 des Parkin-Gens 
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Zu den Abbildungen 7.2.-7.10.: 

Die Abbildungen zeigen Ausschnitte aus PAGE-Gelen der SSCP-Analyse des Parkin-Gens. Auf 

allen Gelen stellen sich am unteren Gelrand die nicht denaturierte Bande und im oberen Gelbereich 

das spezifische Bandenmuster dar. Einige Gele zeigen zusätzliche, interexperimentell variable 

Schattenbanden, die sich zwischen dem Bandenmuster und der nicht denaturierten Bande befinden 

(z. B. Exon 4). Diese Schattenbanden müssen hinsichtlich der Mutationsanalyse von wirklichen 

DNA-Veränderungen unterschieden werden. DNA-Veränderungen in Form von Polymorphismen 

finden sich in den Gelen von Exon 4 und 10 des Parkin-Gens. Im Exon 4 stellen sich zwei 

unterschiedliche Polymorphismen dar. Der Polymorphismus 601G/A ist an einer zusätzlichen 

etwas schwächeren Bande unterhalb der mittleren Bande des spezifischen Bandenmusters zu 

erkennen. Da die Bande, die zum spezifischen Bandenmuster gehört und das nicht mutierte Allel 

darstellt, noch vorhanden ist, handelt es sich um einen heterozygoten Polymorphismus. Im zweiten 

Fall handelt es sich um einen heterozygoten intronischen Polymorphismus, bei dem die untere 

Bande des spezifischen Bandenmusters nach unten verschoben, aber noch erhalten ist. 

 

 

 

Abbildung 7.10.:Ausschnitt aus der SSCP-Analyse des Exon 

10 des Parkin-Gens 

 

Abbildung 7.9.: Ausschnitt 

aus der SSCP-Analyse des 

Exon 9 des Parkin-Gens 
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7.8. Zusätzliche Tabellen 

7.8.1. Parkin-Mutationen 

Tabelle 7.6.: Identifizierte qualitative Gen-Veränderungen des Parkin-Gens 

 
Lokalisation Mutation Protein Referenz und Gesamtzahl Herkunft 

Exon 2 255delA Asn52/Stop80 Abbas et al, 1999 

Lücking et al., 2000 

Hedrich et al., 2002 

Hoenicka et al., 2002 

Munoz et al., 2002 

Rawal et al., 2003 

Hedrich et al., 2004 

Sun et al., 2006 

Dächsel et al., 2006 

Lesage et al., 2008 

Bras et al, 2008 

Lohmann et al., 2009 

Nuytemans et al., 2009 

Camargos et al., 2009 

Brooks et al., 2009 

Pankratz et al., 2009 

Marder et al., 2010 

eigene Arbeit (1) 

insgesamt 39 

französisch 

europäisch 

puertoricanisch 

spanisch 

spanisch 

brasilianisch 

italienisch, norddeutsch 

 

 

französisch 

portugiesisch 

französisch 

belgisch 

brasilianisch 

 

 

 

nord-amerikanisch 

Exon 3 438-77del Leu112/Stop163 Farrer et al., 2001 

Hedrich et al., 2002 

Nichols et al., 2002 

Oliveira et al., 2003 

Chen et al., 2003 

Foroud et al., 2003 

Lincoln et al.,2003 

Scherfler et al., 2004 

Wiley et al., 2004 

Poorkaj et al., 2004 

Hedrich et al., 2004 

Poorkaj et al., 2005 

Clark et al., 2006 

Sun et al., 2006 

Wang et al., 2008 

Brooks et al., 2009 

Pankratz et al., 2009 

Sammler et al., 2009 

Marder et al., 2010 

eigene Arbeit (1) 

insgesamt 52 

europäisch 

 

 

 

nord-amerikanisch 

 

 

 

irisch 

 

 

 

 

 

 

 

nord-amerikanisch 

 

 

nord-amerikanisch 

Exon 3 501-3delCCA Nicht bekannt eigene Arbeit (1) (Hedrich et al., 

2004) 

insgesamt 1 

nord-amerikanisch 
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Exon 7 867C>T Arg256Lys Abbas et al., 1999 

