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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

1.1 Monogenetische und komplexe genetische Erkrankungen

Die moderne Genetik hat einen grof3en Beitrag férkiinische Medizin geleistet. Sie hat
vor allem die Identifizierung von Krankheiten, distweder durch chromosomale Defekte
oder einzelne Genedefekte verursacht werden, vebaaght. Krankheiten, die durch die
Mutation eines einzelnen Genes, also monogenetiseldingt sind, folgen oft
charakteristischen Vererbungsmustern — sie sindcfedelten. Viele, haufig auftretende
Krankheiten hingegen, die ihre Erstmanifestation Hrwachsenalter haben, weisen
erbliche Komponenten auf, die nicht den klassisctiererbungsregeln folgen. Man geht
bei haufig auftretenden Krankheiten vom Einflussrsebkiedener Gene und deren
Interaktion mit zahlreichen Umwelteinflissen ausahBr spricht man von komplexen
Krankheiten. Bei vielen komplexen Krankheiten gisteine Minderheit von Erkrankten,
deren Pathologie sich jedoch durch eine Mutatioeiimem einzigen Gen erklaren lasst.
Typisch fir diese exzeptionellen Patienten sind feirher Krankheitsbeginn und ein
ausgepragter klinischer Phanotyp. Es besteht difintdtog, nach der Identifizierung
seltener Unterformen einer komplexen KrankheitKgiankheitsmodell zu etablieren, von
dem auf die haufigere idiopathische Form geschiosasaden kann. Ein Paradebeispiel flr
diesen Dualismus von seltenen und haufigen Erkragd ist der Morbus Parkinson
(MP).

Diese Arbeit besteht aus zwei unabhdngigen Teitka, den MP von zwei Seiten
betrachten. Zum einen wurde eine seltene famikéren des Parkinson-Syndroms, das mit
ATP13A2PARKSassoziierte Parkinson-Syndrom, untersucht. Zumeard befasst sich
die Arbeit mit dem SuszeptibilitdtsloctARK16 der haufigen idiopathischen Form des

Parkinson-Syndroms.
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Abb. 1.1: Veranschaulichung der Beitrage umweltbedingter undyenetischer Faktoren zur
Krankheitsentstehung von monogenetischen und kompten Erkrankungen. Auf dem linken Schaubild
wird eine monogenetische Krankheit gezeigt. Hierktetine Variante in einem einzigen Gen die pranar
Determinante der Erkrankung (dunkelblauer Bereibig.Einflisse anderer modifizierender Gene (gelbe
Bereiche) und der Umwelt (hellblauer Bereich) aiefikrankheitsentstehung sind gering.

Im rechten Schaubild sieht man eine komplexe Ekuag, bei der viele Varianten mit kleinem Effekellge
Bereiche) und zahlreiche Umweltfaktoren (hellblaBereich) zur Pathogenese beitragen (Manolio et al.
2008).

1.2 Morbus Parkinson: genetischer Hintergrund

In seinemEssay on the Shaking Palsgschrieb der Londoner Arzt James Parkinson 1817
ein bis dahin nicht dokumentiertes Krankheitsbildas er alsparalysis agitans
(Schittellahmung) bezeichnete (Parkinson, 20023t Eum Ende des 19. Jahrhunderts
beschéftigte sich der Pariser Neurologe Jean-M@tiarcot erneut mit dem von Parkinson
beschriebenen Syndrom. Charcot fiuhrte die Bezempnmaladie de Parkinsomn die
Literatur ein (Goetz et al.,, 2001). Aus epidemiddaper Sicht ist der MP nach dem
Morbus Alzheimer die zweithaufigste neurodegeneeakrkrankung. Mit zunehmendem

Alter zeigt sich eine vermehrte Pravalenz.
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Bei Uber 65-Jahrigen liegt diese laut einer eura@n Studie bei 1,6 Prozent, bei den
Uber 80-Jahrigen betragt die Pravalenz bis zu &sdnt (de Rijk et al., 1995).

Das neuropathologische Korrelat des MP ist diektigke Degeneration dopaminerger
Neurone im Mittelhirn, insbesondere in d&ars compactaler Substantia nigrgBraak et

al., 2000). Der daraus resultierende Mangel an Bdapam nigrostriatalem System fuhrt
zu Dysbalancen in den Funktionen der Basalganglietztlich kommt es daher zu einer
Uberfunktion des medialen Pallidums, eines beweguhipierenden Teils der

Basalganglien (Crossman, 2000).

Die Leitsymptome eines MP sind: Bradykinese, Rugmtr, Rigor und posturale

Instabilitat. Als erstes Symptom zeigt sich meistBradykinese. Aktivitaten des taglichen
Lebens werden von den betroffenen Patienten veséang ausgefuhrt. Der Ruhetremor
tritt oft mit einer Frequenz von vier bis sechs tdem einer der Extremitaten auf. Bei der
Prufung des Muskeltonus ist dieser oft erhdht, sncht vom Rigor. In der Regel zeigt
sich die posturale Instabiliat, also der Verlust d¢altereflexe, erst nach anderen
Symptomen (Jankovic, 2008).

Um eine theoretische Einordnung der Krankheit voetumen, ist es wichtig, zwischen
den Begriffen Parkinson-Syndrom und MP zu diffeferen. Bei dem Terminus
Parkinson-Syndrom handelt es sich um einen Samugmibe Dieser umfasst
Bewegungsstérungen verschiedener Atiologien, die $fmptomkomplex: Bradykinese,

Rigor, Tremor und posturale Instabilitat gemeinsaimmaben.

Nach dieser Definition ist der Morbus Parkinson etiva 75 Prozent die haufigste Form
des Parkinson-Syndroms. Aufgrund der unbekanntéolofjie wird der klassische MP
auch als idiopathisches Parkinson-Syndrom bezeichregt dem klinischen Bild jedoch
eine bestimmbare aul3ere Ursache zu Grunde, wie zuies Beispiel bei dem durch
Neuroleptika induzierten Parkinson-Syndrom der kstll spricht man von sekundaren

Formen des Parkinson-Syndroms.
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Als atpyische Parkinson-Formen oder auch Parkifdas-Syndrome bezeichnet man
Erkrankungen, die neben anderen Symptomen dassdti@i Bild eines Parkinson-
Syndroms aufweisen. Fortschritte der Genetik ermbgn zusatzlich die Identifizierung
monogenetischer familiarer Parkinson-Syndrome, eigen Pardigmenwechsel in der

Forschung zur Folge hatten.

Bis Anfang der 1990er Jahre ging man von einertrdeinetischen Atiologie des MP aus.
Untersuchungen festigten diese Ansicht, weil Studieit eineiigen Zwillingen keine
Ubereinstimmenden Erkrankungen zeigten (Duvoisialet1981). Ein Umdenken in der
Forschung erfolgte nachdem vor etwa 15 Jahren lwedene Gene als Ursache von
familiaren Formen des Parkinsons identifiziert veerckonnten. Als erste identifizierten
1997 Polymeropoulos et al. eine autosomal-dominaarerbte Form des Parkinson-
Syndroms mit einer Mutation ie-SynucleinGen (Polymeropoulos, 1997).

Weitere identifizierte Loci und Gene wurden untendKopfwortPARK zusammengefasst
(vgl. Tabelle 1.1). Bis dato konnten 18 genetistloei (PARK1-18 mit autosomal-
dominanten, autosomal-rezessiven und X-chromosaomdérerbungsmuster identifiziert
werden.

Bei sieben dieser LociPARK1(=4), 3, 5, 8, 13, 1dnd 18 zeigt sich eine autosomal-
dominante Vererbung?ARK2, 6, 7, 9, 14ind 15 werden autosomal-rezessiv vererbt,
PARK12 X-chromosomal. BeiPARK10, 1lund 16 ist der Vererbungsmodus bislang
unbekannt. Es handelt sich am ehesten um Risilkeovan (Suszeptibilitatsloci). Fur 13
der 18 Loci konnte das krankheitsverursachendei@ifiziert werden.

Dies sind: a-Synuclein (SNCA (PARKY), Parkin (PARK2, Ubiquitin C-terminale
Hydrolase-L1(UCH-L1) (PARKY, PTEN induzierte Kinase-1 (PINKIPARKH, DJ-1
(PARK?, Leucine-rich repeat kinase @ RRK2 (PARK§, ATP13A2(PARK9 Grb10-
Interacting GYF Protein ZGIGYF2) (PARK1), HtrA Serin Peptidase 20mi/HtrA2)
(PARK13, PLA2G6 (PARK14, FBXO7 (PARK15, VPS35 (PARK1j) und EIF4G1
(PARK1§
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Tabelle 1.1Ubersicht dePARKGene und Suszeptibilitatsloci

Akronym Gen) Region Erbgang Referenzen
PARKIPARK4(SNCA) 4921 dominant (Polymeropoulos, 1997)
(Singleton et al., 2003)
PARK2(Parkin) 60925 rezessiv (Kitada et al., 1998)
PARK3(n.b.) 2p13 dominant (Gasser et al., 1998)
PARK5(UCH-L1) 4pl4 dominant (Leroy et al., 1998)
PARKG6 (PINK1) 1p35-36 rezessiv (Valente et al., 2004)
PARK7(DJ-1) 1p36 rezessiv (Bonifati et al., 2003)
PARK8(LRRK2) 12q12 dominant (Paisan-Ruiz et al., 2004)
(Zimprich et al., 2004)
PARK9 (ATP13A2) 1p36 rezessiv (Ramirez et al., 2006)
PARK10(n.b.) 1p32 n.b. (Hicks et al., 2002)
PARK11(GIGYF2) 2036-37 n.b. (Pankratz et al., 2002)
(Pankratz et al., 2003)
(Lautier et al., 2008)
PARK12(n.b.) Xq21-25 X-chromosomal (Pankratz et al.,300
PARK13(Omi/HtrA2) 2p12 dominant (Strauss et al., 2005)
PARK14 (PLA2G6) 22012-13 rezessiv (Paisan-Ruiz et al., 2009)
PARK15(FBXQO7) 22012-13 rezessiv (Shojaee et al., 2008)
PARK16 (n.b.) 1932 n.b. (Satake et al., 2009)
PARK17(VPS3) 16912 dominant (Vilarino-Guell et al., 2011)
PARK18(EIF4G1) 3q27 dominant (Chartier-Harlin et al.,

2011)

n.b. = nicht bekannt
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Es wird vermutet, dass etwa funf bis zehn Prozikert BIP-Falle auf eines détARK

Gene zuruckzufuhren sind (Lesage und Brice, 20@8jationen imMLRRK-Gen(PARK§
sind hierbei die haufigste Ursache fur dominanteiliare Formen des Parkinson-
Syndroms. Die betroffenen Patienten erkranken tigisveise nach dem 50. Lebensjahr.
Klinisch ist eine Abgrenzung zur sporadischen Fdas MP kaum moglich (Haugarvoll et
al., 2008). Nicht alle familiaren Parkinson-Syndeogind jedoch mit dem klassischen
klinischen Bild des MP identisch.

Bei Patienten mit einer Mutation iRINK1 oderParkin-Gen beginnt die Krankheit
charakteristischerweise bereits zwischen dem 20 40n Lebensjahr. Dabei schreitet die
Krankheit allerdings langsamer voran als bei depadthischen Form (Marongiu et al.,
2008). Die Heterogenitat des klinischen Bildesfdariliaren Parkinson-Formen wird vor
allem am Beispiel von Mutationen iPARK3Gen deutlich. Betroffene Patienten weisen
neben den typischen Symptomen weitere neurologBelketrachtigungen auf. Auf
dieses als Kufor-Rakeb-Syndrom bezeichnete Kratdiéd wird aufgrund der Relevanz

fur diese Arbeit gesondert eingegangen.

1.3 Kufor-Rakeb-Syndrom

1994 berichteten Najim Al-Din et al. von einer Vamndtenehe im jordanischen Dorf
Kufor Rakeb. Die Nachkommen zeigten eine ausgepi@gtkinson-Symptomatik mit
starker Hypokinese und Rigor. Neben diesen exteapigtalen Symptomen wiesen die

Patienten eine supranukleéare Blickparese sowienfigiembahnzeichen auf.

Die Krankheit manifestierte sich nach einer zuniahauffalligen motorischen
Entwicklung. Bei den funf betroffenen Individuerigten sich etwa ab dem 13. Lebensjahr
erste Symptome. Gewohnte Aktivitdten und Ablaufeéarggsamten sich. Die Krankheit
verlief progressiv, innerhalb von sechs bis zwotdnidten kam es bei den Patienten zu
erheblichen motorischen und kognitiven Einschraglewm) sodass alle Patienten ans Bett
gebunden waren. Die Behandlung mit L-Dopa vermitedieei allen Erkrankten die

extrapyramidalen Symptome deutlich.
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Mit zunehmender Behandlungsdauer entwickelten daidefen fur L-Dopa typische
Nebenwirkungen wie Dyskinesien. Benannt nach demmgkelorf der betroffenen Familie,
ging der beschriebene Phanotyp als Kufor-Rakeb4®yndKRS) in die Literatur ein
(Najim al-Din et al., 1994).

Im weiteren Krankheitsverlauf wurden die Patienmeut neurologisch untersucht.
Minimyoklonien, die im Gesichts- Schlund- und Fidggreich auftraten und visuelle
Halluzinationen wurden beobachtet, ansonsten zsigteein &hnlicher Phanotyp wie bei
der klinischen Erstevaluation. Somit ist anzunehnaiss ein Grol3teil der neurologischen
Schaden in den ersten Monaten der Krankheit emstefWilliams et al., 2005).

Bildgebende Verfahren zeigten bei KRS-Patientene egeneralisierte Hirnatrophie
(Bruggemann et al., 2010) (vgl. Abb. 1.2).

A B

Abb. 1.2: (A) Links sind T1l-gewichtete koronare und axialedvietresonanzbilder des Gehirns eines 14-
jahrigen Patienten mit KRS zu sehen. Bei demmpouneheterozygoten Mutationstrager stellt sich eine
generalisierte Hirnatrophie dar. (B) Die axiale Ig&wichtete Aufnahme zeigt eine vermehrte bilateral
Eisen-Akkumulation im Nucleus caudatusund Putamen Die Darstellung folgt der neurologischen

Konvention (der rechte Bildteil entspricht der rechSeite des Gehirns) (Bruggemann et al. 2010).

Das krankheitsverursachende Gen fir das autos@pe$siv vererbte Syndrom konnte
spater auf den Locus 1p36 eingrenzt werden. Di€mmlocus wird seitdenPARK9
genannt (Hampshire et al., 2001).
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Die genetische Ursache des KRS konnte schlieBhtlarad einer aus Chile stammenden
Familie aufgeklart werden. Sowohl in der chilenechals auch in der jordanischen
Familie konnten bei den erkrankten Personen MutahdmATP13A26Gen nachgewiesen
werden. In der jordanischen Familie lag eine horgosy ATP13A2Mutation vor
(c.1632_1653dup22). Die chilenischen Patienten mva@mpoundieterozygot. Damit
wiesen sie zweATP13A2Mutationen (c.3057delC bez. ¢.1306+5@) auf.

Das krankheitsverursachend®TP13A2Gen liegt auf dem kurzen Arm des ersten
Chromosoms (1p36). Das Gen schliel3t 26 Kilobasenueid besitzt 29 Exons. Das
Genprodukt vVorATP13A2ist eine lysosomal lokalisierte P-Typ-V-ATPases dbiquitar
exprimiert wird. Die starkste Proteinexpressiorsigsch im Gehirn nachweisen. Auch in
der Substantia nigrd&Pars compact&onnte die Expression von ATP13A2 gezeigt werden.
Sowohl die Funktion als auch die Substratspezi§itdd derzeit unbekannt (Ramirez et al.,
2006). Die lysosomale Lokalisation des Proteinsstigedoch eine Beteiligung bei
zellularen Degradierungsprozessen, wie dies furemnd®ARK-Gene beschrieben ist,
vermuten (Narendra et al., 2008).

Nach den Informationen der Datenbank dBstional Center for Biotechnology
Information (NCBI) gibt es mindestens drei Isoformen des Pmetedie beim Menschen

exprimiert werden. Isoform-1 zeichnet sich durchre&ransmembrandomanen aus.

