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Einleitung

1. Einleitung

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Genetik und den pathologischen Abldaufen auf molekularer
Ebene des Morbus Parkinson (MP). Sie steht im Zusammenhang mit der Forschungsarbeit am
Institut fir Neurogenetik am Universitatsklinikum Schleswig Holstein (UKSH) Campus Libeck
unter der Leitung von Prof. Dr. Christine Klein.

Zu Beginn wird der MP allgemein beschrieben (Kap. 1.1). Im Anschluss folgt die Darstellung der
Pathogenese und der hier verwendeten mit Morbus Parkinson assoziierten Gene sowie deren
Klinik (Kap. 1.1.1). Die Verbindung zwischen der Pathogenese der neurodegenerativen Erkrankung
mit dem Zelltod wird in Kap. 1.2 erldutert. Das einleitende Kapitel schlieft mit der

Ausformulierung der Fragestellung und Zielsetzung dieser Forschungsarbeit ab (Kap. 1.4).

1.1. Morbus Parkinson

Der MP wurde erstmals im Jahre 1817 von James Parkinson beschrieben (Parkinson, 1817). Er
bezeichnete die Krankheit damals als shaking palsy, wortlich tbersetzt als ,zitternde Léhmung”.
1960 bemerkten Ehringer und Hornykiewicz die Abwesenheit von Dopamin im Striatum
erkrankter Menschen. Damit war eine richtungsweisende Grundlage zur Therapie und Forschung
des MP bis zum heutigen Tage geschaffen (Ehringer und Hornykiewicz, 1960).

Neurologisch wird der MP in die Gruppe der akinetisch-rigiden Syndrome eingeteilt, die sich durch
verminderte Spontan- und Mitbewegungen, Tonuserhéhung und eventuelle unwillkirliche
Bewegungen auszeichnen (Lang und Lozano, 1998).

MP ist die zweithaufigste neurodegenerative Erkrankung mit einer Pravalenz von 56 — 234 /
100.000 Einwohner und einer daraus resultierenden Haufigkeit von 1 — 2 % in der
Gesamtbevolkerung und ca 3 % in der Bevolkerung der (iber 65 Jahrigen. 5 — 10 % aller MP-
Erkrankungen sind durch familidare Vererbung bedingt (Dorsey et al., 2007).

Die Ursachen fiir die Entstehung des MP sind vielschichtig und in groRen Teilen noch unbekannt.
Man weil3, dass der MP zu 90 — 95 % idiopathisch auftritt. Allerdings konnten in der
Vergangenheit mehrere Gene der Krankheit zugeordnet werden. Darlber hinaus kann das
Parkinsonsyndrom (PS) durch eine Enzephalitis, durch toxische Stoffe, Medikamente oder
Nahrungsfette induziert sein. Es gibt also viele Faktoren, die ihren Teil zur Entwicklung eines MP

beitragen (Klein und Schlossmacher, 2007; Vance et al., 2010; Kamel et al., 2014) (Abb. 1).
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Abb. 1: Modell zur multifaktoriellen Entstehung von Krankheiten, wie z.B. der Morbus
Parkinson (Klein und Lohmann-Hedrich, 2007).

Den MP zeichnen vier Kardinalsymptome aus, die Akinesie, der Tremor, der Rigor und die
posturale Instabilitdt. Zusatzlich koénnen kognitive, vegetative oder weitere neurologische
Krankheitszeichen auftreten. Deren Auspragung ist bei jedem Patienten individuell und kann
Hinweise auf eine mogliche genetische Komponente geben, da einzelne Symptomkomplexe
bestimmten Genotypen zugeordnet werden kénnen.

Die Pathogenese, Klinik und die in dieser Arbeit verwendeten Gene werden im Folgenden genauer

erlautert.

1.1.1. Pathogenese

Die Pathogenese des MP auf molekularer Ebene ist noch nicht vollstindig erforscht.
Makroskopisch findet man eine Degeneration der dopaminhaltigen Nervenzellen in der Substantia
nigra. Aber auch in anderen melaninhaltigen Kernen, wie dem Globus pallidus, dem Corpus
striatum, der Formatio reticularis, dem Nucleus dentatus oder dem Thalamus kann man einen
Zelluntergang in einigen Fallen finden. In den zugrunde gegangenen Zellen finden sich teilweise
die fir den MP typischen Lewy bodies (LB). Die LB sind eosinophile zytoplasmatische
Einschmelzungen, die groRtenteils aus a-Synuclein bestehen. Man findet sie hauptsachlich in der
Substanzia nigra, seltener im Locus coeroleus und in manchen Gebieten des Kortex. Fast immer
treten sie bei Mutationstragern fiir die Gene a-Synuclein, Glucocerebrosidase oder LRRK2 auf, nur
selten bei Parkin-Mutationstragern (Pramstaller et al., 2005; Kalia et al., 2015). Sie kénnen auch
bei verschiedenen Formen der Demenz auftreten (Houlden und Singleton, 2012).

Bisher wurden 20 verschiedene Loci beschrieben, die mit einem MP assoziiert sind (Tab. 1).
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Akronym Erbgang Region Protein Referenzen

PARK1* AD 4q21-q23 a-Synuclein Polymeropoulos et al., 1997+
PARK2* AR 6q25.2-q27 Parkin Kitada et al., 1998+

PARK3 AD 2p13 n. b. Gasser et al., 1998#

PARK4 AD 4921-923 a-Synuclein® Singleton et al., 2003+

PARKS AD 4pl4a UCHL1 Leroy et al., 1998+

PARK6 AR 1p35-p36 PINK1 Valente et al., 2004a+

PARK7 AR 1p36 DJ-1 Bonifati et al., 2003+

PARK8 AD 12912-q13.1 LRRK2 Paisan-Ruiz et al., 2004+;