Hedrich et al., 2002 

West et al., 2002 

Periquet et al, 2003 

Oliveira et al., 2003 

Khan et al, 2003 

Shyu et al., 2005 

Schlitter et al., 2006 

Lesage et al., 2008 

Moro et al., 2008 

Nuytemans et al., 2009 

Pankratz et al., 2009 

Marder et al., 2010 

eigene Arbeit (1) 

insgesamt 17 

deutsch 

britisch 

 

französisch 

 

 

chinesisch 

deutsch, norwegisch 

französisch 

 

belgisch 

 

 

deutsch 

Exon 7 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

924C>T 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Arg275Trp 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbas et al, 1999 

Lücking et al., 2000 

Farrer et al., 2001 

Pramstaller et al., 2002 

Hedrich et al., 2002 

Kann et al., 2002 

Nichols et al., 2002 

West et al., 2002 

Oliveira et al., 2003 

Periquet et al., 2003 

Foroud et al., 2003 

Rawal et al., 2003 

Khan et al., 2003 

Scherfler et al., 2004 

Wiley et al., 2004 

Hedrich et al., 2004 

Arias Vásquez et al., 2004 

Klein et al., 2005 

Sinha et al., 2005 

Clark et al., 2006 

Sun et al., 2006 

Lesage et al., 2008 

Wang et al., 2008 

Sironi et al., 2008 

Lohmann et al., 2009 

Macedo et al., 2009 

Nuytemans et al., 2009 

Brooks et al., 2009 

Brüggemann et al., 2009 

Pankratz et al., 2009 

Marder et al., 2010 

eigene Arbeit (2) 

insgesamt 79 

italienisch 

irisch 

französisch 

britisch 

europäisch 

deutsch 

 

 

 

 

 

niederländisch 

 

 

irisch 

 

 

italienisch 

nord-amerikanisch 

 

 

französisch 

 

italienisch 

 

holländisch 

belgisch 

 

 

 

 

nord-amerikanisch 

Exon 9 1142-1143delGA Gln357/Stop368 Lücking et al., 2000 

eigene Arbeit (1) (Moro et al, 2008) 

insgesamt 2 

 

kanadisch 
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Tabelle 7.7.: Identifizierte quantitative Gen-Veränderungen des Parkin-Gens 

 
Lokalisation Mutation Referenz und Gesamtzahl Anmerkung 

Exon 2 Duplikation Periquet et al., 2003 

Chaudhary et al., 2006 

Simon-Sanchez et al., 2008 

Sironi et al., 2008 

Nuytemans et al., 2009 

Koziorowski et al., 2010 

Pankratz et al., 2009 

Keyser et al., 2010 

Guo et al., 2010 

Zhang et al., 2010 

Marder et al.,  2010 

Elfferich et al., 2011 

eigene Arbeit (1) (Brüggemann et al., 

2009) 

insgesamt 13 

französisch 

indisch 

 

italienisch 

belgisch 

polnisch 

 

süd-afrikanisch 

chinesisch 

chinesisch 

 

 

deutsch 

Exon 3 Deletion Hattori et al., 1998a 

Lücking et al., 1998 

Nisipeanu et al., 1999 

Lücking et al., 2000 

Tassin et al., 2000 

Kobayashi et al., 2000 

Hedrich et al., 2001 

Lu et al., 2001 

van de Warrenburg et al., 2001 

Hedrich et al., 2002 

Hoenicka et al., 2002 

Nichols et al., 2002 

West et al., 2002 

Wu et al., 2002 

Illarioshkin et al., 2003 

Lincoln et al., 2003 

Khan et al., 2003 

Kobayashi et al., 2003 

Periquet et al., 2003 

Abbruzzese et al., 2004 

Poorkaj et al., 2004 

Sasaki et al., 2004 

Wang et al., 2004 

Capecci et al., 2004 

Varrone et al., 2004 

Wiley et al., 2004 

Poorkaj et al., 2005 

Bertoli-Avella et al., 2005 

Shyu et al., 2005 

De Rosa et al., 2006 

Sun et al., 2006 

Chung et al., 2006 

Shadrina et al., 2007 

Scarciolla et al., 2007 

japanisch 

 

israelisch 

europäisch 

 

japanisch 

europäisch 

taiwanesisch 

 

europäisch 

spanisch 

 

 

 

russisch 

 

 

japanisch 

französisch 

 