Die Isoform-1 besteht aus 1180 Aminosauren undihatit ein molekulares Gewicht von
etwa 130 Kilodalton. Isoform-2 unterscheidet sicimder ersten lediglich durch eine flnf
Aminosauren umfassende Deletion in der Nahe deemkihus, die keinen Einfluss auf
den Leserahmen hat. Die Isoform-3, die 1158 Aminasé beinhaltet, weist verglichen
mit der Isoform-1 grol3ere Unterschiede auf: ers&ne downstreamgelegene Deletion
von 117 Basen, die das Leseraster nicht verschmttzweitens eine weitere 170 Basen
umfassende Deletion mit Verschiebung des LesegsiZiese Verschiebung fuhrt zu
einem stark veranderten C-Terminus des ProteinsfeBlo der Isoform-3 das Exon 28
(Pruitt et al., 2012).

Bis heute wurden aul3er bei den erkrankten Angedbrigr chilenischen und jordanischen
Familien noch bei weiteren Individuen unterschigidr Ethnien Mutationen im
ATP13A2Gen nachgewiesen. Einen klinischen Uberblick bidie Tabelle 1.2.



Tabelle 1.2Klinische Befunde der Patienten mit KRS

Familienherkunft chinesisch japanisch Chilenisch jordanisch brasizh italienisch afghanisch pakistanisch inuit
Homozygotie/ compound homozygot compound homozygot homozygot homozygot homozygot homozygot omdeygot
Heterozygotie heterozygot heterozygot
Mutation c.3176T>G/ c.546C>A ¢.3057delC/ €.1632_1653dup22 €.1510G>C €.2629G>A €.2742_2733del ¢.1103-1104insGA €.2473C>AA
¢.3253delC €.1306+5G-~A
Referenzen (Park et al., 2011) (Ning et al., 2008)  (RamirealeR006) (Williams et al., (Di Fonzo et al., (Santoro et al., 2011) (Crosiers et al., (Schneider et al., (Eiberg et al., 2012)
(Behrens et al., 2005) 2007) 2011) 2010)
2010)
Alter bei 17 22 12-18 12-15 12 10 10 16 10-29
Krankheitsbeginn
Initiale Symptome Soziale Angststdrung Gangstorung Bradykinese, Rigor Bradykinese, Rigor Bradykinese Gangstorung Vedange Bradykinese, Rigor Gangstorung
Handschrift
Erhéhter Tonus + + + + + + + + +
Babinski-Zeichen + + + + - + + + +
Bradykinese + + + + + + + + +
Tremor + + - - - - + - -
Rigor + + + + + + + + +
Minimyoklonien + + +/- + - + + + +
Supranukleare + + +/- + + + + + +
Blickparese
Pyramiden- + + + + + + + + +
bahnzeichen
Kognitive + + + + - + + + +
Beeintrachtigung/
Demenz
Halluzinationen - + + + + - + - +/-
L-Dopa ja Ja inkonsistente ja ja ja ja ja k.A.
Responsivitat Responsivitat
Bildgebung MRT MRT MRT MRT CT MRT MRT MRT MRT
normal diffuse leichte diffuse generalisierte diffuse Hirnatrophie diffuse Hirnatrophie normal ngealisierte normal bis leichte
zerebrale/spinale Hirnatrophie Hirnatrophie Hirnatrophie Hirnatrophie
Atrophie

k.A. = keine Angabe
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1.4 SuszeptibilitatslocusPARK16

Die Suche nach genetischen Varianten, die zur Kraitdentstehung des idiopathischen
Parkinson-Syndroms beitragen, ist neben der Cheniaidrung monogenetischer
Parkinson-Syndrome - wie dem KRS - ein weiterem@&zepunkt der Parkinson-Forschung.
Assoziationsstudien sind der gangigste Ansatz, eneigschen Varianten aufzudecken, die
Einfluss auf die Pathogenese, den ErkrankungsbediarPenetranz oder den Verlauf der
Krankheit nehmen. Mit dieser Methode werden haudigftretende Varianten bei
verschiedenen Individuen untersucht. In der Regeldblt es sich dabei um sogenannte
Single Nucleotid Polymorphim@NPs), Variationen eines einzelnen Basenpaareernn
DNA. Diese Polymorphismen sind zum Grol3teil fur Wielfalt im menschlichen Genom
verantwortlich (Shastry, 2009). Somit werden besdwationstudien die Haufigkeiten
potentieller Risikoallele von Patienten- und Kotikallektiven miteinander verglichen. Je
mehr Risikovarianten vorhanden sind, desto hoheatigsSuszeptibilitat (Anfalligkeit) far
die Krankheit.

Neue Verfahren wie die DNAMicroarray-Technologie haben es der Forschung in den
vergangenen Jahren erleichtert, genomweite Assozsstudien durchzufihren. So
konnten zahlreiche Kandidatengene untersucht werBen den meisten dieser Gene
konnte jedoch eine Assoziation mit MP in weiterrten Untersuchungen nicht repliziert
werden. Mogliche Ursachen fur diese Unstimmigkeiggnd zum Beispiel zu kleine
Kollektive oder andere verzerrende Storgrof3en wigtiBzierungen innerhalb der
untersuchten Population. Uber 800 Assoziationsstuflir die idiopathische Form des MP
wurden bis dato publiziert (Lill et al., 2012).

In einer dieser Assoziationsstudien konnte in eifggmanischen Kollektiv eine Assoziation
mehrer SNPs mit dem Locus 1932 und dem idiopathrsdParkinson-Syndrom gezeigt
werden. Dieser neue Suszeptibilitdtslocus von geveitar Signifikanz wurde aBARK16
bezeichnet (Satake et al.,, 2009). Eine weitere memte Studie bestétigte diese

Assoziation auch bei einer europaischen PopulgBanon-Sanchez et al., 2009).
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1.5 SpleiRen undNonsense-mediated mMRNA decay

Seit die Sequenz des humanen Genoms entschlissele wist bekannt, dass es etwa
23000 Gene enthélt, die die Proteine kodieren @&feet al., 2001). Verglichen mit
anderen weniger komplexen Organismen ist diese Zalativ gering. Beispielsweise
konnten bei dem Fadenwuri@aenorhabditis elegansirca 20000 Gene identifiziert
werden (Plasterk, 1999).

Dieser Widerspruch zwischen der Komplexitat einega@ismus und der Anzahl der Gene
erweckte ein erhdhtes Interesse am Splei3prozedsgsondere am alternativen Spleil3en.
Beim Spleien handelt es sich um eine ProzessiedendRNA. Die noch Introns und
Exons enthaltende pra-mRNA wird so bearbeitet, ddiss Introns entfernt und die

verbleibenden Exons aneinandergefiigt werden.

Man unterscheidet zwischen konstitutivem und a#twem Spleil3en. Im Gegensatz zum
konstitutiven SpleiRen werden beim alternativerefRan nicht die gangigen Exon-Intron-
Relationen eingehalten. Es kann zum Uberspringem Erons (ExorSkipping, dem
Beibehalten von Introns oder dem Benutzen untezdtibher 5° oder 3° Spleil3stellen
kommen. Das alternative Splei3en beféahigt den Osgars, aus einer pra-mRNA
verschiedene mRNAs herzustellen. Dies tragt somieiner vermehrten Proteindiversitat
bei (Cartegni et al., 2002). Es konnte gezeigt errdiass es bei der Transkription in etwa
95 Prozent der Falle zum alternativen Splei3en ko(Ran et al., 2008).

Fur den Vorgang des Spleil3ens ist das SpleiRosmmgus snRNAs und verschiedenen
Proteinen bestehender Komplex, wichtig. Es hat ziaiktionen: Das Erkennen von
Splei3stellen und die Katalyse der Reaktionen,zdielem Herausschneiden der Introns
und dem Aneinanderfigen der Exons fuhren. Kenneemth fir Spleil3stellen sind
konservierte Nukleotid-Sequenzen, die die Intecaktnit dem SpleilRosom ermoglichen.
Die Effizienz des Splei3prozesses hangt neben dehereinstimmenden
Nukleotidsequenzen zwischen SpleiBosom und Spédi@st von zusatzlichen

Regulationselementen ab.
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Diese beeinflussen das Erkennen einer Sequenz pdsi3Selle positiv oder negativ.
Entsprechend ihres Effekts und ihrer Lokalisatigoricht man vonexonic splicing

enhancers/silencerader intronic splicing enhancers/silencer¥iele dieser Motive tben
ihren Einfluss durch Interaktionen mit Proteiners.aBo konnte fur zahlreichexonic

splicing enhancer(ESE}Motive nachgewiesen werden, dass sie Serin/Argigiche

Proteine (SR) binden (Blencowe, 2000).

Diese Proteinfamilie besteht aus einer Reihe volypeptiden, die in der Phylogenese
stark konserviert wurden. Viele SR-Proteine sindadd beim konstitutiven, als auch beim
alternativen SpleiRen von Bedeutung. So kénnen ®ReiRe, die an ESE-Sequenzen
binden, Uber ihre charakteristische Serin/Argirgicihe Doméane mit anderen Proteinen der
SpleiBmaschiniere interagieren und so in den Smied&ss regulierend eingreifen (Long
und Caceres, 2009).

Da es sich beim SpleiRen um einen hochkomplexemary handelt, gibt es zellulare
Kontrollmechanismen, die die Qualitdt der mRNA sichellen sollen. Ein protektiver

Mechanismus, bei dem defekte mMRNA abgebaut witdjesNonesense-mediated mRNA
decay (NMD). Hierbei werdennonsenséVutaionen in der mRNA erkannt und die
fehlerhafte mMRNA abgebaut. Dies geschieht, um dileZvor trunkierten und damit

maoglicherweise in ihrer Funktion eingeschranktew.btoxischen Proteinen zu schitzen
(Maquat, 2004).
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1.6 Zielsetzung und Hypothesen

Diese Arbeit besteht aus zwei unabhangigen Telden:erste Teil befasst sie sich mit dem
idiopathischen Parkinson-Syndrauf genetischer Ebene

Durch die Realisierung einer Assoziationsstudidtesaler SuszeptibilitdtslocUBARK16

(vgl. Abschnitt 1.4) in einer Population mit einemmultiethnischen Hintergrund
charakterisiert werden. Hierzu wurde eine Fall-KolStudie in einem chilenischen
Kollektiv durchgefuhrt. Bei Patienten mit idiopagbhem Parkinson-Syndrom und
gesunden Kontrollprobanden wurde die Genotypfreguenweier SNPs des
SuszeptibilitdtslocuRARK16bestimmt. Die Nullhypothese war, dass kein Zusanirarg

zwischen den Genotypfrequenzen der SNPs und depaitiischen Parkinson-Syndrom

besteht. Entsprechend ging die Alternativhypotheseeinem Zusammenhang aus.

Der zweite Teil dieser Arbeit wendet sich dem faindn Parkinson-Syndrom KRS auf der

Ebene der RNA-Expressiorzu.

Der Phanotyp des KRS ist zum einen per se durclosseof functiorvon ATP13A2 zu
erklaren. Zum anderen kdnnte jedoch eine AnhaulmmgProteinen toxisch fur die Zelle
sein. Daher wurde flr diesen Teil der Arbeit digobihese aufgestellt, dass die Stérungen
zellularer Abbaumechanismen eine Uberladung dée Zsit mutiertem ATP13A2 zur
Folge haben kénnten.

Um den Pathomechanismus der Erkrankung né&her zaktkasieren, wurde eine
Expressionsanalyse des krankheitsverursacheh@Pa3A2Gens in Hautfibroblasten von
drei KRS-Patienten durchgefihrt. Im Rahmen dies@r&ssionsanalyse interessierte
insbesondere, welche Bedeutung den Mechanismen MMCalternatives Spleil3en bei

Mutationstragern zukommt.
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2 PATIENTEN, MATERIAL UND METHODEN

2.1 Patienten der Assoziationsstudie

364 Personen chilenischer Herkunft bildeten daslekoV der Assoziationsstudie.
Hierunter waren 195 gesunde Kontrollindividuen ur@® Patienten mit idiopathischem
Parkinson-Syndrom. Alle beteiligten Patienten galmach vorheriger Aufklarung ihr
schriftiches  Einverstdndnis. Die Untersuchungen rdea von den lokalen

Ethikkommissionen genehmigt.

In Schwerpunktzentren fir Bewegungsstorungen inti& m de Chile und in Concepcidn
wurde das idiopathisches Parkinson-Syndrom anhamdJdited Kingdom Parkinson’s
Disease Society Brain Barikriteria (Gibb und Lees, 1988) diagnostiziert. Von den 169
rekrutierten Patienten waren 83 (49,1 %) mannlicld 86 (50,9 %) weiblich. Zum
Zeitpunkt des Einschlusses betrug das Durchschhéts 68 Jahre mit einer
Standardabweichung von 11,4 Jahren. Das mittldkeaBkungsalter der Patienten lag bei

60 Jahren, mit einer Standardabweichung von 1hfeda

Die Gruppe der Kontrollindividuen setzte sich aesunden Freiwilligen zusammen, die
aus denselben Regionen stammten wie die Patiddtemeurologische Erkrankungen bei
den Kontrollpersonen auszuschliel3en, wurden sieorzuveurologisch untersucht.
62 (31,8 %) der Kontrollindividuen waren Manner, 31368,2 %) Frauen. Das
Durchschnittsalter aller Kontrollen lag bei 66 Jahrdie Standardabweichung betrug
10,8 Jahre.

In Chile erfolgte die unmittelbare Isolierung derNA aus dem Vollblut der
Studienteilnehmer. AnschlieBend wurden die bei&G8ad Celsius gelagerten Proben fir
die genetischen Untersuchungen nach Deutschlarthigks Hier wurden die Proben vom

Autor der vorliegenden Dissertation erstmalig be#eb.
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2.2 Patienten der Expressionsanalyse

Fur die Expressionsanalyse wurden durch Park gRamirez et al. sowie Crosiers et al.
drei KRS-Patienten nach deren schriftlichem Eingrdnis Hautbiopsien entnommen und
daraus jeweils Hautfibroblastenzelllinien hergdstelAlle drei nicht miteinander

verwandten Patienten hatten eine ausgepragte diimiSymptomatik des KRS-Syndroms.

In der Tabelle 2.1 sind klinische Daten der Paierausammengefasst.

Zwei der drei Patienten (aus Griinden der Anonyni#@&RK9-1 und PARK9-2 genannt),
tragencompouneheterozygote Mutationen iATP13A2Gen. Der Patient PARK9-1 tragt
eine missenséMutation (c.3176T>G) sowie eine Deletion eines d8yis (c.3253delC).

Die Deletion hat die Verschiebung des LeserastersFolge, wodurch es zu einem
vorzeitigen Stopcodon kommt (Park et al., 2011).

Gleichermal3en fuhrt eine Deletion (c.3057delC) mema vorzeitigen Stopcodon beim
Patienten PARK9-2. AulRerdem ruft eine Guanin- zemid-Transition (c.1036+5G>A),

an der Donor-SpleiRstelle, das Uberspringen desi€48 hervor. (Ramirez et al., 2006).
Der Patient PARK9-3 ist Trager einer homozygotentdtlan, eine Deletion zweier

Thymine (c.2552_2553delTT) (Crosiers et al. 2011).

Tabelle 2.1Klinische Daten der KRS-Patienten der Expressioaiyae

Patientenkennung Park9-1 Park9-2 Park9-3
Homozygotie/Heterozygotie compouneheterozygot compouneheterozygot homozygot
Mutation c.3176T>G c.3253delC €.1036+5G>A| c.3057delC C.22323delTT
Intron- Exonposition Exon 27 Exon 28 Intron 13 Exon 26 Exon 23
mssense || S| Uoerspngen | ramantt | et
Krankheitsheginn 17 12 10
Erste Symptome Soziale Angsstorung Bradykinese, Rigor Bradykin&semor
Supranukleére Blickparese + + +
Demenz + + +
Psychatrische Symptome - Halluzinationen Halluzinationen
L-Dopa

+ + +
Responsivitat
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2.3 Material

Die in dieser Arbeit verwendeten Materialien, Gerénd Software sind nachfolgend

aufgefihrt.