Zimprich et al., 2004+

PARK9* AR 1p36 ATP13A2 Ramirez et al., 2006+
PARK10 n. b. 1p32 n. b. Hicks et al., 2002#
PARK11 AD 2q36-q37 GIGYF2 Pankratz et al., 2003#
PARK12 X Xq21-925 n. b. Pankratz et al., 2003#
PARK13 AD 2p13.1 HTRA2/Omi Strauss et al., 2005+
PARK14 AR 22q13.1 PLA2G6 Morgan et al., 2006+
PARK15 AR 22q11.2-q13 FBXO7 Shojaee et al., 2008#
PARK16 n. b. 1932 n. b. Simon-Sanchez et al., 2009#
PARK17 n. b. 4pl6 GAK Pankratz et al., 2009#
PARK18 n.b. 6p21.3 HLA-DRA Hamza et al., 2010#
PARK19 AR 1p31.3 DNAIJC6 Edvardson et al., 2012+
PARK20 AR 21qg22.11 Synaptojanin 1 Drouet et al., 2014+

Tab. 1: 20 Genorte des familidren Parkinsonsyndroms; “erste beschriebene Genmutation;
1"Kartierung des Locus; ° ldentifikation einer a-Synuclein-Triplikation; AD, autosomal-
dominant; AR, autosomal-rezessiv; n. b., nicht bekannt; X, X-chromosomal; *in dieser
Arbeit analysierte Gene.

Allerdings konnten davon lediglich 10 Loci repliziert werden (PARK1, PARK2, PARK6, PARK7Z,
PARK8, PARK9, PARK14, PARK15, PARK19, PARK20). Weitere Gen-Loci stellten sich als
Risikofaktoren heraus, die nicht fir eine monogenetische Vererbung verantwortlich sind (PARK10,
PARK11, PARK12, PARK16, PARK17, PARK18, PARK19, PARK20). PARK5 und PARK13 konnten nicht
repliziert werden, wahrend fir PARK3 niemals ein Gen identifiziert werden konnte. PARK4 stellte
sich als bereits bekannt heraus, da es identisch zu PARK1 ist (Marras et al., 2012).

Aufgrund der nun eher unibersichtlichen Situation wurde im Jahr 2012 eine neue Nomenklatur
eingefiihrt und die verifizierten, monogenetischen mit MP-assoziierten Gene zusammengefasst

(Tab. 2).
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Neue Nomenklatur Phenotyp Locus Symbol

Autosomal-dominant

PARK-SNCA* Early-onset PS, Demenz PARK1
PARK-LRRK2 Klassisches PS PARK8
PARK-VPS35 Klassisches PS n. b.

Autosomal rezessiv

PARK-PARKIN* Early-onset PS PARK2
PARK-PINK1 Early-onset PS PARK6
PARK-DJ1 Early-onset PS PARK7
PARK-ATP13A2* Kufor-Rakeb-Syndrom PARK9
PARK-FBX07 Early-onset PS, Pyramidenbahnzeichen PARK15
PARK-DNAJC6 Atypisches PS PARK19
PARK-SYNJ1 Atypisches PS PARK20

Tab. 2: Neue Nomenklatur der verifizierten, monogenetischen, mit MP-assoziierten Gene.
Einteilung erfolgt nach der Mendel‘schen Vererbung (in Anlehnung an Marras et al.,
2012). *In dieser Arbeit analysierte Gene.

Im Folgenden werden die mit MP-assoziierten Gene im Detail beschrieben, die fur diese Arbeit
von Bedeutung sind. Zu Beginn steht eine Beschreibung der klinischen Unterschiede der drei
Genotypen. Im Anschluss daran werden die molekularen Eigenschaften beschrieben. Die
Erlduterungen beginnen fiir das erste Projekt mit ATP13A2, danach folgen a-Synuclein und Parkin

in chronologischer Reihenfolge.

1.1.1.1. Korrelationen zwischen Klinik und Genetik

Mit dem Auffinden von immer mehr Genen, die mit dem MP assoziiert werden, ergeben sich neue
Fragen, inwieweit sich verschiedene Mutationen in verschiedenen Genen auf das Krankheitsbild
auswirken. Zuweilen lassen sich charakteristische Merkmale einem Genotyp zuordnen und von
dem idiopathischen Phanotyp abgrenzen. Eine klinische Einstufung kann bereits einen Hinweis

darauf geben, welche Mutationen zunachst abgeklart werden sollten (Tab. 3).

Klassisches PS Early-onset PS Atypisches PS
PARK- AD PARK1 PARK- AR PARK2 PARK- AR PARK9
SNCA* PARKIN* ATP13A2*
PARK- AD PARK8 PARK-PINK AR PARK6 PARK- AR PARK15
LRRK2 FBX07
PARK- AD PARK17 PARK-DJ1 AR PARK7 PARK- AR PARK19
VPS35 DNAJC6
PARK- AR PARK20
SYNJ1

Tab. 3: Klinische Einteilung der PS, die Hinweise auf eine potentielle genetische Ursache
geben (in Anlehnung an Marras et al., 2012). *In dieser Arbeit analysierte Gene.
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Tab. 3 gibt einen Uberblick Giber klinische und genetische Zusammenhinge des PS. Aus jeder
Gruppe des PS wurde jeweils ein Gen fiir diese Arbeit ausgewahlt. Uber die Phanotypen der hier

verwendeten Gene wird im Folgenden im Detail eingegangen.

Das klinische Krankheitsbild des ATP13A2-Genotyps gehort zu den atypischen PS und wird Kufor-
Rakeb-Syndrom genannt. Erstmals beschrieben wurde es 1994 anhand einer blutverwandten
arabischen Familie in den nérdlichen jordanischen Hochgebirgen (Najim al-Din et al., 1994). Es
zeichnet sich neben den Kardinalsymptomen durch zusatzliche Symptome wie
Pyramidenbahnzeichen, einer supranukledren Blickparese, einem okulogyren dystonen Spasmus
und einem Mini-Myoklonus aus. Begleitend tritt in den meisten Fallen eine Demenz auf. Das
Erkrankungsalter liegt bei homozygoten oder gemischt-heterozygoten Mutationstragern zwischen
10 - 37 Lebensjahren (Najim al-Din et al., 1994; Eiberg et al., 2012; Lai et al., 2012).

In dieser Arbeit wurde mit Zellen gearbeitet, die flir ATP13A2 gemischt heterozygot sind. Sie
tragen eine Mjssense-Mutation in der Splice-Region von Exon 13 (c.1542G>A) und eine Deletion
(c.3443delC) in Exon 26.