 

japanisch 

 

italienisch 

italienisch 

irisch 

 

italienisch 

chinesisch 

italienisch 

 

koreanisch 

indisch 
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Deng et al., 2008 

Lesage et al., 2008 

Chung et al., 2008 

Moro et al., 2008 

Aguiar et al., 2008 

Guo et al., 2008 

Sironi et al., 2008 

Bardien et al., 2009 

Lohmann et al., 2009 

Macedo et al., 2009 

Barsottini et al., 2009 

Brüggemann et al., 2009 

Keyser et al., 2010 

Guo et al., 2010 

Marder et al., 2010 

Zhang et al., 2010 

Elfferich et al., 2011 

eigene Arbeit (2) 

 

insgesamt 134 

nord-amerikanisch 

französisch 

chinesisch 

 

brasilianisch 

chinesisch 

italienisch 

süd-afrikanisch 

 

holländisch 

brasilianisch 

 

süd-afrikanisch 

chinesisch 

 

chinesisch 

 

nord-amerikanisch (1), 

deutsch (1) 

Exon 3 - 4 Deletion Hattori et al., 1998 

Kobayashi et al., 2000 

Ujike et al., 2001 

Lücking et al., 2000 

Lücking et al., 2001 

Kuroda et al., 2001 

Hedrich et al., 2002 

Kann et al., 2002 

Nichols et al., 2002 

West et al., 2002 

Foroud et al., 2003 

Rawal et al., 2003 

Periquet et al., 2003 

Abbruzzese et al., 2004 

Hedrich et al., 2004 

Kunishige et al., 2004 

Varrone et al., 2004 

Wiley et al., 2004 

Bertoli-Avella et al., 2005 

Shyu et al., 2005 

De Rosa et al., 2006 

Clark et al., 2006 

Biswas et al., 2006 

Nakaso et al., 2006 

Shadrina et al., 2007 

Deng et al., 2008 

Lesage et al., 2008 

Simon-Sanchez et al., 2008 

Moro et al., 2008 

Wang et al., 2008 

Guo et al., 2008 

japanisch 

japanisch 

japanisch 

 

 

japanisch 

 

italienisch 

nord-amerikanisch 

 

 

brasilianisch 

französisch 

 

 

japanisch 

italienisch 

irisch 

italienisch 

chinesisch 

italienisch 

 

indisch 

japanisch 

russisch 

nord-amerikanisch 

französisch 

 

 

 

chinesisch 
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Sironi et al., 2008 

Lohmann et al., 2009 

Macedo et al., 2009 

Bardien et al., 2009 

Pankratz et al., 2009 

Keyser et al., 2010 

Sammler et al., 2009 

Marder et al., 2010 

Zhang et al., 2010 

eigene Arbeit (1) 

insgesamt 98 

italienisch 

 

holländisch 

süd-afrikanisch 

nord-amerikanisch 

süd-afrikanisch 

 

 

chinesisch 

 

Exon 4 Deletion Hattori et al., 1998a 

Kitada et al., 1998 

Abbas et al., 1999 

Ujike et al., 1999 

Hayashi et al., 2000 

Kitada et al., 2000 

Maruyama et al., 2000 

Lücking et al., 2000 

Jeon et al., 2001 

Ujike et al., 2001  

Hedrich et al., 2002 

Kann et al., 2002 

Wu et al., 2002 

Illarioshkin et al., 2003 

Kim et al., 2003 

Foroud et al., 2003 

Rawal et al., 2003 

Periquet et al., 2003 

Wang et al., 2004 

Dogu et al., 2004 

Wiley et al., 2004 

Khan et al., 2005 

Sun et al., 2006 

Shadrina et al., 2007 

Lesage et al., 2008 

Choi et al., 2008 

Guo et al., 2008 

Myhre et al., 2008 

Lohmann et al., 2009 

Lee et al., 2009 

Macedo et al., 2009 

Bardien et al., 2009 

Pankratz et al., 2009 

Keyser et al., 2010 

Guo et al., 2010 

Marder et al., 2010 

Zhang et al., 2010 

Elfferich et al., 2011 

eigene Arbeit (2) 

insgesamt 94 

japanisch 

japanisch 

italienisch 

 

 

 

europäisch 

 

 

japanisch 

italienisch 

deutsch 

 

russisch 

koreanisch 

 

brasilianisch, französisch 

 