2.3.1 Chemikalien

Chemikalie

Hersteller/Lieferant

Accutase

Acrylamid/Bisacrylamid

Agarose

Borséure (HBOs3)

Bromphenolblau

Cycloheximid (GsH23NOx)
Desoxyribonukleotide (dNTPSs)

DNA Langenstandard (100 bp)
Dithiothreitol (DTT)

Dulbecco’s Modified Eagles MediuPMEM)
Ethanol (GHsOH)

Ethidiumbromid (G;H20BrNs)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
ExXoSAP-IT

fetales Kalberserum (FKS)

PAA Laboratories
BioRad

Biozym

Merck

Sigma-Aldrich

Alomone Labs
Qbiogene
Invitrogen

Merck

PAA Laboratories

J.T.Baker

Sigma-Aldrich
Merck

uSB

PAA Laboratories



Patienten, Material und Methoden

17

Chemikalie

Hersteller/Lieferant

Formamid (CHNO)
LightCyclerSonden
Magnesiumchlorid (MgG)
Natriumacetat (gHsNaQy)
Oligonukleotide Primer
Penicillin/Streptomycin (100x)
phosphatgepufferte Salzlésung
TagDNA-Polymerase und Puffer
Terminator-Mix v3.1
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

(TRIS) (GH11NOy)

Sigma-Aldrich
Roche Diagnostics
Merck
Merck
TIB Molbiol
PAA Laboratories
PAA Laboratories
Qbiogene

Applied Biosystmes

BDH

2.3.2 Kulturmedium, Puffer und Losungen

Zusammensetzung

Kulturmedium:

500 ml DMEM; 50 ml FKS;

5ml Penicillin/Streptocmycin

TRIS-Borat-EDTA (TBE)-
Puffer (10x):

890 mM TRIS; 890 mM Borsaure;
20 mM EDTA

Formamid-Farbstoff:

47,5 ml Formamid; 2,0 ml 0,5HDTA,;
0,01 g Bromphenolblau; pH 8,0
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2.3.3 Verbrauchsmaterialien
Verbrauchsmaterialen wie  Probenplatten Firma gm&tAldrich  sowie

Zellkulturflaschen und —schalen von Sarstedt wurdawendet.

2.3.4 Kommerzielle Reagenziensysteme

Reagenziensystem

Hersteller

Light Cycler DNA Master SYBR Green |

Roche Diagnostics

RNeasy Mini Qiagen

Superscript First-Strand Synthesis Invitrogen
2.3.5 Gerate

Gerat Typ Hersteller

Brutschrank Hera Cell 150 Heraeus

Geldokumentationssystem BioDocAnalyze Biometra

LightCycler

Mikroskop
Nukleinsauremessgerat
RT-PCR-System

Sequenziergerat

LightCycler 480
Axiovert 200 M
Nano Drop 1000

Light Cycler 2.0

3130 Genetic Analyzer

Roche Diagnostics
Zeiss
PeglLab
Roche Diagnostics

Applied Yitesns
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Gerat Typ Hersteller

Thermocycler Mastercycler Eppendorf

PTC 100 und PTC 200  Biozym

Zellzahler Countess Cell Counter Invitrogen
Zentrifugen Biofuge Pico Heraeus
Microfuge 22R Beckman Coulter

2.3.6 Software

In dieser Arbeit wurde die Softwa8plice site predictioringesetzt, die voBerkeley
Drosophila Genome Projeentwickelt wurde. Diese Arbeitsgemeinschatft biatger
anderem Programme an, die es ermdglichen, DNA 8weaidher zu charakterisieren.
Im Speziellen hilft das Program8plice site predictiondie Ubergange zwischen Introns
und Exons innerhalb eines DNA-Abschnittes zu erkenirir mogliche Spleil3stellen
werden Werte zwischen 0,1 und 1,0 ermittelt. DieeiBgstelle ist umso starker, je hher
der Wert ist (Reese et al., 1997).

Des Weiteren wurde das Prograri@Efinder 3.verwendet. Es ermdglicht, ESE-
Sequenzen innerhalb eines Exons zu erkennen. Ddriitaeis besteht die Mdglichkeit,
Mutationen, die ESE-Motive betreffen, zu identém@n und den Einfluss dieser
Mutationen auf verschiedene SR-Proteine darzust@@artegni, 2003).

AulRerdem wurde flr die Auswertung der Sequenziemrmgs Programi@equencing
Analysis 5.3.erwendet. Fur die Genotypisierung der SNPs wdrdém Light Cycler
integrierte Softwaréight Cycler 3 Software (Roche Diagnostieg)gesetzt.



Patienten, Material und Methoden 20

2.4 Methoden

2.4.1 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine enzytlae Methode zur in vitro
Vervielfaltigung von DNA (Saiki et al., 1985). Digpezifitat der Amplifikation ist auf
zwei Oligonukleotide Rrimer) zurtickzufiihren. Diese binden die DNA komplemeraiér
den Randbereichen der Zielsequenz. Um Elemern die Bindung zu ermdglichen, muss
die DNA bei 95 °C denaturiert werden. Nach Absen#tenTemperatur auf 58 °C kommt
es anschlie3end zur Primeranlagerudigngaling. Die Primer lagern sich beirAnnealing
an die komplementaren Einzelstrdnge, die durch Rimaturierung entstanden sind.
Anschlie3end synthetisiert eine thermostabile Pelgse bei 72 °C die komplementare
DNA zwischen denPrimern Die Wiederholung dieser drei Schritte: Denatumey,

Annealling Extension fuhrt zu einer exponentiellen Zunahmiegewiinschten Sequenz.

Nachfolgend ist schematisch der Ablauf einer PCRyetsellt. In der Tabelle 2.2 ist der
Reaktionsansatz einer Standard-PCR wiedergegelteimuAnhang sind die im Rahmen

dieser Arbeit verwendetdPrimer aufgefuhrt.

5 min bei 95 °C initiale Denaturierung
30s bei 95°C Denaturierung

30s bei 58 °C Annealing 35x
30s bei 72°C Extension

10 min bei 72 °C terminale Extension

l

4 °C Endtemperatur
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Tabelle 2.2Reaktionsansatz fiir eine Standard-PCR

Reagenz Konzentration Volumen
dH,O 3,83l
Puffer 10x 1,50 pl
dNTPs 1 mM 3,00 pl
VorwartsPrimer 10 uM 0,80 pl
RuckwartsPrimer 10 uM 0,80 ul
Taq 5 U/ul 0,07 ul
DNA ~ 5 ng/ul 5,00 pl
Gesamt > 15yl

2.4.2 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist ein Trennverfahren fir |édle. Unter Einfluss eines
elektrischen Feldes wandern die zu separierenddekile dabei durch eine Matrix. Die
elektrophoretische Wandergeschwindigkeit der Mdkekist letztlich abhangig von
Molekulgrof3e und -ladung sowie der BeschaffenheitMatrix. Aufgrund ihrer negativen
Ladung ist die elektrophoretische Auftrennung voRADmMAOglich. Abhangig von ihrer

Grofe wandert die DNA unterschiedlich weit.

Daher wurde die Agarose-Gelelektrophorese im Anmshéiner PCR zur Uberpriifung der
molekularen Gr6Re eines PCR-Produktes im Rahmeserdifrbeit eingesetzt. Um die
DNA sichtbar zu machen, wird dem Agarosegel Etmtbromid hinzugefligt. Dieser
Farbstoff interkaliert mit den Basen der DNA. BemnrAgung im ultravioletten Bereich
(365 nm) lassen sich rote DNA-Banden sichtbar macbeée Banden wurden mit Hilfe

einer Videokamera mit einem integrierten Bildvesiingsprogramm aufgenommen.
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Das Mitlaufen eines definierten DNA-Langenstandaasdglichte eine Aussage Uber die

Grol3e der Fragmente.

Fur die Agarose-Gelelektrophorese musste zunachsGel hergestellt werden. Hierzu
wurden 6 g Agarose in 400 ml 1x TBE (1,5-prozensgspendiert. Die Gelsuspension
wurde aufgekocht und 7,5 pl Ethidiumbromid hinzugef Danach wurde das Gel in eine
Kammer mit ein oder zwei Kdmmen gegossen. NaclZzdgabe von 1/3 Vol. Formamid-
Farbstoff zu den Proben erfolgte das Pipettieren ldemgenstandards und der Proben in
die durch die Kdmme geformten Ladetaschen. Andgbiid fand eine Elektrophorese fur
30 min bei 120 V in 1x TBE-Puffer statt.

2.4.3 Schmelzkurvenanalyse

Fur die Schmelzkurvenanalyse wurde deghtCycled80, ein Echtzeit-PCR-System,
genutzt. Bei diesem Verfahren wird die Schmelzteatpe eines amplifizierten DNA-
Fragments und einer daran hybridisierten Sonde tieltmiDie Schmelztemperatur ist
definiert als jene Temperatur, bei der 50 Prozemt@bnden hybridisiert und 50 Prozent
dissoziiert an ihrer Zielsequenz vorliegen. Wichtarameter, die die Schmelztemperatur
beeinflussen, sind unter anderem der Grad der Hogm®lzwischen Sonde und DNA-
Fragment sowie die Ladnge und der CG-Gehalt der SequwWaren die Sonde und der
zugehdrige DNA-Strang exakt komplementar, wirde mwkrmeenergie zum Auflésen
dieser Bindung notwendig. Ist dagegen die Sequengpielsweise durch einen SNP

verandert, verringert sich die Schmelztemperatur.

Das bedeutet also, dass eine geringere ausgeptéagtelogie zwischen Sonde und DNA-

Strang die Schmelztemperatur vermindert. Die besel Methode eingesetzten Sonden
sind sequenzspezifische, fluoreszenzmarkierte @ligeotide. Basierend auf dem Prinzip
des Forster-Resonanzenergietransfers (FRET) werden Sonden bendtigt: d&ensor

und derAnchor.
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Der Sensortragt an seinem 3'-Ende den Farbstoff Fluoreseghrend derAnchor an

seinem 5'-Ende mit einem spezifischen Farbstoff@LQ, LC705) ausgestattet ist.

Der Sensorist so konzipiert, dass er mit der fraglich muastragenden Sequenz
hybridisiert. Wird derSensoiFarbstoff mit der Leuchtdiode ddsghtCylers angeregt,
emittiert der am Sensor gebundene Farbstoff grirest (530 nm). Wahrend des
Annealingsder PCR bindet de8ensodie Zielsequenz. In unmittelbarer Nachbarschaft des
Sensordwybridisiertder Anchoran den DNA-Einzelstrang. Das vom Farbstoff 8easors
emittierte Licht regt demAnchorFarbstoff nun selbst zur Emission von rotem Lidbt

Wellenlange 640 nm an. Dieser Prozess der Energigdgung wird FRET genannt.

Dem LightCyler ist es mdglich, das rote Licht zu detektieren. \&feis Erwarmen der
Probe fihrt zum Dissoziieren von der Zielsequene. Bluoreszenz nimmt ab, je weiter

sich die Sonden voneinander entfernen.

In Bezug auf die vorliegende Arbeit wurde die Sclakgrvenanalyse mit Hilfe des
LightCylersbei der Genotypisierung zweier SNPs des Locus 1B3RK16§ angewandt.

Die Amplifiaktion der DNA erfolgte zunadchst durchine konventionelle PCR im
ThermocycleKvgl. Abschnitt 2.4.1). Fir jede Probe wurden @lg$ PCR-Produktes mit je

0,5 ul der beiden Sonden zusammengegeben.

Nachfolgend schloss sich folgendes Programm an:

10 s bei 95° C /[ 6 Zyklen: (10 s bei 40° C; 1(ba 95°) // 20 s bei 40° C//
40° C-> 90° C /[ Endtemperatur bei 40° C.

Abschlie3end wurden die Schmelzkurven mit der Saféwded.ightCyclers ausgewertet.

Die verwendeten Sonden sind im Anhang aufgelistet.

2.4.4 Sequenzierung

Die Sequenzierung beruht auf dem enzymatischerekabbruchverfahren (Sanger et al.,
1977). Die hierbei im Reaktionsansatz enthaltengB -Didesoxynukleotide (ddNTP)

fuhren zum Kettenabbruch wahrend einer PCR.
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Die ddNTPs besitzen anstelle einer freien Hydrosypge an der 3'-Position des
Zuckerrestes lediglich ein H-Atom. Somit kann d@yerase ohne freie Hydroxylgruppe
keine Phosphodiesterbindung zum nachsten regulZesoxynukleotid aufbauen. Folglich
kommt es zum Erliegen der DNA-Synthese. Es entatble der Kettenabbruchreaktion
viele PCR-Produkte, die sich nach Wahrscheinlidskerechnungen genau um eine

Basenlange unterscheiden.

Um die Sequenz zu ermitteln, wurden in dieser ArHabreszenzmarkierte Nukleotide
verwendet. Wobei jedes ddNTP mit einem untersciuleelh Fluoreszenzfarbstoff markiert
war. Anhand automatischer gelelektrophoretischeftr@nnungen in einer Kapillare des
Sequenziergerates konnte mittels eines Lasers spezifische Farbabfolge ermittelt
werden, die der Sequenz entspricht.

Vor Beginn der eigentlichen Sequenzierung erfolgiméchst eine Amplifikation des
Zielproduktes mit Hilfe der PCR (vgl. Abschnitt 214 Die nachfolgende Auftrennung auf
einem Agarosegel diente der Grof3enkontrolle des-Pfoiduktes (vgl. Abschnitt 2.4.2).
Um eine Verunreinigung durch Uberschissige NuldeotindPrimer auszuschlief3en, fand
zur Aufreinigung eineExoSAPBehandlung statt. Bei diesem Enzymverdau wurded 5
PCR-Produkt und 2 |HExoSAP-ITgemischt.

Anschlie3end lief in einemhermocyclefolgendes Programm ab:
15 min bei 37 °C // 15 min bei 80 °C // 4 °C bis kagerung bei -20 °C.

Die eigentliche Kettenabbruchreaktion erfolgte mureiner weiteren PCR unter Zugabe

der fluorenzenzmarkierten ddNTPs.
1 min bei 96 °C // 25 Zyklen: ( 10 s bei 96 °C; ihrbei 60 °C) // Endtemperatur 4 °C.

Im Folgenden sind das PCR-Programm und der Realdimatz in der Tabelle 2.3 fir die

Sequenzierung dargestellt:
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Tabelle 2.3Reaktionsansatz fir die Sequenzierung

Reagenz Konzentration Volumen
dH,O 5,00 pl
Puffer 5x 1,50 pl
Primer 10 uM 0,50 pl
Terminator-Mix 20x 1,00l
ExoSAPProdukt ~ 5-10 ng/ul 2,00 pl
Gesamt > 10 pl

Das Produkt des Sequenzierungsansatzes wurde ieftectd durch eine Natriumacetat-
Fallung aufgereinigt. Hierzu wurden 10 pl des PGBdRkts, 10 ul dpO, 50 pl 100-
prozentiges Ethanol und 2 pl 3 M Natriumacetat gehti Nach 20-minutiger Inkubation
bei Raumtemperatur und einer 15-minitigen Zentafiogn bei 13000 rpm wurde der
Uberstand abpipitiert und 50 pl 70-prozentiges Ethainzugeben. AbschlieRend wurden
15 pl Formamid hinzugefugt und es folgte eine radie Inkubation bei 4 °C. Am
nachsten Tag fanden die Sequenzierung und die a@fty@stitzte Auswertung statt.

Fur diese Arbeit wurden bei der GenotypisierungiewS8NPs des Locus 1q3RARK1§
Proben, deren Genotyp nicht eindeutig durch dier&trkurvenanalyse bestimmt werden
konnte, sequenziert. Weitere Sequenzierungen wubggrder Expressionsanalyse von
Hautfibroblasten bei KRS-Patienten vorgenommerhésigbschnitt 3.2).

Hierunter fallen: 1) die Verifizierung des Genotygar Hautfibroblasten der drei KRS-
Patienten in Abschnitt 3.2.1; 2) der Nachweis eirstabilisierenden Effekts von
Cycloheximid auf die mutierten Allele in Abschn8t2.3 und 3) im Abschnitt 3.2.5 die

Untersuchung des allelspezifschen Anteils eineei8phriante beim Patienten PARK9-1.
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2.4.5 RNA-Isolierung, c-DNA Synthese, quantitative Echtze-PCR

Die RNA-Extraktion erfolgte mit Hilfe deRNeasyKits. Die Zellen wurden zundchst mit
einem Puffer, der Guanidiniumthiocyanat enthiejsidrt. Dem Lysat wurde Ethanol
hinzugefiigt, um die Aufreinigung der RNA in den Infatgenden Waschschritten zu
erleichtern. Das nun ethanolhaltige Lysat wurdealim mitgelieferte Minisaule gegeben,
die zur Bindung der RNA eine kiesegelhaltige Membrbesal3. Nach mehreren
Waschschritten, um Kontaminierungen auszuwaschemtk die RNA mit RNAse-freiem

Wasser eluiert werden.

Die isolierte RNA entsprach zum Zeitpunkt der Ekti@n fast vollstandig der in der Zelle
enthaltenen mRNA. Dies ist darauf zurtickzufihresissddie anderen RNA-Typen, die
ungefahr 15-20 Prozent der gesamten zellularen RNgmachen, bei dem verwendeten
Verfahren aufgrund ihrer zu geringen Grof3e nichtiest wurden. Direkt im Anschluss
konnte die Konzentration der RNA photometrisch biier Wellenlange von 230 nm
bestimmt werden.