Neuropathologisch findet sich eine nigrostriatale, pallidale und pyramidale Neurodegeneration
ohne Nachweis von LB oder Metall-Akkumulationen (Briiggemann et al., 2010; Lai et al., 2012;

Podhajska et al., 2012).

Der klinische Phanotyp des a-Synuclein-Genotyps wird im Allgemeinen dem klassischen PS
zugeordnet, kann sich aber in mancher Hinsicht von dem typisch ideopathischen PS
differenzieren. Wie stark die Patienten betroffen sind, hdangt von der Mutation ab. So ist ein
Patient, der eine Triplikation oder Punktmutation tragt, starker und friiher betroffen, als ein
Patient, der eine Duplikation tragt. Das mittlere Erkrankungsalter liegt meist zwischen 30 und 50
Jahren. Die Krankheit verlduft progredient mit den vier Kardinalsymptomen, zuséatzlich
Halluzinationen, kognitiven Einschrankungen, selten mit Tremor und atypischen klinischen
Zeichen (lkeuchi et al., 2008; Brueggemann et al., 2008; Nishioka et al., 2009; Poulopoulos et al.,
2012; Cheon et al., 2012; Jellinger, 2015).

Neuropathologisch kommt es zu einem Verlust von nigralen und kortikalen Neuronen, zur
Degeneration des Temporallappens und Verbreitung von LB im Zentralhirn und Kortex

(Poulopoulos et al., 2012; Houlden und Singleton, 2012; Jellinger, 2015).

Der klinische Phanotyp des Parkin-Genotyps unterscheidet sich in erster Linie von dem

ideopathischen Patienten durch den frilhen Krankheitsbeginn und dem dafiir langsamen
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Fortschreiten der Krankheit. Die meisten Patienten erkranken vor Erreichen des 40. Lebensjahres,
selten spater. Daher wird der Parkin-Genotyp klinisch der Gruppe der early-onset parkinsons
diseases (EOPD) zugeordnet. Die Symptome treten eher symmetrisch auf und lassen sich sehr gut
mit L-Dopa behandeln. Eine Hyperreflexie und Frequenzdystonie der Beine findet man hier haufig.
Aullerdem kommt es zu taglichen Fluktuationen und einer Verbesserung der Symptomatik durch
Schlaf. Autonome Dysregulationen sind selten. Uber diese Symptome hinaus sind, abgesehen von
den vier Kardialsymptomen, keine weiteren bekannt (Lohmann et al., 2003; Lohmann et al., 2009;
Puschmann, 2013).

Diese typische Symptomatik tritt nur bei den in dieser Arbeit verwendeten homozygoten
Mutationstragern auf, nicht bei den gemischt-heterozygoten oder heterozygoten.

Im Detail wurden in dieser Arbeit Zellen verwendet, die folgende Mutationen tragen: Homozygote
und heterozygote Punktmutationen als Deletionen (c.1072delT), eine homozygote Deletion eines
gesamten Exons (delEx7), sowie eine gemischt-heterozygote Mutation (c.1072delT+delEx7). Die
Spender der verwendeten Proben und Kontrollen sind miteinander verwandt, weswegen von
einem dhnlichen Genom ausgegangen werden kann (Kap. 2.1.4).

Neuropathologisch zeigt sich ein selektiver Verlust von dopaminergen Neuronen und ein Verlust
von adrenergen Neuronen des Locus ceruleus. LB sind, wie oben beschrieben, selten (Poulopoulos

etal., 2012; Cheon et al., 2012).

Nun erfolgt die Darstellung der molekularen Eigenschaften der in dieser Arbeit verwendeten
Gene. Die Reihenfolge ist dem Ablauf der Projekte angepasst, weswegen die Beschreibung von

ATP13A2, gefolgt von a-Synuclein und Parkin, abgehandelt wird.

1.1.1.2. ATP13A2

ATP13A2 (PARK9, PARK-ATP13A2) wurde als ursachlich fur die Kufor-Rakeb-Syndrom im PARK9-
Locus ausgemacht und ist selten fiir eine Erkrankung an MP verantwortlich (Ramirez et al., 2006).
Die Vererbung erfolgt autosomal-rezessiv.

Das Gen liegt auf Chromosom 1p36, umfasst 29 Exons mit Gber 26 kb und kodiert fir 1180
Aminosauren. Es sind mehrere Missense- und trunkierende Mutationen bekannt.

Das Protein ist eine lysosomale p-type ATPase und wird vorwiegend in neuronalen Zellen
exprimiert. Der physiologische Wirkungsort wird in den Corpora mamillaria vermutet.
Neuropathologisch kann ATP13A2 zentral in den LB umgeben von a-Synuclein gefunden werden

(Dehay et al., 2012b; van Veen et al., 2014).
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ATP13A2 besitzt 10 Transmembrandomanen und ist in der lysosomalen Membran lokalisiert. Bei
einigen Mutationen verliert die ATPase ihre Stabilitdit und verbleibt deshalb im
endoplasmatischen Retikulum, wo sie dann durch Proteasome abgebaut wird. Dadurch erreicht
die ATPase nicht ihren eigentlichen Wirkungsort und ist funktionsuntiichtig (Ramirez et al., 2006).
Auch ein stress-induzierter Zelltod aufgrund des massiven proteasomalen Abbaus durch Retention
von ATP13A2 im endoplasmatischen Retikulum ist beschrieben ( Dehay et al., 2012a).

Die physiologische Funktion des Proteins ist bisher noch nicht geklart, in der Literatur wird eine
Rolle bei der Aufrechterhaltung des Kationenhaushalts in den Lysosomen diskutiert (Usenovic et

al., 2012).

Extra-
cellular

c.746C>T
p.Ala248Val
C.844A>T
p.Ser282Cys

©.2939G>A
p.Arg980His

c.881G>A
p.Arg294GIn
COOH

Intra-
cellular

@» A-domain (TGES motif) ‘ Missense mutations

@ P-domain (DKTGTLT motif)
Abb. 2: ATP13A2: Darstellung der 10 Transmembrandomidnen mit vier bekannten
Missense-Mutationen (Lohmann, 2008)

1.1.1.3. a-Synuclein

Mutationen von a-Synuclein (SNCA, PARK1/4, PARK-SNCA) (Polymeropoulos et al., 1997) bedingen
autosomal-dominant vererbte Formen des familidgren PS. a-Synuclein ist das erste Gen, das dem
MP zugeordnet wurde, gehort allerdings innerhalb der vererbten Formen mit einer Haufigkeit von
<1 % eher zu den selteneren Formen.