 

chinesisch 

türkisch 

irisch 

 

russisch 

französisch 

koreanisch 

chinesisch 

jordanisch 

 

taiwanesisch 

holländisch 

süd-afrikanisch 

 

süd-afrikanisch 

chinesisch 

 

chinesisch 

 

deutsch 
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Exon 5 

 

 

Deletion 

 

 

Hattori et al., 1998a 

Lücking et al., 2000 

Bonifati et al., 2001 

Hedrich et al., 2001 

Hoenicka et al., 2002 

West et al., 2002a 

Illarioshkin et al., 2003 

Khan et al., 2003 

Kobayashi et al., 2003 

Scherfler et al., 2004 

Hedrich et al., 2004 

Wiley et al., 2004 

Bertoli-Avella et al., 2005 

Shyu et al., 2005 

Clark et al., 2006 

Deng et al., 2006 und 2007 

Bayrakli et al., 2007 

Lesage et al., 2008 

Wang et al., 2008 

Lohmann et al., 2009 

Lee et al., 2009 

Pankratz et al., 2009 

Guo et al., 2010 

Marder et al., 2010 

Wu et al., 2010 

Elfferich et al., 2011 

eigene Arbeit (1) 

insgesamt 44 

 

französisch, italienisch 

 

albanisch 

spanisch 

 

russisch 

 

japanisch 

 

 

irisch 

 

chinesisch 

 

nord-amerikanisch 

 

französisch 

 

 

taiwanesisch 

nord-amerikanisch 

chinesisch 

 

taiwanesisch 

 

nord-amerikanisch 

Exon 7-9 Deletion Lücking et al., 2000 

Zhang et al., 2010 

eigene Arbeit (1)(Moro et al., 2008) 

insgesamt 4 

 

chinesisch 

Exon 9 Deletion Keyser et al., 2010 

eigene Arbeit (1) 

insgesamt 2 

süd-afrikanisch 

deutsch 

Exon 10 Deletion Foroud et al., 2003 

Illarioshkin et al., 2003 

Periquet et al., 2003 

Marder et al., 2010 

eigene Arbeit (1) 

insgesamt 8 

 

russisch 

französisch 

 

deutsch 

Exon 11 Deletion Hertz et al., 2006 

Aguiar et al., 2008 

Barsottini et al., 2009 

Guo et al., 2010 

eigene Arbeit (1) 

insgesamt 6 

dänisch 

brasilianisch 

brasilianisch 

chinesisch 

deutsch 

 

 

 



142 

 

7.8.2. DJ-1-Mutationen 

Tabelle 7.8.: Qualitative Mutationen des DJ-1-Gens 

Die Nummerierung beginnt bei Nukleotid 85 (Translations-Start) der GenBank-Sequenz NM_007262.3. 

 

Nr. Lokal. Mutation Protein Referenz Herkunft 

1 5‘UTR c.-122-107del unklar Keyser et al., 2009  süd-afrikanisch 

2 Exon 2 c.29T>C  Leu10Pro  Guo et al., 2008 chinesisch 

3 Exon 2 c.56delC/c.57G>A Proteinabbruch Hague et al., 2003  

4 Exon 2 c.78G>A Met26Ile Abou-Sleiman et al., 2003 aschkenasisch 

5 Exon 2 c.91-2A>G unklar Ghazavi et al., 2011 iranisch 

6 Exon 3 c.115G>T Ala39Ser Tang et al., 2006  

7 Exon 3 c.192G>C Glu64Asp Hering et al., 2004  

8 Exon 4  Gly78 Abou-Sleiman et al., 2003 aschkenasisch 

9 Exon 5 c.293G>A Arg98Gln Abou-Sleiman et al., 2003 

Lockhart et al., 2004 

Healy et al., 2004 

Clark et al., 2004 

Pankratz et al., 2006 

aschkenasisch 

10 Exon 5 c.294G>A Arg98 Abou-Sleiman et al., 2003 aschkenasisch 

11 Exon 5 c.310G>A Ala104Thr Hague et al., 2003 

Clark et al., 2004 

 