Aufgrund der im Lambert-Beerschen Gesetz beschmmibeproportionalen Beziehung
zwischen Lichtabsorption und Konzentration ist ghleotometrische Bestimmung der
Menge an Nukleinsduren mdoglich.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die RNA von drei &aen- (vgl. Abschnitt 2.2) sowie

vier gesunden Kontrollzelllinien isoliert.

Nachdem die RNA erfolgreich isoliert war, konntet rder reversen Transkription der
RNA fortgefahren werden. Das Umschreiben der RNA die komplementéare,
einzelstrangige cDNA fand gemall dem Herstellerpadto mit Hilfe des

SUPERSCRIPT™  First-Strand Synthdsitss statt. Hierbei ermdglichten Oligo-
Desoxythymidin (dT)Primer die Bindung an den Poly-A-Schwanz der mRNA.

Im Folgenden sind die Reaktionsansatze aufgelistet:
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Tabelle 2.4Reaktionsansatz fir die cDNA-Synthese: Mix 1

Reagenz Konzentration Volumen

Rnase-freies pO ad 10 pl

RNA 5 pg/ul X pI (Volumen fir 5 pg)
dNTP-Mix 10 mM 1l

Oligo-Primer (dT) 50 uM 1 pl

Gesamt > 10,00l

Zusatzlich wurde eine Negativkontrolle ohne Zugabe RNA hergestellt. Nachfolgend
wurden die Ansétze fur 5 min bei 65 °C denaturiend fir 1 min auf Eis gelagert.

Anschlie3end erfolgte die Zugabe des Mix 2.

Tabelle 2.5Reaktionsansatz fir die cDNA-Synthese: Mix 2

Reagenz Konzentration Volumen
RNaseOUT 40 Ul 1l

DTT 0.1 M 2 pl
MgCl, 25 mM 4 ul
RT-Puffer 10x 2 pl
Gesamt > 10,00l

Die 9 pl des Mix 2 wurden zu jedem Mix 1 hinzugegrebNachdem die Proben behutsam
gemischt und kurz zentrifugiert waren, fand einemnitige Inkubation der
Reaktionsansatze bei 42 °C statt. Die reverse Krgmi®n wurde nun durch die Zugabe
von 1 pl reverser Transkriptasel{PERSCRIPT Il RTgestartet:

50 min bei 42 °C // 15 min bei 70 °C.
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Zur abschlieRenden Degradierung des RNA-Templatedevzu jedem Reaktionsansatz
1 pl RNase H hinzugegeben. Es schloss sich eimei@tige Inkubation bei 37 °C an. Die
hergestellte cDNA konnte entweder bei —20 °C eirayef oder direkt anschliel3end fir
die quantitative EchtzeRCR(RT-PCR) verwendet werden.

Die RT-PCR ist ein Verfahren, dass sowohl die DNAw#ifikation als auch die
gleichzeitige Quantifizierung der Nukleinsdurenaglt. Die RT-PCR Experimente
wurden amLight Cycler2.0 einem RT-PCRystem mit denkLight Cycler DNA Master
SYBR GreenKit durchgefiihrt Der Fluoreszenzfarbsto8YBR-Greeiildet hierbei einen
Komplex mit einem DNA-Doppelstrang. Dieser DNA-Haszenzfarbstoff-Komplex
absorbiert Licht bei einer Wellenlange von 494 mmd emittiert Licht mit der Wellenlange
521 nm. Zur Quantifizierung der DNA-Menge dienendfeszenzmessungen nach jedem
Zyklus der PCR.

Wenn man die Fluoreszenzintensitat Uber die AndahlPCR-Zyklen auftragt, weist die
Kurve einen s-formigen Verlauf auf. Nur zu Beginrgibt sich ein nahezu linearer
Kurvenverlauf. Lediglich an dieser Stelle ist esgiigh, eine quantitative Aussage uber die
DNA-Menge zu treffen. Ein Rlckschluss auf die DNAskentration ist GUber DNA-

Standards bekannter Konzentrationen gegeben.

Ein Reaktionsansatz enthielt 10ul: jeweils 1ul ¥@swarts- bzw. Ruckwart®rimers
21l SYBR Green Supermiul cDNA sowie 4pul KO.

Folgendes PCR-Programm schloss sich an:

10 min bei 95 °C // 40 Zyklen: (94 °C 15 s; 68 “CTg).

Im Anschluss an den letzten Elongationsschritt d&CR erfolgte eine
Schmelzkurvenanalyse. Die RT-PCRs wurden zur Besting des endogenen

Expressionsniveaus V@il P13A2in Hautfibroblasten durchgefihrt.
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Fur die Untersuchungen wurden zwei voneinander hévadige RNA-Praparationen eines

jeden Probanden herangezogen.

Zwei Fragmente, die die Exons 6-7 bzw. 16-17 unémsswurden amplifiziert. Um
vergleichende Aussagen zu ermdglichen, wurde aefRedie Expression des konstitutiv
exprimierten Gens YWHAZ bestimmt. Die Linearitit der Proben wurde Uber
Verdinnungsreihen bekannter cDNA-Konzentrationeshesigestellt. Die Datenanalyse
erfolgte unter Anwendung déerght Cycler 3 Software (Roche Diagnostics)

Zur Bestatigung der mit dem konstitutiv exprimier®@enYWHAZgemachten Ergebnisse
wurden die Experimente mit einem anderen unabh&ngkgpnstitutiv exprimierten Gen
(HPRTY) wiederholt. Da das Expressionsniveau beidl@P13A2Fragmente (Exon 6-7
bzw. Exon 16-17) in den ersten RT-PCR ExperimeménYWHAZals Referenz keine
signifikanten Unterschiede zeigte, wurde zur Begtag lediglich das Fragment mit den

Exons 6-7 amplifiziert und quantifiziert.

Im Rahmen dieser Arbeit war es notwendig, vers@nedSpleil3varianten voRTP13A2
gezielt zu amplifizieren und zu quantifizieren. Fiie Splei3variante A13A2.FL wurde

ein, die Exons 28-29, umfassendes Fragment heligeste

Um jedoch die Variante A13A2.Sk gezielt zu ampidizn, wurde ein kiirzeres Fragment
zwischen den Exons 26-29, ohne das Exon 28, amiplifi Hierzu wurde ein Vorwarts-

Primer, der in Exon 26 liegt und ein RuckwaRsimer, der am Verbindungspunkt der
Exons 27 und 29 ansetzt, verwendet. Lediglich ddakleotide des 3' Endes waren

komplementar zu Exon 27. Alle anderen Nukleotideew&omplementér zu Exon 29.

Die Expressionsniveaus der Fragmente von A13A2./Rd A13A2.Sk wurden mit dem
konstitutiv exprimierten GerYWHAZ normalisiert. Auch alle isoformspezifischen RT-
PCR-Experimente wurden in zwei unabhangigen RNAséhdtionen durchgefihrt und
wie oben beschrieben ausgefiihrt und quantifiziere bei den RT-PCR-Experimenten

verwendeterPrimer sind im Anhang aufgelistet.
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2.4.6 Zellkultur

Fur die Zellkultur wurden primare humane Hautfidesben verwendet, die aus
Hautbiopsien von Patienten bzw. gesunden Kontndtpeen gewonnen wurden (vgl.
Abschnitt 2.2). Die Arbeit mit den Zellen erfordersterile Bedingungen, um die Gefahr
von Kontaminierungen zu minimieren. Die Zellen wemd in Zellkulturflaschen
verschiedener Grof3en nidulbecco’s Modified Eagle MediugpMEM) als Nahrmedium
kultiviert. Das Nahrmedium wurde durch die Zugaber dntibiotika Penicillin und
Streptomycin (einprozentig) sowie von zehenprogemi fetalem Kalberserum (FKS)
modifiziert. Die Antibiotika reduzierten die Kontamerungsgefahr und das FKS mit
seinen niedermolekularen Na&hrstoffen, Wachstumasfakt und Hormonen sollte das

Wachstum der Zellen verbessern.

In regelmaiigen Abstdnden wurde das NahrmediunZelégn erneuert. Inkubiert wurden
die Zellen bei 37 °C und 5 Prozent £®ei etwa 80-prozentiger Konfluenz der Zellen
erfolgte die Uberfiihrung in eine neue Zellpassdd@zu wurde das alte Nahrmedium
verworfen, die Zellen mit phosphatgepufferter Ssnhg gewaschen und 1-2 ml des
Enzyms Accutase zur Ablosung der adharenten Zellerugegeben. Nach zehnmintiger
Inkubationszeit bei 37 °C und 5 Prozent LiDaktivierte die Zugabe des frischen
Nahrmediums die Accutase. Die entstandene Zellsggpe wurde in neue
Zellkulturflaschen gefillt. Sollten die Zellen ngtnem Stressor behandelt werden, wurde
die Zellzahl mit einem Zellz&éhler bestimmt und drief3end die gleiche Anzahl Zellen in
Versuchsschalen ausplattiert.

In dieser Arbeit wurden humane Hautfibroblasten der Chemikalie Cycloheximid,
einem bekannten NMD-Inhibitor, behandelt (Noensiend uDietz, 2001). Die
Hautfibroblasten von KRS-Patienten und gesundentridthimdividuen wurden fir 12
Stunden mit Cycloheximid (1@@/ml) inkubiert. Wie im Abschnitt 2.4.5 beschrieben
erfolgten danach mRNA-Isolierung und cDNA-Synthddm die stabilisierende Wirkung
des Cycloheximids auf die trunkierenden Mutatiomathzuweisen, wurden die PCR-

Fragmente anschlielRend sequenziert (vgl. Abschditd).
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2.4.7 Statistische Methoden der Assoziationsstudie

Ziel dieser Fall-Kontroll-Studie war es, eine magk Assoziation zweier SNPs des
Genlocus PARK16 mit dem idiopathischen Parkinson-Syndrom aufziereig Die
Nullhypothese war, dass kein Zusammenhang zwisdbarGenotypfrequenzen der SNPs
und dem idiopathischen Parkinson-Syndrom bestehhtspgechend ging die

Alternativhypothese von einem Zusammenhang aus.

Das Signifikanzniveau wurde begp < 0,05 fur alle Tests festgelegt. Samtliche
inferenzstatistischen Auswertungen sind als deskrgmzusehen, da eine Adjustierung des
Alpha-Fehlers nicht erfolgte. Die festgestelltennGgpenfrequenzen befanden sich im
Hardy-Weinberg-Gleichgewicht. Zur statistischen wasgung wurde die logistische
Regressionsanalyse herangezogen. Dieses Verfalm@éimwler medizinischen Forschung
aufgrund der haufig binaren Zielvariablen oft angedt. Hierbei lasst sich der Einfluss
erklarender Variablen, wie dies im vorliegenden Bal Genotyp eines bestimmten SNPs
ist, auf eine binare Zielvariable (ein Probandast idiopathischen Parkinson-Syndrom
erkrankt: ja/nein) untersuchen. Gerade bei retggektiven Fall-Kontroll-Studien erhalt

man durch dieses statistische Modell sinnvolle lgffehéatzer.

So konnen aus den Regressionskoeffizienten direktOdlds Ratiosals Mal3 fir den
Zusammenhang ermittelt werden. Es kann somit egstil@mung deg-Wertes erfolgen
(Bender et al., 2007). Durch die Ermittlung der Kdenzintervalle ist es mdglich, eine

Genauigkeit des jeweiligen Schéatzwertes anzugeben.

Die statistischen Auswertungen der Assoziationsstueurden in Zusammenarbeit mit

dem Institut fur Medizinische Biometrie und Stakister Universitat Lubeck durchgefuhrt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Assoziationsstudie zunPARK16-Locus

In dieser Arbeit wurde im Rahmen einer Assoziatstudie der Suszeptibilitdtslocus
PARKZ16in einem chilenischen Kollektiv untersucht. Dafiurden zwei SNPs - rs823128
und rs947211 - bei insgesamt 169 Patienten mipatlnschem Parkinson-Syndrom und
195 Kontrollindividuen genotypisiert. Die experimtelten  Arbeiten  dieser
Assoziationsstudie wurden in Zusammenarbeit mitridezand. med. Jan Kottwitz,
medizinischer Doktorand des Instituts fur Neurogé&neler Universitat zu Lubeck,

durchgefuhrt. Der Arbeitsbeitrdge zu der Assozretstudie waren gleichmé&nRig aufgeteilt.

3.1.1 Genotypisierung des SNP rs823128

Die Ergebnisse der Genotypisierung fir den SNP3%32 zeigten in der Fall- und in der

Kontrollgruppe unterschiedliche Verteilungen denGigpen:

Der Wildtyp A/A war in beiden Gruppen der am hasfen beobachtete Genotyp. In der
Gruppe der Patienten mit idiopathischem Parkinsgmd®m waren 139 der
166 Individuen Trager des Wildtyps. Dies entspri@®,7 Prozent der untersuchten
Patienten. In der Kontrollgruppe wiesen 138 von P@8sonen den Wildtyp auf (71,5 %).
Der heterozygote Genotyp A/G liel3 sich bei 23 dé6 Personen (13,9 %) in der
Fallgruppe nachweisen. Bei der Kontrollgruppe hgegewurde bei 46 der 193 Personen
der Genotyp A/G festgestellt. Demnach kommt dieSenotyp bei 23,8 Prozent der
Kontrollindividuen vor. Fir die heterozygoten Tragperechnete sich eir@@dds Ratiovon
0,56 (95 % Konfidenzintervall: 0,37-0,87).
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Die genetische Variante G/G war kaum zu beobachtediglich bei 4 der 166 Patienten
mit idiopathischem Parkinson-Syndrom konnte dieGemotyp ermittelt werden. Das
entspricht 2,4 Prozent aller Fallgruppenindividuen.

Bei 4,7 Prozent oder in absoluten Zahlen ausgetrtiek9 der 193 in der Kontrollgruppe
erfassten Personen war der Genotyp G/G vorhandeme @&dds Ratiovon 0,32
(95 % Konfidenzintervall: 0,13-0,75) konnte fur haeggote Trager ermittelt werden.

Die Allelfrequenz G stellte dieninor allele frequencyMAF), also das Allel mit der
geringsten Haufigkeit in einer Populatiom dem untersuchten Kollektiv dar. Mit
9,3 Prozent war die MAF bei den Patienten mit idibpgschem Parkinson-Syndrom kleiner

als bei den Kontrollen, in denen sie 16,5 Prozeiriig.

Anhand der statistischen Berechnungen zeigte sichignifikanter Unterschied zwischen
Fall- und Kontrollgruppe gcWert = 0,0093). Demnach konnte die Assoziation 8§
rs823128 mit dem idiopathischen Parkinson-Syndronddér multiethnischen Population

Chiles bestatigt werden.

3.1.2 Genotypisierung des SNP rs947211

Die Bestimmung der Genotypfrequenzen des SNP rd947¢@igte folgende Verteilung der
Genotypen:

Der seltenste Genotyp war sowohl in der Fall- alshan der Kontrollgruppe der Genotyp
A/A. In der Gruppe der Patienten mit idiopathischBarkinson-Syndrom wiesen 23 der
168 Individuen diesen Genotyp auf. Das entspricl®6 1Prozent aller in der
Patientengruppe erfassten Personen. Der GenotymArAingegen in der Kontrollgruppe
haufiger vertreten. Bei 40 von 195 Personen bgstasich diese genetische Variante.
Demnach besitzen 20,5 Prozent aller Kontrollgruppividuen diesen Genotyp. Von
ingesamt 168 Patienten zeigten 88 die Variante A& sind 52,4 Prozent der Erkrankten.
In der Kontrollgruppe trat bei 92 der 195 Persoff#h2 %) der A/G Genotyp auf.
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Fur die heterozygoten Trager berechnete sich d&els Ratiovon 1,19 (95 %
Konfidenzintervall: 0,88-1,61).

Der homozygote Genotyp G/G war bei 57 der 168 apathischem Parkinson-Syndrom
Erkrankten nachzuweisen (33,9 %). In der Kontrolbgre war der Genotyp G/G bei 63 der
195 Personen (32,3 %) zu finden. Ei@dds Ratiovon 1,42 (95 % Konfidenzintervall:
0,78-2,59) konnte flir homozygote Trager ermittedtden.

Die MAF war mit 44,1 Prozent bei den Patienten igibpathischem Parkinson-Syndrom

grof3er als bei den Kontrollindividuen, bei denen39,9 Prozent betrug.