Das Gen liegt auf Chromosom 4g21.3-22, umfasst 6 Exons mit mehr als 113 kb und kodiert fir 140
Aminosauren. Neben verschiedenen Punktmutationen (PARK1) wurden auch Duplikationen bzw.
Triplikationen (PARK4) des gesamten a-Synuclein-Gens beobachtet, die ebenfalls zu dem
charakteristischen Phanotyp fiihren, wobei die numerischen Aberrationen wesentlich haufiger

vorkommen als die Punktmutationen (Polymeropoulos et al., 1997; Klein et al., 2000; Singleton et
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al., 2003; Zarranz et al., 2004; Ibanez et al., 2004; lbanez et al., 2009; Kasten und Klein, 2013;
Oczkowska et al., 2013).

Das a-Synuclein-Protein gehort zu einer Proteinfamilie, zu der auch B-Synuclein und y-Synuclein
gehoren. N-terminal befindet sich eine amphipathische Region mit sechs konservierten
Aminosduren-repeats, mittig liegt eine hydrophobe Region mit einer nicht amyloiden
betakomponenten Domane, C-terminal ist eine sdurehaltige Region. Unter physiologischen
Bedingungen nimmt das Protein hauptsachlich die Form eines Tetramers an, seltener die einer
Helix ohne Verbindung zur Lipidmembran (Dikiy und Eliezer, 2014).

a-Synuclein ist in Neuronen exprimiert und sowohl an der Membran des Zellkerns als auch in
synaptischen Vesikeln lokalisiert. Selten findet man es auch frei im Zytosol (Oczkowska et al.,
2013; Dikiy und Eliezer, 2014).

Die Funktion des a-Synuclein-Proteins ist bis heute nicht vollstandig geklart. Man vermutet eine
Rolle in der Dopaminfreisetzung und im Dopamintransport, es nimmt durch Interaktionen mit
zytoskeletalen Proteinen an der Regulation des axonalen Transports der synaptischen Vesikel teil
und moduliert den Fettstoffwechsel und deren Hydrolyse. Zudem soll a-Synuclein auch an dem
Phospholipid-Stoffwechsel durch Hemmung der Phospholipase D2 beteiligt sein. Weitere Studien
berichten (iber eine Beteiligung in der Differenzierung und des Uberlebens von dopaminergen
Vorlauferneuronen. Eine antiapoptotische Wirkung wird a-Synuclein ebenfalls nachgesagt. Zudem
hat man eine erhéhte Expression unter oxidativem Stress festgestellt (Jao et al., 2004; Cookson,
2009; Cheon et al., 2012; Oczkowska et al., 2013; Dikiy und Eliezer, 2014).

Der Abbau des Proteins erfolgt Gber das Ubiquitin-Proteasom-System oder durch lysosomale
Autophagie. Auch ist eine Elimination Uber zytoplasmatische Proteasen beschrieben (Oczkowska
etal., 2013).

Gerat das zelluldre Gleichgewicht ins Wanken kann sich die Proteinstruktur in die Form einer
B-Helix verwandeln und durch die Bildung von l6slichen Oligomeren aggregieren. Daraus
entwickeln sich unlésliche Filamente, die sich als Teil der LB in der Zelle ablagern (Kap. 1.1.1)

(Spillantini et al., 1997; Oczkowska et al., 2013; Dikiy und Eliezer, 2014).
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Abb. 3: a-Synuclein: Darstellung der Bildung von LB; Durch mutationsbedingt verdnderte
Proteinstrukturen kommt es zur Konfirmation von B-Helix-Oligomeren. Diese akkumu-
lieren zu unldslichen Fibrillen und bilden LB (Lohmann, 2008).

1.1.1.4. Parkin

Das Gen Parkin (PARK2, PARK-PARKIN) (Kitada et al., 1998) wird dem autosomal-rezessiv
vererbten PS zugeordnet. Typisch ist ein frilhes Erkrankungsalter (< 50 Jahre). Dadurch nimmt die
Wahrscheinlichkeit, aufgrund einer Mutation im Parkin-Gen am MP zu erkranken, mit dem Alter
ab.

Das Gen liegt auf Chromosom 625 - 27, umfasst 12 Exons mit Gber 1500 kb und kodiert fiir 465
Aminosauren (Kitada et al., 1998).

Mutationen im Parkin-Gen wurden am Haufigsten beobachtet (Klein C, 2005; Puschmann, 2013).
Es sind Uber 100 verschiedene Mutationen bekannt (Puschmann, 2013). Unter den EOPD
betragen Mutationen im Parkin-Gen 10 — 50 % (Kann et al., 2002; Mellick et al., 2009). Die
Penetranz bei homozygoten und gemischt-heterozygoten Mutationstragern ist sehr hoch,
wahrend die monogenetische Ursache bei heterozygoten Mutationen in der Literatur umstritten
ist (Pankratz et al., 2009; Chu et al., 2014).

Das Parkin-Protein umfasst 52kDa und wird hauptsachlich in Neuronen, v.a. in der Subtantia nigra,

exprimiert. Es besteht aus einer N-terminalen ubiquitin-dhnlichen-Domane und einer
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C-terminalen RING-Box mit 4 Zinkfinger-Domanen und ist an der Protein-Degradation als

Ubiquitin-Protein-Ligase (E3-Protein) beteiligt (Safadi et al., 2011; Byrd und Weissmann, 2013).