12 Exon 5 c.319G>C Ala107Pro Ghazavi et al., 2011 iranisch 

13 Intron 5 IVS5+2-12del Proteinabbruch Hedrich et al., 2004 russisch 

14 Exon 7 c.449A>C Asp149Ala Abou-Sleiman et al., 2003 aschkenasisch 

15 Exon 7 c.471-473delGCC Pro158del Macedo et al., 2009 holländisch 

16 Exon 7 c.480C>A Thr160 Pankratz et al., 2006  

17 Exon 7 c.487G>A Glu163Lys Annesi et al., 2005 italienisch, komplexer 

Phänotyp 

18 Exon 7 c.497T>C Leu166Pro Bonifati et al., 2003 italienisch 

19 Exon 7 c.501A>G Ala167 Abou-Sleiman et al., 2003 aschkenasisch 

20 Exon 7 c.511G>T Ala171Ser Clark et al., 2004  

21 Exon 7 c.523A>G Lys175Glu Nuytemans et al., 2009 belgisch 

22 Exon 7 c.535G>A Ala179Thr Macedo et al., 2009 

Nuytemans et al., 2009 

holländisch 

belgisch 

23 Exon 7 c.558T>C Val186 Hering et al., 2004  

24 Exon 7 c.590-591insA c.*120insA Abou-Sleiman et al., 2003 aschkenasisch 

25 Exon 7 c.671G>A c.*203G>A Abou-Sleiman et al., 2003 aschkenasisch 

 

 

Tabelle 7.9.: Gendosis-Veränderungen des DJ-1-Gens 

 

Nr. Lokalisation Gendosis-Veränderung Referenz Anmerkung 

1 Exon 1a/b-5 Deletion Bonifati et al., 2003 holländisch 

2 Exon 1a/b-5 Duplikation Macedo et al., 2009 holländisch 

3 Exon 2 Deletion Guo et al., 2010 chinesisch 

4 Exon 5 Deletion Djarmati et al., 2004 serbisch 

5 Exon 5-7 Deletion Hedrich et al., 2004 (1) südtirolisch 
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7.8.3. NR4A2-Mutationen 

Tabelle 7.10.: Bisher in der Literatur beschriebene Mutationen des NR4A2-Gens 

 

Nr. Lokalisation Mutation Protein Referenz Herkunft 

1 5’uTR c.309C>T keine Sequenzveränderung Sleiman et al., 2009 europäisch 

2 Exon 1 c.-291Tdel keine Sequenzveränderung Le et al., 2003 europäisch 

3 Exon 1 c.-245G>T „ Le et al., 2003 europäisch 

4 Exon 1 c.-253T>C  Hering et al., 2004 afrikanisch 

5 Exon 1 c.-223T>C  Hering et al., 2004 süddeutsch 

6 Exon 2 c.-35A>G unklar Liu et al., 2012 chinesisch 

7 Exon 2 c.-20C>G unklar Liu et al., 2012 chinesisch 

8 Exon 3 c.709G>C Ser125Cys Grimes et al., 2006 kanadisch 

9 Exon 3 c.711C>A unklar Liu et al., 2012 chinesisch 

10 Intron 4 IVS4-16G>T unklar Liu et al., 2012 chinesisch 

11 Exon 8 c.1615G>A unklar Liu et al., 2012 chinesisch 

 

Tabelle 7.11.: Häufigkeit der von Le et al. beschriebenen NR4A2-Mutationen beim PS  

 
Referenz Mutationshäufigkeit Ethnische Herkunft Anmerkung 

 

Le et al., 2003 10/107 (9,3 %) kaukasisch familiär 

Wellenbrock et al., 2003 0/50 (0 %) deutsch familiär 

Zimprich et al., 2003 0/44 (0 %)  familiär 

Tan et al., 2003 0/202 (0 %) chinesisch familiär 

Nichols et al., 2003 0/783 (0 %)  familiär 

Carmine et al., 2003 0/108 (0 %) schwedisch familiär und sporadisch 

Ibanez et al., 2004 0/108 (0 %) französisch familiär 

Hering et al., 2004 2/503 (0,4 %) > 80 % deutsch familiär und sporadisch 

Levecque et al., 2004 0/117 (0 %)  

0/104 (0 %) 

französisch familiär 

Kontrollen 

Karamohamed et al., 2005 0/292 (0 %) aus der GenePD study familiär 

Grimes et al., 2006 1/202 (0,5 %) kanadisch familiär und sporadisch 

Healy et al., 2006 0/802 (0 %) nordeuropäisch familiär und sporadisch 

Sleiman et al., 2009 0/409 (0 %) gemischt familiär und sporadisch 

Liu et al., 2012 0/689 (0 %) chinesisch familiär und sporadisch 
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