Mit einem p-Wert = 0,2473 lie sich kein signifikanter Untdnsal zwischen Fall- und
Kontrollgruppe aufzeigen. Entsprechend konnte dssoZiation des SNP rs947211 mit
dem idiopathischen Parkinson-Syndrom in dem untétsm chilenischen Kollektiv nicht
bestétigt werden. Die hier dargestellten ErgebrieseAssoziationstudie kdnnen nochmals

anhand der Tabelle 3.1 nachvollzogen werden.



Tabelle 3.1Statistische Auswertung der Assoziationsstudie

SNP Kontrollen | Falle Kontrollen Falle OR 95 % KI | p-Wert
rs-Nummer Genotyp| n Prozent n Prozent REH 95 % KI | REH 95 % KI
rs823128 A/A 13871,50 | 139 83,73 | 0,65 0,36-1,180,49 0,16-1,461,00 0,0093
AlG 46 23,84 23 13,86 0,56 | 0,37-0,87
G/IG 9 4,66 4 2,41 0,32 | 0,13-0,75
rs947211  A/A 40 20,51 23 13,69 | 0,92 0,68-1,241,22 0,91-1,621,00 0,2473
AIG 92 47,18 88 52,28 1,19 | 088-1,61
G/IG 63 32,31 57 33,93 1,42 | 0,78-2,59

rs =referenceSNP, REH =relative excess heterozygosiyl,= Konfidenzintervall, OR ®Ddds Ratio
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3.2 Expressionsanalyse VOATP13A2 beim KRS

In diesem Abschnitt der Arbeit werden die Ergelmiger Genexpressionsanalyse von
ATP13A2in primaren Hautfibroblasten bei Krankheitstrages KRS dargestellt.

3.2.1 Verifizierung der Mutationen der Patienten

Zu Beginn erfolgte die Verifizierung des Genotyps #ultivierten Hautfibroblasten der
drei KRS-Patienten. Fur jeden Patienten wurde eirzds, die Mutation enthaltendes

Fragment deATP13A2Gens amplifiziert und anschlie3end sequenziert.

Um die Mutation des homozygoten Patienten PARK®@B®estatigen, wurde ein Fragment
amplifiziert, das die Exons 21 bis 24 umfasste. 8nschliellende Sequenzierung konnte
die homozygote Mutation in Exon 23, eine Deletiareer Thymine (c.2552_2553delTT),

nachweisen.

Nach der Amplifikation eines Fragmentes (Exon 12Hdstatigte die Sequenzierung das
Uberspringen von Exon 13 bei detompouneheterozygoten Patienten PARK9-2. Das
Uberspringen des Exons wird durch eine Transitioan vGuanin zu Adenin
(c.1036+5G>A) hervorgerufen. Um bei dem selbenehgtn die Mutation des anderen
Allels aufzuzeigen, wurde ein die Exons 25 bis @fassendes Fragment amplifiziert. Das
Elektropherogramm der Sequenzierung bestatigte, invider Abb. 3.1 dargestellt, die
Deletion ¢.3057delC. Des Weiteren deutete das velenie Signal des mutierten Allels in
der Sequenzierung auf einen Abbau dieses AllelshdNMD hin.

WT /c.3057delC
Abb 3.1: Die Abbildung zeigt das
G G Y F L Elektropherogramm der Sequenzierung, die
GGGGGCTACTTCCTG phered a 9
T CTTCCTG die Mutation c¢.3057delC beim Patienten
G T S PARK9-2 bestatigt. Das verminderte Signal

des mutierten Allels deutet auf den Abbau
dieses Allels durch NMD hin.

e 'W
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Die Sequenzierung eines Allifikats (Exon 26-29) konnte bei del compound
heterozygoten PatientdPARKS-1 die in Exon 27 liegend8ubstitutiol, eines Thymins
gegen ein Guani(t.3176T>G, bestatigen.

Wahrend des Versuchs liel3 elektrophoretischéuftrennung der PCR neben dem
erwartenden PCRrodukt ein kleineres Fragment erkennNach einer Sequenzieru
konnte gezeigt werden, dass es sich hi um eine Splei3variantedie Isoforn-3 von
ATP13A2 handelt (vgl.Abschnitt 1.3). Im Folgenden wdr die Spleil3variante ¢
A13A2.Sk (Sk furskipped bezeichnet, da ihr das Exon 28 fehlt. Di€gdeilvariante wies
beim Patienten PARKQ2, verglichen mit gesunden Kontmdllen unc anderen

Patientemellen, eine starkere Bande (vgl. Abb. 3.2).

&
Q Marker

A13A2.FL

A13A2.Sk

Abb. 3.2: Elektrophoretische Auftrennung einerPCR
Legende: WT-1, WT2 gesunde Kontrollindividuen; PARI-1, PARK92 KRS PatienterA13A2.FL,
A13A2.Sk Spleil3varianten von ATP13

Um die Mutation des anderen Allels von PAF-1, die in Exon 28 liegt, einwandfr
nachzuweisen, wurdgezielt dieSpleildvariante A13A2.FL(FL fufull lengtl) amplifiziert,
die das Exon 28 enthdkigl. Abschnitt 2.4.). Die anschliel3ende Sequenzierung zedie
Mutation ¢.3253delCAuR3erdem liel3 di schwache Signal desutationstragenden Alle
vermuten, dss das Allel dei NMD unterliegt (vgl. Abb.3.3).
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W1/ ¢.3253delC Abb. 3.3: Die Abb. zeigt das
V. A _L A _L _L_ _S o OO
GTGGCCCTGGCGCTCCT GAG C  FElekiropherogramm der
TGGCGCTCCTG AGCT  Sequenzierun, das die Mutation
W R S St{)p €.3253delC beim Patientel

[ PARK9-1 bestatigt Das

verminderte Signal des mutiert

[
||‘. I{ | 1
N\ |' III] \f\ I.f-", p | Allels deutetauf den Abbau durch
A UAT A Y ff\A NMD hin.

VW

3.2.2 ATP13A2-Expressiorsbestimmung undUntersuchung auf NMD

Nach der Sequenzierunder mutierten Alleleerfolgte nun die Quantifizierung d
endogenen ATP13A2mRNA durch R™-PCR-Experimente in Patiente- und
Kontrollzellen Dazu wurderAbschnitte vonATP13A2amplifiziert und quanfiziert, die
die Exons 6-7 bzw. 167 enthielte. Danach fand ee Normierung der Expression
Transkripts vonATP13A. mit dem konstitutiv exprimierten GeMWHA:z statt (vgl.
Abschnitt 2.4.5).

Alle drei Zelllinien der KR-Erkrankten wiesen einen vermindert@ehalt arATP13A2
Transkript gegenubegesunden Kontrollfikoblasten auf. Die beidegelllinien PARKES-1
und PARK9-2 zeigten eeetwa 40-prozentige Reduktion d&sanskrips im Vergleich

mit den Kontrollzellen.

Dagegen konntebei den Zelle des Patienten PARKO-Xerglichen mit gesunde
Kontrollzellen eine etwa 8-prozentigeAbnahme beobachtet werd Interessanterweise
korrelierte die verminderte Expression mit der Amz&runkierender Mutationen d

jeweiligen Allels.
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So war bei den Zellen des Patienten PARK9-3, der lmiden Allelen dieselbe
trunkierende Mutation an Position c.2742_2743detf@gt, kaum eine Expression von
ATP13AZnachweisbar.

Die compouneheterozygoten Patienten PARK9-1 und PARK9-2, ddidlich eine
trunkierende Mutation besitzen, zeigten hingegere etwa um die Halfte verminderte

Expression, verglichen mit den Kontrollzellen.

Die Expression vonATP13A2 der drei Patientenzellen und der vier gesunden
Kontrollzellen ist in Abb. 3.4 dargestellt.
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Abb.  3.4: Histogramm der Ergebnisse der quantitativen ATP13AZmRNA-Analyse
(ATP13A2 versusYWHAZ): Alle drei Mutationstréager zeigten eine gering&EP13A2Expression als die

gesunden Kontrollfibroblasten.

Zwei verschiedenrimer-Kombinationen wurden genutzt: 1) Exon 6-7, hienkkigrau dargestellt 2) Exon
16-17, hier hellgrau dargestellt. WT 1-4 = Wildtyp4 reprasentieren gesunde Zellen ohne Mutationen i
ATP13A2.Die letzten drei Proben (PARK9-1, PARK9-2, PARKRKamen von unterschiedlichen KRS-
Patienten mit verschiedenen Mutationen (vgl. Ab#tBr?2). Es erfolgte eine Normierung der Expression der
ATP13A2mRNA mit dem konstitutiv exprimierten Gef\WAHZ.
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Um die verminderte Expression voRTP13A2in den Patientenzellen zu bestatigen,
wurden die RT-PCR Experimente riiPRT1 einem anderen konstitutiv exprimierten Gen
als Referenz, erneut durchgefthrt.

Da bei den vorangegangen RT-PCR Experimenten kegiifikanter Unterschied bei der
Expression vorATP13A2zwischen den Fragmenten, die die Exons 6-7 bzwn&X6-17
umfassten, festgestellt werden konnte, wurde zstaBigung der Ergebnisse lediglich der
Abschnitt zwischen den Exons 6-7 amplifiziert undatifiziert. Abschlie3end wurde die
MRNA-Expression VOATP13A2mit dem konstitutiv exprimierten GétPRT1normiert.

Hierbei zeigte sich erneut die vermindeA&@P13A2Expression in den Patientenzellen
gegenuber gesunden Kontrollfibroblasten (vgl. Af).3Somit konnte dieses Ergebnis in
zwei, voneinander unabhangigen, konstitutiv exprmen Genen als Referenz gezeigt

werden.

2,00 -

1,50 -

1,00 -
) I '
0,00 -

T- WT-2

WT-3 WT-4 PARK9-1 PARK9-2 PARK9-3

ATP13A2-Expression versus HPRT

Abb. 3.5: Histogramm der Ergebnisse der quantitatien ATP13A2-mRNA-Analyse
(ATP13A2 versusHPRT1): Alle drei Mutationstrager wiesen eine geringer@fession vorATP13A2auf

als die gesunden Kontrollfibroblasten.

Zur Quantifizierung der Expression vaxTP13A2wurde ein Fragment (Exons 6-7) genutzt. WT 1-4 =
Wildtyp 1-4 reprasentieren gesunde Zellen ohne Nartan inATP13A2Die letzten drei Proben (PARK9-1,
PARK9-2, PARK9-3) kamen von unterschiedlichen KR8i#hten mit verschiedenen Mutationen (vgl.
Abschnitt 2.2) Es erfolgte eine Normierung der Expression d8P13A2mRNA mit dem konstitutiv
exprimierten GetdPRT1
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Um festzustellenpob die verminderteATP13A2Expressionin den Patientenzelll auf

NMD zurtckzufihren ist, wurden die Zel vor der mRNAIlsolierun¢ und der cDNA-
Synthese fir 1A mit Cycloheximid (100 puml) (vgl. Abschnitt 2.45) behandelt. Mit der
nachfolgenden Spienzierung der PC-Fragmente sollte der stalsiérend Effekt von

Cycloheximidauf die mutierten Alleleaufgezeigt werderks stellte sich hera, dass die
zwolfstindige Behardng einen merklichen Anstieg des Trangks von PARK-1

(c.3057delC) und PARK®2 (c.3253delC) zur Folge hatte (vgl. Abh6 und Abb. 3.7).
Dagegen konnte bei dem Patienten PA-3, wie zu vermuten wakein stabilisierender
Effekt in der Sequenz nachgewiesen den. Dies ist darauf zurtckzufihren, dass

diesem Patienten eingomozygot Mutation vorliegt und somibeide Allele stabisiert

wurden. Der vermindertdTP13A-mRNA-Gehalt bei den Patientéfibroblaste und der
stabilisierende Effekt von Cycloheximid f die mutationstragenden Allellegen einen
Abbau dieser Allele durch NMD nal

WT /¢.3253delC

WT / ¢.3253del

G
G

p ]

Abb. 3.6: Elektropherogramme der Sequenzierung, diedie Mutation c¢.3253delC bei dem

O ®ln
-0

C

A L
GGCGCTCC
GCGCTCCT

R S

S

B-GJ—H—

Patienten PARK9-1 zeigen (links: ohn¢ Behandlung;rechts: nach zwolfstindic Behandlung mit

Cycloheximid (100 pg/ml). Bcht: ist die stabiligerte Sequenz des mutationstraget Allels erkennbar.

WT /¢.3057delC WT /¢.3057delC
G G Y F L G G Y F L
GGGGGCTACTTCCTG GGGGGCTACTTCCTG
TACTTCCTG TACTTCCTG
G T S Stop G T § Stop

WY e

Abb. 3.7: Elektropherogramme der Sequenzierung, diedie Mutation ¢.3057delC bei e€m Patienten

PARKO9-2 zeigen (links: ohne Behandlung; rechts: nach zwdlfstindiggéehandlun mit Cycloheximid
(100 pg/ml). Rechts igtie stabilisierte Sequenz des mutationstragendksts erkennbe.
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3.2.3 Spezifische Quantifizierung der Spleil3varianten

Im Abschnitt 3.2.1 wurde erwahnt, dass die Patrergben PARK9-1 eine scheinbar
starkere Expression der SpleiRvariante A13A2.Skvimsen als gesunde Kontroll- und
andere Patientenzellen (vgl. Abb. 3.2). Um diesebBehtung zu erharten, wurde eine
spezifische Quantifizierung der beiden Spleilvaean(A13A2.FL und A13A2.Sk)
sowohl in Kontroll-, als auch in KRS-Zellen vorgemmen. Daran schloss sich eine
Normierung der Expression d&TP13A2mRNA mit dem konstitutiv exprimierten Gen
YWAHZan. Die durch die spezifische Quantifizierung gememwen Expressionsmuster der
Variante A13A2.FL waren mit den Ergebnissen, diecdudie Quantifizierung zweier
Fragmente (Exon 6-7 und Exon 16-17) fiur die gesaffiB13A2Expression gemacht
wurden, vergleichbar. Ebenso konnte spezifischdiér SpleiRvariante A13A2.FL eine
geringere Expression bei den Mutationstragern géaeserden, was den Abbau dieser
SpleiRvariante durch NMD nahe legt.

Auch far die Variante A13A2.Sk konnte bei den Migastrdgern PARK9-2 und
PARK9-3, verglichen mit Kontrollindividuen, eine dezierte Expression festgestellt
werden. Die reduzierte Expression deckt sich mih dggebnissen fir die gesamte
ATP13A2Expression (vgl. Abschnitt 3.2.2).

Beim Patienten PARK9-1 wurde jedoch die Variante3A2.Sk auf einem ahnlichen
Niveau wie bei den Wildtypzellen exprimiert. EinebdJsicht der Ergebnisse der
spezifischen Quantifizierung beider SpleiRvariantest in Abb. 3.8 dargestellt.
Berucksichtigt man, dass der Patient PARK9-1 emmkierende und einenissense
Mutation tragt, ist die Expression der Variante plelpso stark wie erwartet. Bezogen auf
die gesamte Expression vé&TP13A2war bei dem Patienten PARK9-1 der Anteil der
SpleiBvariante A13A2.Sk im Vergleich mit gesundeonollen signifikant erhoht (vgl.
Abb. 3.9).

Somit ergab sich die Frage, wie die vermehrte Esgiom der Spleildvariante A13A2.Sk
beim Patienten PARK9-1 zu deuten ist. Als moglicleklarungsansatz wurde im
Folgenden ein Einfluss der Mutation ¢.3253delC da$ Splei3en untersucht, da diese
Mutation sich im Exon 28 befindet und das Exon Hder SpleiRvariante A13A2.Sk

Ubersprungen wird.
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Abb. 3.8: Histogramme der Ergebnisse der quantitativen mRNAAnalyse der Splei3varianten
A13A2.FL und A13A2.Sk A13A2.FL bzw. A13A2.Sk versusYWAHZ): Links: Alle Individuen wiesn
ein Expressionsmuster d8pleifvariante A13A2.FL, &hnlich der in der Abb. 3ldrgestellte Ergebnisse fur

die gesamte Expression vaxTP13/ auf. Rechts: PARK3- zeigte ein &hnliches Expresnsniveau von
ATP13A2.Sk wiedie gesunden Kontrollfibroblaste WT 1-4 = Wildtyp 14 reprasentieren gesunde Zel
ohne Mutationen inATP13A2 Die letzten drei Proben (PARK9-1, PARKY-PARKS-3) kamen von

unterschiedlichen KR®atiente mit verschiedenen Mutationen (vgl. Abschnitt .. Es erfolgte eine

Normierung der Expression d&TP13A:-mRNA mit dem konstitutiv exprimierteBenYWAHZ.