A transthiolation acyl transfer
parkin-SH <——»  parkin-S~Ub <—— parkin-SH

E2-S~Ub E2-SH substrate-NH2 substrate-NH~Ub
B R42P K161N K211N R234Q C289G R334C C431F
| e | |
RINGO RING1 RING2
141 225 327 378 410 465
> ©
~ », '3
< (H LAY
,'v_l b S \ o
v % A ¢ ',\\L’J \1
24 P
7R (N ™~
— ? \
: A s
parkin RNF144 ol parkin HHARI
Ubl RING1 ™ IBR RING2
(PDB 2ZEQ) (PDB1WIM)  \ Ji (PDB 2JMO) (PDB 1WD2)

Abb. 4: Stoffwechsel und Struktur von Parkin: Ubiquitinierung von Substraten (A);
zundchst findet eine Transthiolation statt. Folgend kommt es zum Acyl-Transfer. Struktur
von Parkin (B); Im oberen Bereich sind die Bindungsdomdnen mit einigen bekannten
Mutationen dargestellt. 4 der Domadnen von Parkin bzw. die RBR Homologe zeigen sich in
der unteren Reihe. Zink-Atome sind als graue Kugeln skizziert (Trempe und Fon, 2013).

Lokalisiert ist Parkin im Zytosol und mit der Zellmembran assoziiert.

Bisher sind Uber 30 Substrate, unter anderem auch a-Synuclein und mitochondriale Proteine, fir
das Enzym bekannt. Parkin ist in der Lage sich selbst zu ubiquitieren und so den eigenen Abbau zu
induzieren (Hedrich et al., 2002; Safadi et al., 2011; Shimura et al., 2012; Cheon et al., 2012;
Rakovic et al., 2013; Trempe und Fon, 2013). Dieser Mechanismus soll einen apoptotischen
Zelluntergang verhindern (Oczkowska et al., 2013). Der genaue Zusammenhang zwischen Parkin
und der Degeneration der dopaminergen Neuronen auf molekularer Ebene ist noch nicht
bekannt. Allerdings weil man, dass die verschiedenen Mutationen die Enzymaktivitat, die
Protein-Protein-Interaktionen, die Loslichkeit und die Lokalisation verdandern kénnen. In Studien
wird angegeben, dass Parkin an der Reparatur der mitochondrialen DNA beteiligt sei, nicht-
funktionsfahige Mitochondrien der Autophagie zuflihre und in einer direkten Interaktion mit
PINK1 und dem Fettstoffwechsel stande. (Shimura et al., 2000; Cheon et al., 2012; Rakovic et al.,
2013; Trempe und Fon, 2013; Byrd und Weissmann, 2013). AuBerdem wird vermutet, dass Parkin
eine wichtige Funktion zum Schutz der Zellen vor oxidativem Stress besitzt (Greene et al., 2005;
Cheon et al., 2012). Johnson et al. zeigten 2012, dass Parkin vor der Translokation von basalem

oder durch oxidativen Stress induzierten Bax zu den Mitochondrien schiitzt (Johnson et al., 2012).
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Parkin konnte auch in den fir neurodegenerative typischen LB nachgewiesen werden (Shimura et
al., 2012). Allerdings konnten auf der anderen Seite neuropathologisch bei Parkin-
Mutationstragern nur selten LB nachgewiesen werden (Pramstaller et. al., 2005; Poulopoulos et

al., 2012; Houlden und Singleton, 2012; Lonskaya et al., 2013).

Wie in den vorangegangen Kapiteln beschrieben, tritt durch Mutationen in den o. g. Genen ein PS
auf. Jeder Form des MP liegt die Neurodegeneration in der Substantia nigra zugrunde, wobei der
genaue Ablauf des Zelltods noch nicht geklart ist. Daher werden im folgenden Kapitel zunachst die
verschiedenen Formen des Zelltods, v.a. die Apoptose, erlautert. Ein Teil des Forschungsprojekts
beschéftigt sich mit diesen Prozessen und ist daher von Relevanz fiir Fragestellung, Zielsetzung,

Versuchsdurchfiihrung sowie spaterer Auswertung der Ergebnisse.

1.2. Zelltod

Das Absterben von Zellen kann Gber Apoptose, Autophagie, Mitophagie oder Nekrose erfolgen.
Die Apoptose ist die aktive Selbstzerstorung der Zelle und wird durch korpereigene Stoffe
ausgelost, wahrend die Nekrose den passiven Zelltod nach einem traumatischen Ereignis darstellt.
Die Nekrose wird durch Sauerstoff- oder Nahrstoffmangel ausgel6st. Die betroffenen Zellen
kénnen nicht mehr genug ATP bilden, weswegen sich die Zellmembran unkontrolliert auflést und
die intrazelluldren Enzyme im extrazellularen Gewebe eine Entziindung verursachen. Ein weiterer
Unterschied zwischen den beiden Formen des Zelluntergangs ist, dass bei der Apoptose immer
nur eine einzige Zelle untergeht, wahrend bei der Nekrose eine ganze Zellgruppe betroffen ist
(Elmore, 2007). Die Autophagie ist ebenfalls ein energieabhangiger Zell(-teil-)abbau, der
lysosomal ablauft und auch zellprotektiv wirken kann. Die Mitophagie ist eine auf die
Mitochondrien beschrankte Unterform der Autophagie (ElImore, 2007; Dagda et al., 2009; Jain et
al., 2013).

Der genaue Zusammenhang zwischen der Pathogenese des MP und dem Zelltod wird in Kap. 1.2.3
beschrieben. Zunachst erfolgt die Erlduterung der Apoptose, deren Signalwege und Regulation.
Kap. 1.2.2 beinhaltet die Auto- und Mitophagie als weitere mogliche Wege des bei der

Neurodegeneration stattfindenden programmierten Zelltods.

1.2.1. Apoptose

Erstmals wurde die Apoptose von Kerr et al. 1972 beschrieben (Kerr et al., 1972). Physiologisch ist

die Apoptose wichtig fiir eine korrekte Embryogenese und die Aufrechterhaltung des zellularen
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Gleichgewichts in den Organen (Lodish et al., 2001; Danial und Korsmeyer, 2004; Elmore, 2007;
Jainetal., 2013).

Die Apoptose fiihrt, wie zuvor beschrieben, zum programmierten energieabhangigen Zelltod
(Elmore, 2007; Jain et al., 2013). Sie wird in drei verschiedene Phasen, die Initiations-, die

Effektor- und die Degradationsphase eingeteilt. Vereinfacht ist der Ablauf in Abb. 5 dargestellt.

Regulator Adapter Effektor
C elegans Ced9 — Ced-4 —> Ced-3 => Tod

Vertebraten Bcl-2 — Apaf-1 => Casp9 => Casp3 —> Tod

Abb. 5: Ubersicht iiber den Apoptoseweg bei C. elegans und Vertebraten. An diesem
konservierten Mechanismus sind drei groBe Gruppen von Proteinen beteiligt. Die
Regulatorproteine fordern oder hemmen die Apoptose. Die Adapterproteine treten
sowohl mit den Regulatoren als auch mit den Effektoren in Wechselwirkung. Die
Effektorproteine gehdren zu der Familie der Cystein-Proteasen, deren Aktivierung durch
die Effektoren zum Zelltod fiuhrt (Lodish et al., 2001).

Es sind zwei verschiedene Signalwege bekannt, die zur Apoptose fithren. Zum Einen kann der
Zelltod Uber Rezeptoren mit Todesdomadnen, wie zum Beispiel die Tumor-Nekrose-Faktoren-
(TNF)-a-Rezeptoren, ausgeldst werden. Zum Anderen kdnnen auch intrazelluldre Stressfaktoren
oder die aktivierte Caspase 8 eine Freisetzung von proapoptotischen Proteinen auslésen.

Die Regulation der Apoptose erfolgt tiber die Proteinfamilie der Bcl,-Familie. Diese wirken sowohl

pro- als auch antiapoptotisch (Jain et al., 2013).

1.2.1.1. Signalwege der Apoptose

Allgemein werden die intrazelluldare Signaltransduktion und die Auslésung der zur Apoptose
fliihrenden zelluldaren Verdanderungen durch proteolytische Enzyme katalysiert. Diese werden als
Caspasen bezeichnet. Caspasen sind Cysteinproteasen, die hinter Aspartyl-Resten von Proteinen
schneiden. Man unterscheidet Initiator- und Effektorcaspasen. Die Initiatorcaspasen (Caspase-2, -
8, -9, -10) aktivieren durch limitierte Proteolyse die Effektorcaspasen (Caspase-3, -6, -7), welche
dann in aktiver Form die intrazelluldren Proteine spalten (Wang et al., 2004; Elmore, 2007; Jain et
al., 2013).

Man unterscheidet den extrinsischen und den intrinsischen Signalweg der Apoptose.

Der extrinsische Signalweg wird (iber sogenannte Todesrezeptoren durch extrazellulare Stimuli
aus der TNF-Familie ausgeldst. Dadurch wird die Aktivierung der Initiatorcaspase-8 initiiert (Reed
und Roth, 2002; Wang et al., 2004; Jain et al., 2013). Ist Caspase-8 einmal aktiviert, kommt es

unwiderruflich zum programmierten Zelltod (Elmore, 2007; Jain et al., 2013).
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Der intrinsische Signalweg wird durch zelluldre Stimuli ausgeldst (Reed und Roth, 2002). Dazu
gehoren ein dysfunktionaler Proteinstoffwechsel mit Proteinakkumulationen, mitochondriale
Dysfunktionen und oxidativer Stress (Elmore, 2007; Levy et al., 2009; Jain et al., 2013). Uber
proapoptotische Regulatorproteine aus der Bcl,-Familie wird die mitochondriale Freisetzung von
Cytochrom-c aus dem intramembrandsen Spalt der mitochondrialen Membran initiiert, wodurch
im Zytosol iber das Apoptosom die Effektorcaspasen aktiviert werden (Reed und Roth, 2002; Jain
et al., 2013). Das Apoptosom besteht aus der inaktiven Initiatorcaspase-9, die an den apoptotic-
protease-activating-factor-1 (Apaf-1) und Cytochrom-c nach mitochondrialer Intialisierung der
Apoptose gebunden ist. Durch diesen Komplex verandert Caspase-9 ihre Proteinstruktur und ist
damit aktiviert (Danial und Korsmeyer, 2004; Elmore, 2007; Jain et al., 2013). Auch kann der
intrinsische Signalweg Uber das endoplasmatische Retikulum induziert werden, wodurch

Caspase-12 als Initiatorcaspase aktiviert wird (Wang et al., 2004; Elmore, 2007; Jain et al., 2013).
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Abb 6: Signalwege der Apoptose: Der extrinsische Weg ist bedingt durch die Aktivierung
von Todesrezeptoren (z.B. Fas, TNF-a-Rezeptoren). Uber FADD wird Caspase-8 aktiviert.
Entweder wird nun Caspase-3 direkt oder iiber weitere Proteasen aktiviert. Der
intrinsische Weg ist durch die Freisetzung von Cytochrom-c aus dem intermembranésen
Spalt der Mitochondrien bedingt. Die Freisetzung von Cytochrom-c wird durch die Bcl,-
Familie reguliert. Cytochrom-c induziert im Zytosol die Bildung des Apoptosoms, welches
aus Caspase-9 und Apaf-1 besteht. Nun wird Caspase-3 aktiviert und weitere Caspasen
flihren die Zelldegradation durch (Reed und Roth, 2002).

In der Initiationsphase werden die Initiatorcaspase-8 (extrinsischer Singnalweg) oder die
Initiatorcaspase-9 (intrinsischer Signalweg) aktiviert, welche nun an den Effektorcaspasen
(Caspase-3, Caspase-7) eine C-terminale Spaltung von Asparaginsdureresten vornehmen und

somit auch diese aktivieren.
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In der Effektorphase kommt es zunachst zur Aktivierung aller Effektorcaspasen, welche die
nukledre und mitochondriale DNA abbauen.