A13A2.Sk/A13A2

A13A2.Sk/A13A2

1,5 -

Alle WT

PARKS-1

Abb. 3.9: Histogramm der Expression von
ATP13A2.Sk bezogen auf die esamte
Expression von ATP13A: Die mRNA-
Expression vonATP13A2.Sk ist in PARK-1
signifikant ehoht, verglichen mit allen gesund
Kontrollzellen (Alle WT)(1.46 + 0.13 gegenub
0.87 £0.16, p < 0.001).
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3.2.4 Auswirkungen der Mutation ¢.3253delC auf das Splei@n

Da die isoformspezifische Quantifizierung eine vehnme Expression der Splei3variante
A13A2.Sk beim Patienten PARK9-1 erkennen liel3, lergiah die Frage, ob die Mutation
c.3253delC, die in Exon 28 liegt, das SpleiRenrifkesst.

Mit Hilfe des ProgrammsSplice site prediction(vgl. Abschnitt 2.3.5) wurde die
vorhergesagte Effizienz des Spleil3prozesses vom B8omit und ohne Mutation an der
Position ¢.3253delC bestimmt. Das Programm gibt lioldg Splei3stellen als Werte
zwischen 0,1 und 1,0 wieder. Je héher der Wertiodstirker ist die dazugehorige
Spleil3stelle. So betrug der ermittelte Wert bei 8equenz ohne Mutation 0,43, mit ihr
ergab sich ein Wert von 0,45. Demzufolge hat dietaddlon c.3253delC keinen

nennenswerten Einfluss auf die Effizienz des SpleiResses.

Der ermittelte Wert fur die Effizienz des SpleiResmsr Exon 28 war interessanterweise
bereits ohne die Mutation mit 0,43 gering. Demn&@imnte man erwarten, dass die
Variante A13A2.Sk bei allen Zelllinien ahnlich $taexprimiert werde, wie die Variante
A13A2.FL. Die PCR Experimente zeigten jedoch eérlstres Signal von A13A2.FL. mit
der Ausnahme des Patienten PARK9-1 (vgl. Abb. 3.2).

Diese Beobachtungen kdnnten durch das Vorhanderesgittatorischer Sequenzen fiur das
SpleiRen in Exon 28 erklart werden. Solche reguktben Sequenzen, sogenannte Exonic
splicing enhancer, spielen sowohl beim alternatieds auch beim konstitutiven Spleil3en

eine Rolle (vgl. Abschnitt 1.5).

Aus diesem Grund wurde mit Hilfe der Softwd&Efinder 3.0(vgl. Abschnitt 2.3.5)
getestet, ob die Mutation 3253delC einen Einflugk @an ESE-Motiv im Exon 28 hat.
Hierbei konnte eine mutmalfliche Bindungsstelle $BsProteins SC35 gefunden werden,
welche durch die Mutation bei ¢.3253delC beeinttigtist (vgl. Abb. 3.10).
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B sF2/asF (IgM-BRCA1)
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Abb. 3.10: Graphische Darstellung aus dem Programi ESEfinder 3.0 Zu sehen sind die
Bindungsstellen der aufgefuhrtSR-Proteindn der Néhe der Mutation ¢.3253deim Exon 28. Der Pfeil
deutet auf die Stelle der Mutation. Auf crechten Seiterkennt man, dass die Deletion ESE-Motiv des
Proteins SC35 betrifft.

Um die Hypothese, daglie Mutition ¢.3253delC das Splei3en deson 28 beeinflus, zu
Uberprufen, wurdeeine spezifische Amplifizierur beider Spleif,arianten und dere
anschlieBende Sequenzierung durchgefuhrt. Hierbam kder missenséutation
c.3176T>G, diesich auf dem ederen Allel des Patienten PARKO9befindet,besondere
Bedeutung zuDiese Mutaon liegtin Exon 27 und die Amplifikate wurden so gewa
dass sie die Posiin ¢.3176 eischlossen. Wie der Abb. 3.1es Haplotys von PARK9-1
zu entnehmen ist, ist d@ildtyp, also ein Thymiran der Position ¢.3176, gleichbedeut
mit dem Allel mit der Deletion an Position ¢.32%mit konnte anhand der Intensitat
Signals der Sequenzierung an der Position c.317@erschiedliche Beitrag der beid

Allele fUr die verschiedeneSpleil3varianten dargestellt werden.

3176 T 3253delC
ey L X1
Haplotyp 3176 G 3253C

Abb. 3.11 Schematische Darstellung de Haplotyps des KRS-Patienten PARK 9t
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Die Abb. 3.12 zeigt das Signal der Sequenzierungden Position ¢.3176 fur beide
Spleildvarianten. Die Sequenzierung der VarianteARIBL wies bei Position ¢.3176 ein
vermindertes Signal fur die WT-Variante Thymin gadmit war der Beitrag des Allels mit
der Mutation ¢.3253delC fir diese Spleil3variantenge Dieses Ergebnis lasst sich mit

dem vorher beschriebenen NMD vereinbaren.

Auf der rechten Seite ist die Sequenzierung derziBpehen Amplifizierung der

SpleiBvariante A13A2.Sk dargestellt. Hier waren $ignale fir Guanin und Thymin bei
der Position ¢.3176 annahernd gleich grof3. Folghetn der Beitrag des Allels mit der
Deletion ¢.3253delC fur diese Spleil3variante starRemnach liegt die Schlussfolgerung
nahe, dass die Mutation ein Uberspringen des Ex@$hdedingt. Dies erlaubt neue
Ruckschlisse auf die Pathophysiologie des KRS, dief im Abschnitt 4.3 naher

eingegangen wird.

WT /c.3176T>G WT/c.3176T>G
CCGC TCCT CCSI_EC TCCT
|"m|‘ .
1 g w1 ~ f
II [ * Ilfll‘ \ ‘\
i et
Ml@ ll lll | la —w o \w“‘ “"‘,'/ “\ / a'l‘ \

A13A2 FL A13A2.Sk

Abb. 3.12:Elektropherogramm des Sequenzabschnitts, der die Mation c. 3176 T>G beim Patienten
PARKO9-1 darstellt, auf der linken Seite fiir die Spleil3variante A13A2uUnd auf der rechten Seite fur die
SpleilRvariante A13A2.Sk. Der Beitrag des Allels det Deletion ¢.3253delC ist fir die SpleiRvariante
A13A2.Sk starker.
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4 DISKUSSION

In diesem Abschnitt der Arbeit werden zunachst Eigebnisse der Assoziationsstudie

diskutiert. Anschliel3end erfolgt die Diskussion Be&pressionsanalyse.

4.1 Assoziationsstudie zunPARK16-Locus

In der vorliegenden Arbeit konnte flr den SNP rd@28des Locus 1932 eine signifikante
Assoziation mit MP in einer chilenischen Populataarfgezeigt werden. Die beobachtete
Genotypverteilung fir diesen SNP ist im untersucldieilenischen Kollektiv &hnlich dem
Verteilungsmuster einer genomweiten AssoziatiombstGWAS) von 2009. Diese
GWAS identifizierte in einem japanischen Kollektien Suszeptibilitdtslocu¥ ARK16

fur das idiopathische Parkinsonsyndrom. Als ein@n V SNPs zeigte rs823128 in der
zweiten Phase der GWAS eine signifikante Assoziatnit MP. Die MAF fir diesen SNP
betrug 9 Prozent bei den Patienten und 14 Prozendén Kontrollindividuen in der
japanischen Studie (Satake et al., 2009). Mit eit&F des SNP rs823128 von 9,3 Prozent
bei den Patienten und 16,5 Prozent bei den Komdiiduen zeigte das untersuchte
chilenische Kollektiv &hnliche Haufigkeiten der @li. In einer Fall-Kontroll-Studie mit
1349 Individuen chinesischer Herkunft, von dene@ 48 MP erkrankt waren, wurde eine
MAF von 12 Prozent in der Kontroll- und 15 Prozenter Patientengruppe beschrieben
(Tan et al., 2010). Damit ist der Gedanke naheehieg dass das Allel der MAF als eine

protektive Genvariante anzusehen ist.

Die Assoziation des SNPs rs823128 mit dem idiopatlen Parkinson-Syndrom konnte
ebenso in einem europaischen Kollektiv beschrielmarden. Allerdings war die

Assoziation schwéacher als in der asiatischen PtpaolaDies kénnte mit der Tatsache
zusammenhangen, dass die genetische Variante rRito2dent bei den Patienten und
4 Prozent bei den Kontrollindividuen insgesamt \genihaufig und damit schwieriger

aufzuzeigen ist (Simon-Sanchez et al., 2009).
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Die Unterschiede zwischen den Ethnien beziiglichSNB werden aul3erdem durch eine
weitere Studie gestitzt, die in einem taiwanesisdtalektiv - also ethnischen Chinesen -

eine MAF von 13 Prozent ausmachte.

In der gleichen Studie konnte bei europaischen d&rdén sowie Nordamerikanern
europaischer Abstammung eine MAF von 2-5 Prozestgéstellt werden (Vilarino-Guell

et al., 2010). Die asiatischen Kollektive und chedieser Arbeit untersuchte chilenische
Population weisen &hnliche Allelverteilungen auf.uchA populationsgenetische
Untersuchungen heben genetische Gemeinsamkeiterschem ostasiatischen und

indigenen Ethnien Amerikas hervor (Mulligan et 2D04).

Fir den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten SI9RB7&11 konnte keine Assoziation
mit MP im chilenischen Kollektiv festgestellt werdeDie GWAS von Satake et al.

berichtete hingegen Uber eine Assoziation. Ebenstibgte eine Metaanalyse zweier Fall-
Kontroll-Studien bei japanischen und chinesischatieRten diesen Zusammenhang
(Satake et al., 2009, Tan et al., 2010). Eine Eukig fir die nicht beobachtete Assoziation
ware eine erheblich geringere Effektistarke von 7834 im Gegensatz zum SNP
rs823128. Ubereinstimmend mit dieser Hypotheseegegp47211 keine Signifikanz in der
europaischen GWAS, wofir eine verminderte Effekkstan der europaischen Population
verantwortlich sein kdnnte (Simén-Sanchez et &109. Demnach kdnnte, bedingt durch
die relativ geringe Gréf3e des untersuchten chitbeis Kollektivs und die verminderte

Effektstarke, eine maogliche Assoziation zwischen MiRJ dem SNP rs947211 nicht
aufgedeckt worden sein. Hierftr spricht auch eihmeasische Fall-Kontroll-Studie mit

634 MP-Patienten und 510 nicht verwandten Kontrdlliiduen, in der keine Assoziation

des SNP rs947211 repliziert werden konnte (Charady,€2011).

Diese teils widerspriichlichen Ergebnisse der geteanAssoziationsstudien bezlglich des
SNP rs947211 werden durch viele Faktoren beeirtfldssnennen sind unter anderem die
Struktur des untersuchten Kollektivs, die Testsarkowie populationsspezifische
Umweltinteraktionen. Zum Beispiel besteht die Molgkeit, in einer oder beiden der
untersuchten Gruppen eine mit ihrer eigenen Geifretypenz Uberreprasentierte

Subgruppe zu finden. Man spricht in diesem Zusanmaweg von Stratifizierung.
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Diese systematischen Unterschiede zwischen den oPulgtionen und einer
Gesamtpoulation lassen sich unter anderem durehuihierschiedliche Herkunft erklaren
(Hirschhorn und Daly, 2005). Bezogen auf die chdene Bevolkerung konnte die

Vermischung von europaischen und indigenen Vorfalatesolchen Subgruppen fuhren.

Einen alternativen Erklarungsansatz fur die fehde8dynifkanz der Assoziation des SNPs
rs947211 mit MP in der chilenischen Populationdiidie Haplotyp-Struktur dd3ARK16
Locus. Meist werden SNPs nicht einzeln vererbt,deom in Form von sog. Haplotyp
Blocken (Daly et al., 2001). ImPARK16Locus konnten mehrere unabhéangige
Assoziationssignale aufgezeigt werden (Satake .et2@D9). Folglich ware es mdoglich,
dass sich das Suszeptibilitatsallel in einem Hagpl&lock mit rs823128 befindet. Der
Haplotyp-Block mit rs947211 ware in diesem Fall bim@ngig davon.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dasSNIerrs823128 nicht nur in der
asiatischen und europaischen Population mit MP zéssb ist. Die Assoziation im
chilenischen Kollektiv erweitert die Kenntnis despplationsgentischen Hintergrunds des
MP. Die Interpretation dieser Assoziation in Bezagf die Krankheitsentstehung ist
schwierig. Bereits bekannt ist jedoch, dass derldgges PARK16einige Kandidatengene
(SLC41A1 RAB7L1 NUCKS) enthalt und der SNP rs823128 iBLC41A1Gen liegt
(Satake et al., 2009). Die Assoziation der MAF aiitem geringeren Risiko fur MP lasst
an mogliche protektive Genvarianten oder Gene eseati Region denken. Die mutmalilich
protektive Wirkung kénnte auch indirekt tUber didehaktion mit unbekannten Genen

ausgeubt werden (Tan et al., 2010).

4.2 Expressionsanalyse vOATP13A2 beim KRS

Fur die Expressionsanalyse vaiTP13A2wurden in dieser Arbeit Hautfibroblasten von
KRS-Patienten verwendet. Fibroblasten eigenen sisbesondere durch ihre einfache
Verfugbarkeit als In-vitro-Modell. So kénnen sierclu eine komplikationsarme Biopsie

gewonnen werden. Ein weiterer Vorteil ist die Rdbag dieses Gewebes wahrend der

Kultivierung.
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Von besonderer Relevanz fur diese Arbeit war essAaP13A2 wie die andereRPARK-
Gene auch, in relevanten Mengen in Fibroblastenimgrt wird (Auburger et al., 2012).

Bei der Kultivierung der Hautfibroblasten wirkt Bicallerdings die Anfalligkeit far
Mycoplamsanfektionen nachteilig aus. Hierdurch kénnen Ergsbe verfalscht werden
(Harlin und Gajewski, 2008). Aus diesem Grund idhee sterile Arbeitsweise
unentbehrlich, um Kontaminierungen zu vermeidenggaeHautfibroblasten als In-vitro-
Modell fur Parkinson-Syndrome spricht, dass neumnéellen, in denen sich die
Krankheitsprozesse abspielen, nicht das gleicherdsspnsmuster aufweisen wie
Fibroblasten. Da jedoch ethische Griinde eine Umtbisng humaner Neuronen unmaglich
machten, stellten Hautfibroblasten eine praktikableernative fur die Untersuchungen
dar.

4.2.1 Verifizierung der Mutationen der Patienten

Anhand der durchgefuhrten Sequenzierungen konntenGenotypen der drei KRS-
Patienten bestatigt werden. Bei zwei der drei Raig PARK9-1 und PARK9-2,

bestatigten sich dieompouneheterozygoten Mutationen iIATP13A2Gen (Park et al.,

2011 Ramirez et al., 2006). Ebenso konnte die hgguie, zwei Basen umfassende
Mutation des Patienten PARK9-3 verifiziert werde@rdsiers et al. 2011) (vgl. auch
Abschnitt 2.2).

Die drei untersuchten Patienten ordnen sich in dRsghe von weiteren Individuen
unterschiedlicher Ethnien ein, bei denen Mutatiom@nATP13A2 Gen nachgewiesen
wurden. Dazu gehdren Patienten mit juvenilem PadarSyndrom odeyoung onset
Parkinson‘s diseasgYOPD). Diese Begriffe sollen bei Patienten minhesn frihen
Krankheitsbeginn des Parkinson-Syndroms (vor dem l4bensjahr) eine genauere
Differenzierung ermdglichen. Vom juvenilen Parkins®yndrom spricht man bei einem
Erkrankungsbeginn vor dem 21. Lebensjahr. Wenn dielKrankheit zwischen dem 21.
und 40. Lebensjahr manifestiert, wird die BezeiecttnlY OPD bevorzugt (Quinn et al.,
1987).
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Nach den in dieser Arbeit bereits beschriebenele-&bn Mitgliedern einer jordanischen
und einer chilenischen Familie mit juvenilem Paskin-Syndrom (Najim al-Din et al.,
1994, Ramirez et al., 2006) wiesen Di Fonzo etmle weitere pathogene Mutation im
ATP13A2Gen bei einem Patienten nach. Diese homozygoteatidat wurde bei einem

brasilianischen Patienten mit juvenilem ParkinsgneBom festgestellt.