In der Degradationsphase sind nun morphologische Veranderungen an der Zelle zu erkennen.
Zunachst kommt es zur Schrumpfung des Zytosols und das Chromatin kondensiert. Danach erfolgt
die Fragmentierung des Zellkerns und der Zelle. Die durch Abschniirung der Zellmembran
gebildeten Blasen werden als apoptotische Korperchen bezeichnet, die durch Phagozyten
abgebaut werden (Abb. 7) (Lodish et al., 2001; Danial und Korsmeyer, 2004; Elmore, 2007; Jain et
al., 2013).

b Zellkern

leichte Zusammenballung

Verdichtung und
Trennung des
Chromatins

Schrumpfung des
Cytosols

Fragmentierung
des Zellkernes

Blasenbildung

Fragmentierung der
Zelle

J Phagocytose

A apoptotisches
a Korperchen

Phagocyt

Abb. 7: Zelluldre Vorgange beim Zelltod durch Apoptose: a: Schematische Darstellung der
morphologischen Veranderungen in apoptotischen Zellen. b: Mikroskopische Aufnahmen
einer normalen (oben) und einer apoptotischen Zelle (unten). Man erkennt deutlich die
beginnende Fragmentierung des Zellkerns in der apoptotischen Zelle (Lodish et al., 2001).

1.2.1.2. Regulation der Apoptose

Die Regulation der Apoptose erfolgt liber zwei Mechanismen. Hauptsachlich sind Proteine der
Bcl,-Familie an der Regulation beteiligt, die im folgenden Kapitel genauer beschrieben werden
(Kap. 1.2.1.3), aber auch Uber inhibitor-of-apoptotic-proteins (IAPs) werden das Apoptosom und
die Effektorcaspasen gehemmt. Damit werden sowohl der intrinsische als auch der extrinsische
Signalweg gehemmt. IAPs werden wiederum {ber einen durch Bax ausgeldsten Signalweg

gehemmt (Abb. 6) (Reed und Roth, 2002; Elmore, 2007; Jain et al., 2013).
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1.2.1.3. Bcl,-Familie

Nachdem der programmierte Zelltod im Sinne der Apoptose erstmals 1972 von Kerr et al.
beschrieben wurde, konnte 1985 Bcl, als erstes antiapoptotisches Protein detektiert werden (Kerr
et al., 1972; Tsujimoto et al., 1985). Darauf folgend wurde Bax 1993 als erstes proapoptotisches
Protein erkannt (Oltvai et al., 1993). Alle weiteren identifizierten Regulatorproteine, die
bestimmte Domdnen tragen, wurden unter dem Sammelbegriff der Bcl,-Familie
zusammengefasst. Es sind (iber 20 Mitglieder bekannt (Danial und Korsmeyer, 2004; Elmore,
2007; Jain et al., 2013).

Bax ist das bekannteste proapoptotische Protein und an jedem mitochondrialen Apoptosevorgang
beteiligt. Es kommt in lebensfdhigen Zellen als Monomer im Zytosol vor. Wird nun die Apoptose
durch Stimuli aktiviert, transloziert Bax zu den Mitochondrien und wird dort als
homooligomerisierte Multimere in die duflere mitochondriale Membran eingebaut (Danial und
Korsmeyer, 2004; Gomez-Lazaro et al., 2008; Guillemin et al., 2010; Jain et al., 2013). Die
Permeabilitdt der mitochondrialen Membran wird dadurch erhéht. Somit kann Cytochrom-c aus
dem intermembrandsen Spalt in das Zytosol gelangen und die Bildung des Apoptosoms initiieren
(ElImore, 2007; Gomez-Lazaro et al., 2008; Guillemin et al., 2010; Jain et al., 2013).

Bcl, ist das bekannteste antiapoptotische Protein und tragt eine membrandurchspannende
Domane. Damit ist Bcl, hauptsdchlich mit der Membran der Mitochondrien, aber auch des
Zellkerns und des endoplasmatischen Retikulums verankert (Lodish et al., 2001; Danial und
Korsmeyer, 2004). Seine Hauptfunktion ist die Hemmung der Apoptose und dadurch die
Sicherung des Uberlebens der Zelle. Bcl, agiert als direkter Antagonist von Bax. So wird die
Freisetzung von Cytochrom-c in das Zytosol und die Aktivierung der Effektorcaspasen Uber das
Apoptosom verhindert (Lodish et al., 2001; Guillemin et al., 2010; Jain et al., 2013). Uber die
Regulation von Bcl, gibt es bisher nur Studien bezliglich der genetischen Regulation an der
Promotorregion in der Forschung der Protoonkogene (Danial und Korsmeyer, 2004; Jain et al.,

2013).

1.2.2. Autophagie und Mitophagie

Die Autophagie ist eine weitere Form des induzierten, energieabhangigen Zelltods.
Charakteristisch ist die Sequestrierung des Zytoplasmas und der Zellorganellen, die in Vesikeln mit
einer Doppel- oder Multimermembran eingeschlossen wurden, lber einen lysosomalen Abbau

(Elmore, 2007; Jain et al., 2013).
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Als Funktion der Autophagie sieht man die Elimination von zellschadigenden Organellen oder
Molekilen. Befinden sich zu viele toxische Stoffe in der Zelle, wird der Zelltod eingeleitet. Bei
geringer Menge von zellschadigenden Molekiilen werden diese lysosomal eliminiert und die Zelle
Uberlebt. Daher sagt man der Autophagie eine sowohl protektive als auch letale Funktion nach

(Levy et al., 2009).

1.2.3. Zelltod bei Morbus Parkinson

In vielen Studien wurden diverse Ursachen der Neurodegeneration bei MP beschrieben. Dazu
gehoren die Proteinakkumulation, von z. B. a-Synuclein, ein veranderter Proteinabbau, mitochon-
driale Dysfunktion, oxidativer Stress, Neuroinflammation oder eine dysregulierte Signalisierung
von Kinasen. Aufgrund dieser Ergebnisse wird vermutet, dass die Neurodegeneration Uber den
Weg der Apoptose ablauft. Der genaue molekulare Zusammenhang ist bisher nicht geklart. Die
Frage, ob der Neurodegeneration die Apoptose oder die Auto- oder Mitophagie vorangeht, ist
noch offen. Auf diese Fragestellung wurde im Rahmen dieser Arbeit experimentell genauer
eingegangen (Kap. 3.2).

Die molekulare Erforschung der Neurodegeneration ist klinisch von besonderer Bedeutung, weil
man hofft, eine in diesen Mechanismus eingreifende kurative Therapie entwickeln zu kénnen

(Levy et al., 2009).

Im weiteren Verlauf werden die Vorarbeiten, Fragestellungen und Zielsetzungen erlautert.