Im Gegensatz zu den anderen beschriebenen FaHtan tbei diesem Patienten keine
Pyramidenbahnzeichen sowie kaum kognitiven Einsttwidgen auf (Di Fonzo et al.,
2007). Eine weitere homozygote Mutation wurde ineeiStudie mit 117 japanischen
Parkinson-Syndrom-Patienten mit fruihem Krankheggie identifiziert. Die Krankheit
tritt also weltweit auf (Ning et al., 2008). Bisute konnten zusatzliche homozygote und

compouneheterozygote Mutationen identifiziert werden (Vbhbelle 1.2).

4.2.2 ATP13A2-Expressionsbestimmung und Untersuchung auf NMD

Verglichen mit gesunden Kontrollindividuen wiesenie d KRS-Patienten einen
vermindertenATP13A2mRNA-Gehalt auf. Zur Bestimmung des mRNA-Gehaligrde
die RT-PCR eingesetzt. Dabei handelt es sich um snsitive und etablierte Methode zur
Analyse der Genexpression (VanGuilder et al., 2008)gliche Unterschiede zwischen
den Proben, die sich beispielsweise wahrend derbB#ang ergeben, konnen durch die
Verwendung interner Referenzgene ausgeglichen wertiéealerweise sollten diese
Referenzgene in dem untersuchten Gewebe konstpntregrt und vom Versuchsaufbau
unbeeintrachtigt sein. Fur diese Arbeit wurdéWHAZ und HPRT1 als Referenzgene
ausgewahlt. Diese Gene besitzen in Fibroblastenstabile Expression, wodurch sich die
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse erhdht (Vandestgt al., 2002).

So konnte fur die beidecompouneheterozygoten Zelllinen PARK9-1 und PARK9-2, mit
YWHAZund HPRT1als Referenzgene, eine etwa 40-prozentige AbnalenATP13A2

MRNA - verglichen mit gesunden Kontrollindividuebeobachtet werden.
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Die verminderteATP13A2Expression stimmt bei desompouneheterozygoten Patienten
PARK9-1 mit den Ergebnissen einer weiteren Expoessinalyse dieses Patienten tberein
(Park et al., 2011).

Beim homozygoten Patienten PARK9-3 war AIEP13A2Expression auf etwa 20 Prozent
der Kontrollzellen reduziert. Zuséatzlich wurden diPatienten-Fibroblasten mit

Cycloheximid behandelt, um das Vorhandensein vorDN#d bestatigen.

In den Patientenzellen PARK9-1 und PARK9-2 fuhitesdr Versuch zu einer deutlichen
Erhéhung des mutierten Transkripts. Wie erwartetaclite die Behandlung mit
Cycloheximid bei dem Patienten PARK9-3, der Trag@er homozygoten Mutation ist,
keine Veranderung der Sequenz, weil beide Allesbibsiert wurden. Somit legten die
Expressionsdaten den Abbau der trunkierten Alleleckd NMD nahe. Insbesondere die
starke Reduktion der Expression beim Patienten PRRISpricht fur die Tatsache, dass
eineloss of functiordes lysosomalen Proteins ATP13A2 per se zur Phifsipogie des
KRS beitragt.

Ein Ausfall der physiologischen Funktionen von ABR2 beeinflusst damit
wahrscheinlich den lysosomalen Abbauweg in derezellerschiedene Anhaltspunkte
deuten daraufhin. So ist bei vielen neurologiscBerankungen eine gestorte lysosomale

Funktion von Bedeutung.

Der Zusammenhang zwischen Defekten im lysosomalste® der Zelle und einem
pathologischen Phanotyp ist bei den lysosomalenicBgdrankheiten unmittelbar zu
beobachten. Dies ist eine heterogene Gruppe, mneaisbsomal-rezessiv vererbter
Stoffwechselerkrankungen, die sich in vielen Orgatesmen manifestieren. Sie beruhen
auf dem Funktionsverlust von Enzymen, die direktlyisosomalen Stoffwechselwegen
involviert sind. Uber zwei Drittel der Betroffenamtwickeln neurologische Symptome
(Schultz et al., 2011).

Funktionierende lysomale Stoffwechselwege sinddiérZellhomdostae, insbesondere fir
ein ausgeglichenes Verhéltnis zwischen der Bildund dem Abbau zellulédrer Proteine,
unentbehrlich. Auch neurodegenerative Erkrankunvgerden mit Dysfunktionen in diesen

Abbauwegen in Verbindung gebracht (Rubinsztein 6200
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So konnte bei der haufigsten neurodegenerativeraitkking, dem Morbus Alzheimer, der
lysosomale Stoffwechselweg als wichtiger Regulater Prozessierung des Amyloid-
Precusor-Proteins erkannt werden (Funderburk ,e2@1.0).

Eine weitere neurodegenerative Erkrankung, die lfami Form der Amyotrophen
Lateralsklerose, steht mit dem Protein Superoxishiditase 1 in Verbindung. Diesem
Protein wird eine mdgliche Funktion im Rahmen dekkbautophagie - dem lysosomalen
Abbauweg von Makromolekilen und Zellorganellengesprochen (Li et al., 2008).

Auch bei anderen monogenetischen Formen des ParkBgndroms scheint das Lysosom
pathophysiologisch involviert zu sein. Beispielsseeiist a-Synuclein das Substrat
verschiedener zellularer Abbauwege. Unter anderenrd wo-Synuclein  durch
Makroautophagie undhaperone-mediated autophagynem zellularen Vorgang, bei dem
Hitzeschockproteine selektiv Proteine zum Lysos@krutieren, degradiert (Lee et al.,
2004, Cuervo et al., 2004). Dariber hinaus wurdetese PARKGene mit gestorten

lysosomalen Funktionen in Verbindung gebracht.

So fihrt der Funktionsverlust von DJ-1, der miteeimezessiven Form des familaren
Parkinson-Syndroms einhergeht, zu einem erhohtex der Makroautophagie in murinen

und humanen Zellen (Irrcher et al., 2010). Ein arei$ rezessives, familiares Parkinson-
Syndrom wird durch Mutationen in Parkin verursadharkin ist an einem selektiven

Abbauprozess, der Mitophagie, beteiligt. Hierbeirdem nicht mehr funktionsfahige

Mitochondrien in den Lysosomen degradiert. Selektivd Parkin zu den geschadigten
Mitochondrien, die durch ein niedrigeres Membraeptal gekennzeichnet sind,

rekrutiert. Nach der Rekrutierung vermittelt Parkishen selektiven Abbau der

Mitochondrien durch die Effektoren der Autophaghdafendra et al., 2008). AulRerdem
wirkt Parkin bei der Beseitigung dysfunktionalertdtihondrien in einem gemeinsamen
Signalweg mit der PTEN-induzierten putativen Kinds@?INK1), einem weitereRARK

Gen, zusammen (Narendra et al., 2010).

Relevant fur die Pathophysiologie des KRS ist diesdche, dass einige der oben
beschriebenen zellularen Mechanismen bei famili&@men des Parkinson-Syndroms
Schnittmengen mit ATP13A2 aufweisen. So konnterkiits-Patienten ein verminderter
Adenosintriphosphat-Synthese-Level, eine erhohegulenz mitochondrialer DNA-

Lasionen sowie ein erhdhter Sauerstoff-Verbraudhilinoblasten nachgewiesen werden.
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Die Uberexpression von Wildtyp-ATP13A2 wirkte deatlpologischen Veranderungen der
Zellatmung entgegen. Diese Beobachtungen lassesirsifunktion von ATP13A2 bei
der Aufrechterhaltung eines gesunden mitochondriBi®ols schlieRen (Grunewald et al.,
2012).

Eine weitere Schnittmenge besteht zwischen ATP1B#dh-Synuclein. So konnte eine
Interaktion zwischen dem Ortholog zu ATP13AZSaccharomyces cerevisia® PK9 -
undo-Synuclein aufgezeigt werden. Des Weiteren kanrtierexpression des
Hefeproteins YPK9 die duralxSynuclein ausgeldste Zelltoxizitat unterdrickertlé® et
al., 2009).

Dass der Funktionsverlust von ATP13A2 einen dinelEanfluss auf lysosomale
Abbauwege hat, legen kirzlich gemachte Verdoffemtdligen nahe. So konnten eine
abnorme Ansauerung der Lysosomen, eine verlangganotieasomale Prozessierung
lysosomaler Proteine sowie ein verlangsamter Alhysasomaler Substrate in
Fibroblasten mit mutiertem ATP13A2 beobachtet werdizie Ergebnisse wurden auch in
dopaminergen Zelllinien bestatigt, denen ATP13A#tée(Dehay et al., 2012). In die
gleiche Richtung weisen Ergebnisse, die eine vaterie lysosomale Degradierung in
primaren neuronalen Zellen ohne ATP13A2 zeigen tem(lUsenovic und Krainc, 2012).
Somit scheint der Funktionsverlust von ATP13A2 eiésdend zur Krankheitsentstehung
des KRS beizutragen.

4.2.3 Spezifische Quantifizierung der Spleil3varianten

Die Spleil3varianten A13A2.FL (Isoform-1) und A138R. (Isoform-3) wurden im

Rahmen dieser Arbeit spezifisch quantifiziert. Imer§leich mit gesunden

Kontrollindividuen zeigte sich bei dem Patienten RK®9-1 bezogen auf die gesamte
ATP13A2Expression ein signifikant erhdhter Anteil der @Rvariante A13A2.Sk.

Das C-terminale Ende dieser auch als Isoform-3iblezeten Variante ist stark verandert,
verglichen mit der Isoform-1. Die Folgen dieser &e&terungen bezuglich der Funktion

des Proteins sind unbekannt.
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Fur die Isoformen-1 und -3 von Wildtyp-ATP13A2 zeigich, dass sie in der Zelle eine
unterschiedliche Lokalisation aufweisen. Die Isofel konnte im Lysosom lokalisiert
werden, Isoform-3 respektive im EndoplasmatischatikRlum (ER). Mdglicherweise
gehen die unterschiedlichen zellularen Lokalisaionder beiden Isoformen mit
verschiedenen Funktionen einher (Ugolino et all,130

Darlber hinaus konnte die Retention mutierter ATAZLBroteine im ER nachgewiesen

werden (Ramirez et al., 2006).

Da die Isoform-3 genauso wie die mutierten ProtéméER zu finden war, konnte diese
SpleiBvariante ein fehlerhaftes Produkt des nomakgpleildvorgangs darstellen.
Die Tatsache, dass der SpleiBvariante die beidetetete vorhergesagten
Transmembrandoménen fehlen, lasst vermuten, daksdsese Verdnderungen auf die
Funktion des Proteins auswirken. Ferner fiihrt dieréxpression der Isoform-3 in Hela-
Zellen anscheinend zu vermehrtem Zelltod. Dahettebésdie Mdoglichkeit, dass die
SpleilRvariante als toxische Proteinvariante zuh&gnese des KRS beitragt. (Ugolino et
al., 2011).

Sollte es sich bei der Isoform-3 um eine aberrdaeante handeln, liegt die Vermutung
nahe, dass sie durch NMD abgebaut wird. Im Fall Basenten PARK9-1 und der
Kontrollindividuen war die Expression der Isoforme8ioch stabil und scheint nicht NMD
zu unterliegen. Weshalb die fur die Zelle moglieteise toxische Variante nicht durch
NMD abgebaut wird, liegt in den Triggermechanisndes NMD begrindet. NMD wird
normalerweise durch Stopcodons aktiviert, wenn slelen Lokalisation innerhalb der
MRNA mehr als 50-55 Nukleotide stromaufwérts eili@on-Exon-Verbindungsstelle
befindet (Maquat, 2005). Bei der Isoform-3 befindieh das vorzeitige Stopcodon jedoch
im letzten Exon, sodass es keine zusatzliche Exami/erbindungsstelle stromabwarts
gibt. Daher aktiviert dieses Transkript wahrschieimhicht den NMD.

Ein Beispiel fir einen solchen Fall stellt das nofitishe f-Globin-Gen dar. Mutationen
innerhalb des letzten Exons dieses Gens habenrk®MD zur Folge, da keine Exon-
Exon-Verbindungsstelle folgt. Das resultierendenkrarte f-Globin kann sich nicht
ordnungsgemald am-Globin anlagern. Folglich kommt es zu einer domtnaererbten
Form der Thalassamie. Mutationen in den anderem&xdie ein Stopcodon herbeifihren,

verursachen hingegen rezessiv vererbte Formenhddagsamie (Thein, 2004).
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Unter Umstanden entsteht somit in Folge des nidattfimdenden Abbaus der
SpleiRvariante ein Protein mit einer gestorten dinddltung. Dieses sollte von den
Qualitatskontrollmechanismen des ERs erkannt ure lvai den mutierten ATP13A2-

Proteinen durch das Proteasom abgebaut werden (&aetial., 2006).

Interessanterweise wurde beim Patienten PARK9-& eihdhte Expression vamfolded
protein responsdarkern bei neuronalen Stammzellen aus der Ridbbischaut
beschrieben (Park et al.,, 2011). Die ExpressiorsedieMarker wird bei ER-Stress,
ausgelost durch fehlgefaltete Proteine, hochreguliaufman, 1999). Es konnte gezeigt
werden, dass ER-Stress unter anderem mit Neurodeggem assoziiert ist (Lindholm et
al.,, 2006). Somit trAgt didoss of functionvon ATP13A2 mdoglicherweise nicht
ausschliel3lich zum Phéanotyp des KRS bei. Es isklzben dass fehlgefaltete ATP13A2-
Proteine negative Auswirkungen auf die ER-Homoéeastaaben, wodurch es zu einer
erhohten Empfindlichkeit der Zellen gegeniber ER& kommt. Der erhdhte ER-Stress
konnte zum Zelltod beitragen. Somit wére es denklass eine Kombination
verschiedener Pathomechanismen am Phanotyp deb&RiBigt ist.

Moglicherweise geht aus der SpleiRvariante Isof8rauch ein aktives ATP13A2-Protein
hervor, das eine spezifische zellulare Verteilumgl trunktion besitzt. Dies erscheint

aufgrund der zuvor beschriebenen Annahmen jedocigeewahrscheinlich.

4.2.4 Auswirkungen der Mutation ¢.3253delC auf das Splei@n

Eine oft zitierte Studie von 1992 schétzt, dassPidzent aller Punktmutationen, die zu
genetischen Krankheiten beim Menschen fihren, eliefluss auf den SpleiRprozess
haben. Diese Untersuchung beriicksichtigte damdtxfelediglich Mutationen, die direkt
die Spleil3stellen betreffen (Krawczak et al., 198®ute ist ersichtlich, dass eine Vielzahl
weiterer Mutationen, das Spleil3en beeinflusst. Daihlen beispielsweise Mutationen, die
kryptischen Spleil3stellen oder veranderte Sekubd#taren der RNA hervorrufen
(Pagani und Baralle, 2004).
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Nach Lopez-Bigas et al. sind 60 Prozent aller kinmitkverursachenden Mutationen auf
eine Stérung des Spleil3prozesses zurlickzufiihrepeg@-Bigas et al., 2005). Dieser
Zusammenhang zwischen Defekten des Spleilens unthrfan Krankheiten konnte
zahlreich belegt werden, beispielsweise fur dietiZghe Fibrose oder die frontotemporale

Demenz (Faustino und Cooper, 2003).

In dieser Arbeit konnte mit Hilfe der SoftwaESEfinder 3.@&in Einfluss der Mutation des
Patienten PARKO9-1 auf den Spleil3prozess gezeigdemer Die Deletion 3253delC
beeintrachtigt ein ESE-Motiv. ESE-Motive sind regjotrische Elemente, die zusatzlich
mit den schwach konservierten intronischen Sequerzaen 5° und 3' Spleil3stellen sowie
der Verzweigungsstelldofanch site - fiir die Intron-Exon-Definition wichtig sind. ES
Motive scheinen sehr haufig vorzukommen und sirchan den kodierenden Abschnitten
konstitutiv gespleil3ter pr&-mRNA anzutreffen (S¢hasd Maniatis, 1999). Insbesondere
die grof3e Anzahl verschiedener Sequenzen, dieSHsfengieren kbnnen, spricht flr eine
weite Verbreitung im Genom (Liu et al., 1998). E@Enen vermutlich als Bindungsstellen

fur spezifische SR-Proteine (vgl. Abschnitt 1.5).

Die Mutation 3253delC hat nach der softwaregestiitzinalyse einen Einfluss auf die
Bindung des SR-Proteins SC35. Wie in Abschnitt 33.anhand einer spezifischen
Amplifizierung und anschlielBender Sequenzierung Sleil3varianten A13A2.FL und
A13A2.Sk gezeigt werden konnte, begiinstigt die Mote3253delC das Uberspringen des
Exons 28. Interessanterweise konnte die Analyseereibatenbank von 50
Einzelbasensubstitutionen, die mit einem ESkippingassoziiertet waren, darlegen, dass
mehr als 50 Prozent dieser Mutationen Zielmotivea $&R-Proteinen betrafen (Liu et al.,
2001).

Beispielsweise konnte fur das SR-Protein SC35 paivt-Dehydrogenase-Mangel, eine
Stérung im Stoffwechsel der Kohlenhydrate, eine aflah nachgewiesen werden, die zu

einer verstarkten Bindung dieses Proteins fuhrb(Gat al., 2005).

SR-Proteine werden auch mit anderen KrankheitenvVenbindung gebracht. Es gibt
zunehmend Hinweise auf eine Verbindung zwischenekphession von SR-Proteinen und

der Entwicklung von Malignomen.
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So konnte ein verandertes Expressionsmuster mérbdhGehalt an phosphorylierten SR-
Proteinen sowie eine Induktion der SR-Proteine S@88 ASF/SF2 in malignem
Ovarialgewebe nachgewiesen werden (Fischer €2G04).

Auch bei neurodegenerativen Erkrankungen sind SfelPe beteiligt. Ein Beispiel ist die
Spinale Muskelatrophie. Die Erkrankung ist bedidgrch Mutationen imsurvival of
motor neurornl (SMNJ-Gen.

Die fehlende Expression des Genprodukts 8&N1konnte teilweise durch eiSMNZL
Paralog, SMN2 genannt, kompensiert werden. Die beiden Paralogerscheiden sich
lediglich durch eine Einzelbasensubstitution, ef@gtosin zu Thymin Transition, in
Exon 7. Die Transition hat ein Exd@kippingzur Folge, sodass nur geringe Mengen an
funktionellem Protein entstehen. Einerseits wurade ExonSkippingauf den Verlust eines
ESE-Motivs, das mit dem SR-Protein SF2/ASF intexdgizurickgefuhrt (Cartegni und
Krainer, 2002). Anderseits wurde das Uberspringes Exons mit der Generierung eines

Exonic splicing silencererklart (Kashima und Manley, 2003).

In ahnlicher Weise kénnte es, bedingt durch die ddoh 3253delC des Patienten
PARK9-1, zum ExorSkipping kommen, indem die Bindung des Proteins SC35
beeintrachtigt wird. So konnte 2011 der Mechanismdes ExonSkippingsauch im
ATP13A2des Tibet-Terriers, einer Hunderasse, aufgezegden. Die Deletion einer
Base in Exon 8 hatte das Uberspringen des entsprdeh Exons zur Folge. Diese
Mutation fuhrte zu einer um 69 Aminosauren kirzeatternativen Splei3variante und
nicht zu eineframeshiftMutation mit vorzeitigem Stopcodon, wie vorherggs@Vohlke

et al., 2011).

Erstaunlicherweise verursachen trunkierende Mutatioim ATP13A2Gen beim Tibet-
Terrier eine rezessive, im Erwachsenenalter aefidst Form der Neuronalen Ceroid-
Lipofuszinosen (NCL). Generalisierte Hirnatrophi€erhaltungséanderungen und der
Verfall der kognitiven Fahigkeiten sind Charaktekis, die die menschlichen
Mutationstrager mit KRS und die tierischen mit NGémeinsam haben. Unterschiede im
Phanotyp sind insbesondere im Bereich der Bewegtiigsmigen auszumachen.

Hunde mit NCL entwickelten eine zerebellare Ataxdie bei KRS-Patient nicht
beschrieben ist. Die Parkinson-Symptomatik und &ramidenbahnzeichen traten

hingegen bei den Tieren nicht auf (Farias et 81,1
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Da es bei den NCLs zu einer intrazellularen Anhégfuon autofluoreszieredem Material
(Ceroid-Lipofuscin) kommt, kbnnten histopatholodiedJntersuchungen des Hirngewebes
von KRS-Patienten klaren, ob die Krankheitsbildertere Gemeinsamkeiten aufweisen.

Der beim Patienten PARK9-1 beobachtete Effekt desnESkippings konnte alternativ
auch auf eine indirekte Wirkung des NMD anstelleeiunabhéngigen Folge der Mutation

zurlckzufuhren sein.

In mehreren Fallen konnte gezeigt werden, dassKdigelation zwischen vorzeitigem
Stopcodon und ExoBkipping ein Artefakt der RT-PCR war. Wegen des vorzeitigen
Stopcodons wurde eine im Uberschuss vorhandene mRIAdas mutierte Exon tragt,
gezielt durch NMD abgebaut (Valentine, 1998). Holgkonnte eine seltenere konstitutiv
exprimierte mMRNA-Spezies, bei der das Exon ubersprno wird, vermehrt detektiert
werden. Zurickzufihren war die vermehrte Detekaoh den Abbau der normalerweise
im Uberschuss vorhandenen Variante. Allerdings ébemn sich diese Artefakte auf RT-
PCR-Verfahren von 1998, wodurch eine Ubertragunfy heutige prazisere Verfahren
schwierig ist. Dennoch ware eine funktionelle Idenerung des ESE-Motivs in
zukinftigen Versuchen sinnvoll. Daflr ware dgstematic evolution of ligands by
exponential enrichmen{SELEX)-Methode ein etabliertes Verfahren. Hierli@nden
Oligonukleotide entweder einzelstrangige DNA odeNAR spezifisch an einen

Zielliganden.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dassutierten Allele der KRS-Patienten
einem Abbau durch NMD unterliegen. Dies stltzt idigoothese dekoss of functionvon
ATP13A2. Insbesondere die homozygote Mutation daseten PARK9-3 verdeutlicht
aufgrund der kaum vorhandenen Expression von ATR13kassloss of functiondes
Proteins an der Pathophysiologie des KRS betesligt

Dartiber hinaus konnte mit dem Uberspringen des ExX8 ein neuartiger

Pathomechanismus der Mutation ¢.3253delC aufgeregiien. Dies fuhrt zur erhéhten
Expression einer aberranten ATP13A2-Variante. InkEang mit der Hypothese, dass eine
Uberlastung zellularer Abbauwege zur PathogeneseK&S beitragt, ist ein Beitrag der

aberranten Variante hierzu denkbar.
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5 AUSBLICK

Sowohl haufige, als auch seltene genetische Vamamterden mit dem idiopathischen
Parkinson-Syndrom in Verbindung gebracht. In vdestdnen Ethnien waren die
Assoziationen jedoch unterschiedlich ausgepréagtchAdie Ergebnisse dieser Arbeit
konnten diese populationsspezifischen Unterschigdedeutlichen. Die biologische
Relevanz solcher populationsspezifischen Suszéfitiballele zu erkennen, ist flr ein
besseres Verstandnis der Pathophysiologie des aitigghen Parkinson-Syndroms
notwendig. Um allerdings die biologische Grundladeser Suszeptibilitatsloci zu
ermitteln, sind zukunftige, funktionelle Studierfioederlich. Die funktionelle Klarung der
Varianten erweist sich indes oft als schwierig.sBul viele Varianten in nicht kodierenden
Regionen des Genoms zu finden. Vielversprecherdi daiher Forschungsansatze wie das
ENCODE-Projekt, dass die Identifizierung funktideel Elemente des menschlichen
Genoms zum Ziel hat. Es ist vorstellbar, dass demetischen Unterschiede der
verschiedenen Populationen in naher Zukunft kllmsdRelevanz erlangen konnten.
Denkbar sind auf die jeweilige Population zugesitbne genetische Tests. Unter

Umstanden kdnnte dies auch individualisierte Therapur Folge haben.

Eine genetische oder pharmakologische Intervensbmauch beim KRS denkbar. Sollte
sich die Einbeziehung von ATP13A2 in lysosomalerb&lwvegen weiter bestatigen, ist

der Eingriff in diese Stoffwechselwege als therdisebe Strategie nicht ausgeschlossen.

Weitere Perspektiven fur das weitergehende Versianies KRS bieten die Fortschritte
der Stammzellbiologie. Diese haben zu Technikeiilgéfdie es ermdéglichen, somatische
adulte Zellen in einen Zustand der Pluripotenz mpragrammieren. Durch diese
Reprogramierung kénnen unter anderem leicht zurgemde Fibroblasten in pluripotente

Stammzellen umgewandelt werden und dann in Neuranedifferenziert werden.

So ware, bezogen auf die Aussagen dieser Arba&tUditersuchung der Expression von
ATP13A2in neuronalen Zellen von KRS-Patienten denkbar.ea solche Analyse der
ATP13A2Expression direkt in dem von der Neurodegeneratietroffenen Gewebe
stattfande, ware die Aussagekraft solcher Ergebnisaider. Insbesondere aber die

physiologische Funktion kdnnte in einem neuron&entext besser geklart werden.
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6 ZUSAMMMENFASSUNG

In den letzten 15 Jahren hat der genetische Foittsdie Sichtweise auf das Parkinson-
Syndrom erheblich verandert. Genetische Ursachen fdiniliare Parkinson-Formen
konnten aufgeklart werden. So fuhren MutationenAP13A2Gen zum Kufor-Rakeb-
Syndrom (KRS), eine mit Demenz einhergehende jledform des Parkinson-Syndroms.
Parallel zu dieser Entwicklung konnten beim ,klasken® idiopathischen Parkinson-
Syndrom zahlreiche genetische Suszeptibilititsutgraidentifiziert werden. Diese Arbeit
beschaftigte sich zum einen mit dem idiopathisdParkinson-Syndrom, zum anderen mit
dem KRS.

Die Auseinandersetzung mit dem idiopathischen Radn-Syndrom fand anhand einer
Fall-Kontroll-Studie statt. In einem chilenischewlkektiv wurde der in einer japanischen
Assoziationsstudie determinierte Suszeptibilitaiss® ARK16untersucht. Hierzu fand die
Genotypisierung zweier Einzelnukleotidpolymorphisni8NPSs) statt. Die Assoziation des
Locus mit dem idiopathischen Parkinson-Syndrom keraum Teil in dem chilenischen
Kollektiv bestatigt werden.

Zudem befasste sich diese Arbeit mit dem KRS auf Eleene der RNA-Expression.
Um den Pathomechanismus der Erkrankung naher zuaktbasieren, wurde eine
Expressionsanalyse des krankheitsverursacheA@i®13A2Gens in Hautfibroblasten bei
drei KRS-Patienten durchgefuhrt. Zwei zur Pathopmiggie des KRS aufgestellte
Hypothesen sollten geklart werden. Handelt es pmhse um einéoss of functiornvon
ATP13A2 und/oder tragt die Uberlastung zellular@bAuwege durch mutiertes ATP13A2
zur Krankheit bei? Die Hypothese dess of functiorstiitzend wurden drei verschiedene
trunkierende mutationstragende Allele dutdbnesense-mediated mRNA deddiD),
einen Kontrollmechanismus, der die Expression uetkil Proteine verhindert, abgebaut.
Bei einem homozygoten Mutationstrager verdeutlidle kaum vorhandenATP13A2
Expression, dadsss of functiorvon ATP13A2 an der Pathophysiologie des KRS hagteil
ist. Daruiber hinaus konnte fiir eine Mutation geizeigrden, dass sie zum Uberspringen
des Exons 28 fuhrt. Somit kommt es bei diesem Ratezu einer erhdhten Expression
einer aberranten ATP13A2-Variante. Zusammenfassemigen die Daten der
Expressionsanalyse, dass mehrere Mechanismen arasBrder Neurodegeneration beim
KRS beteiligt sein kdnnen.
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8 ANHANG

8.1 Abklrzungsverzeichnis

In diesem Verzeichnis sind nicht aufgefuhrt:
1. SI-Einheiten sowie entsprechende Sl-Préfixe
2. Elementsymbole chemischer Formeln

3. im DUDEN zu findende Abkiirzungen

A Adenin

bp Basenpaar(e)

C Cytosin

°C Grad Celsius

cDNA complementarPNA (komplementére DNA)
ddNTP Didesoxyribonukleosidtriphosphat
del Deletion

dH,O destilliertes Wasser

DMEM Dulbecco's Modified Eagles Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat
dT Desoxythymidin

dup Duplikation

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

ER Endoplasmatisches Retikulum
ESE Exonic splicing enhancer

FKS fetales Kélberserum

FRET Forster-Resonanzenergietransfers
G Guanin

GWAS Genomweite Assoziationsstudie

h Stunde
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HPRT1
ins

k.A.
KRS

MAF
min
MP
mRNA
MRT
n.b.
NCL
NMD

PCR
pH

RNA
rpm
RT-PCR

SMN1
SNP
SNRNA
SR

Tag.
TBE
TRIS

vgl.

Vol.

WT
YOPD
YWHAZ

Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase 1

Insertion

keine Angabe

Kufor-Rakeb-Syndrom

Stoffmengenkonzentration

minor allele frequenc{fFrequenz des selteneren Allels)
Minute

Morbus Parkinson

messengeRNA

Magnetresonanztomographie

nicht bekannt

Neuronale Ceroid-Lipofuszinosen
Nonsense-mediated mMRNA decay

kurzer Arm eines Chromosoms

polymerase chain reactidifolymerase-Kettenreaktion)
negativ dekadischer Logarithmus der Wassersiudfi-Aktivitat
langer Arm eines Chromosoms

Ribonukleinsaure

revolutions per minutéUmdrehungen pro Minute)

real time polymerase chain reactigguantitative Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion)

survival of motor neurah

Single nucleotide polymorphisfiinzelnukleotid-Polymorphismus)
small nucleaRNA
serine/arginine-rich(Serin/Arginin-reich)
Thymin

Thermus aquaticus

TRIS-Borat-EDTA
Tris(hydroxylmethyl)-aminomethan
Unit (Maf fur die katalytische Aktivitét)
Volt

Vergleiche

Volumen

Wildtyp

young onset Parkinson's disease

Tyrosine 3 monooxygenase/tryptophan 5-mogeozge activation
protein, zeta polypeptide
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8.2 Primer und Sonden

Tabelle 8.1Primer fir 1932 PARK1§

SNP VorwartsPrimer (F)/RuckwartsPrimer (R) Annealing
Temperatur [°C]
rs823128 | F: GCT AAC ACC GTG ACA AAG TGT ACC 58
R: AAATCATGC ACAACT CTT AAAGGC A
rs947211 | F-TCT GTG GCT ACC CTC CTT 58
R:GCT TTT CTC ACC TCC TAG AGA GT
Tabelle 8.2LightCyclerSonden
SNP Sondensequenz und Fluorophormarkierung Sensor/Anchor
rs823128 | GGA ATT TGT ATC CCA CTG TGA AC—FL Sensor
LC640-ACC CAA AGC CAG TTC GTG ATC TT--PH Anchor
rs947211 | AAT TTT GCT TCA AAG AAC TGG T—FL Sensor
LC640-GTG TGG TTC CCA ACT GTC CAT ATG--PH Anchor
Tabelle 8.3Primer der Referenzgene der RT-PCR-Versuche
Gen VorwartsPrimer (F)/RuckwartsPrimer (R) Annealing
Temperatur [°C]
HPRT1 F: TGA CAC TGG CAA AAC AAT GCA 60
R: GGT CCT TTT CAC CAG CAA GCT
YWHAZ | F.CAG AGA GAA AAT TGA GAC GGA GCT 60

R:CTT TGC TCT CTG CTT GTG AAG
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Tabelle 8.4Primer fir ATP13A2der RT-PCR-Versuche

Exon VorwartsPrimer (F)/RiuckwartsPrimer (R) Annealing
Temperatur [°C]
25-29 F: AGT ACATGG CTC TGT ACA GCC 60
R: CGG TCG AGA GCA AGG TCG ACG
26-28 F: CTG CAG ATG GTC CTG GTG ACC 58
R: GGT CGT CGT CGT CGA ACT TCG
26-29 F: ACA GTG GCAGTG CTC ATG AGC 60
(ohne 28) | g. cGT GAC CAG ATC GTG CGA GTA
28-29 F: CTG AGG AAC ATC ACT GAC ACC 58
R: CGG TCG AGA GCA AGG TCG ACG
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8.4 Lebenslauf

Die Seite 81 (Lebenslauf) enthélt personliche Daga ist deshalb nicht Bestandteil der
Online-Verdffentlichung.
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