1.3. Vorarbeiten

Dieses Kapitel beschreibt die vor Beginn der Experimente entwickelten Standards und Ergebnisse

als Grundlage fiir die Versuchsdurchfiihrungen dieser Forschungsarbeit.

1.3.1. Vorarbeiten der genetischen Analyse

Die Proben der Population aus Liibeck wurden vor Beginn dieser Arbeit bezlglich ihres
Mutationsstatus im Parkin- und DJ-1-Gen untersucht. Dies wurde in der Sektion fiir Neurogenetik
der Klinik fir Neurologie des UKSH Campus Liibeck unter der Leitung von Prof. C. Klein erarbeitet.
Der Mutationsstatus der spanischen Proben wurde fir ATP13A2 bestimmt und dieser Arbeit zur
Verfligung gestellt (Tab. 17).

Die Sequenzierung nach Sanger (Sanger et al., 1977) war ebenfalls bereits etabliert.



Einleitung

1.3.2. Vorarbeiten der Proteinanalyse

Die Biopsien der Fibroblasten wurden in der Klinik fir Neurologie des UKSH Campus Libeck
entnommen und die Zellkultivierung, mitochondriale Praparation und Westernblot-Analyse im
Institut fir Neurogenetik etabliert. Der Mutationsstatus der Proben wurde bestimmt.

Der Antrag an die Ethikkommission wurde vor Beginn der Arbeit genehmigt.

1.4. Fragestellung und Zielsetzung

Diese Arbeit beschaftigt sich mit zwei Projekten und ist strukturell diesbeziiglich zu untergliedern.

Das erste Projekt behandelt die Frage, ob in einem Liibecker Patientenkollektiv (Kap. 2.1.1)
Mutationen im ATP13A2-Gen vorliegen. Dazu soll ein Screening-Verfahren mittels Real-time-PCR
zur schnellen Detektion von Mutationen im ATP13A2-Gen etabliert werden. Durch dieses
Verfahren sollen (unbekannte) Mutationen im Lubecker Patientenkollektiv schnell und

O0konomisch diagnostiziert werden.

Das zweite Projekt beschéaftigt sich mit der Frage, welche molekularen Mechanismen fir die
Neurodegeneration verantwortlich sind. Daflir wurden Fibroblasten untersucht, die eine Mutation
im Parkin- oder ATP13A2-Gen tragen (Kap. 2.1.4, 2.1.5).

Zunachst soll ein Beweis fur eine erhohte Sterblichkeit von Fibroblasten, die eine Mutation im
Parkin-Gen tragen, im Vergleich zu Fibroblasten, die keine Mutation tragen, erbracht werden.
Dafiir werden die Zellen unbehandelt oder unter oxidativem Stress untersucht.

Falls dieser Zusammenhang bestatigt werden kann, soll nach molekulargenetischen Ursachen
gesucht werden.

Daflir wurde der Hypothese nachgegangen, dass Parkin- und ATP13A2-Mutationstrager einen
erhohten intrazelluldaren Spiegel von a-Synuclein im Gegensatz zu Nicht-Mutationstragern
enthalten. Auch soll die zelluldre Lokalisation von a-Synuclein ermittelt werden.

Der letzte Schritt soll die Frage beantworten, ob der Zelltod Giber den Mechanismus der Apoptose
(Kap. 1.2.1), ablauft. Dafir werden pro- und antiapoptotische Proteine in Fibroblasten untersucht,

welche Mutationen fir das Parkin-Gen tragen.

Die Grundlagen der Experimente werden im folgenden Kapitel beschrieben (Kap. 2).
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2. Patienten, Material und Methoden

Dieses Kapitel beinhaltet zundchst eine genaue Beschreibung der verschiedenen
Patientenkollektive. Im Anschluss daran stehen die verwendeten Materialien und die Abldufe der

Methoden. Vor Beginn der Experimente wurden diese von der Ethikkommission genehmigt.

2.1, Patienten

Der GroRteil der Patienten, die an der Studie zu dieser Arbeit teilgenommen haben, wurden
arztlich am UKSH Campus Libeck untersucht und als an MP erkrankt diagnostiziert. Zusatzlich
wurden Proben verwendet, die am Institut fiir Neurologie der europdischen Akademie Bozen
untersucht wurden. Ein am Kufor-Rakeb-Syndrom erkrankter Chilene stellte ein Biopsat zur
Verfligung.

Die Vorarbeiten zu dieser Arbeit, bezogen auf die neurogenetischen Erkenntnisse Uber die
Fibroblastenproben, wurden zum grofRten Teil in der Sektion fiir molekulare Neurogenetik unter
der Leitung von Prof. Dr. Christine Klein erarbeitet.

Proben aus einer an MP erkranken Population aus Spanien wurden fiir diese Arbeit
freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Diese sind schon vor Beginn dieser Arbeit analysiert

worden und dienten als Kontrollen fiir die Etablierung der Real-time-PCR am Light-Cycler® (LC).

2.1.1. Population aus Liibeck

Der eine Teil der Proben (n = 622), die fir die genetische Analyse auf ATP13A2 verwendet
wurden, wurde aus Patienten zusammengestellt, bei denen am Uniklinikum Libeck der MP
diagnostiziert wurde. Zur Analyse am LC (Kap. 2.3.7) wurden 622 Proben verwendet, die - soweit
bekannt - kaukasischen Ursprungs sind. Hinsichtlich des Erkrankungsalters, der Art der Symptome

als auch anderer Merkmale wurden bei der Analyse am LC keine Einschrankungen vorgenommen.

2.1.2. Lubecker Patientenkollektiv zur kompletten Sequenzanalyse

Zur vollstandigen Sequenzierung nach Sanger wurde ein Kollektiv (n = 94) aus der Population aus
Libeck (Kap. 2.1.1) erstellt, welches aufgrund medizinischer Daten eine hohere
Wahrscheinlichkeit aufweist eine Mutation in ATP13A2 zu tragen. Die Einschlusskriterien waren
das Erkrankungsalter vor dem 40. Lebensjahr, als Begleitsymptom eine Demenz (quantifiziert als

MOCA-Score < 26, Abb. 35) und kein Mutationstrager fiir ein anderes mit MP assoziiertes Gen.
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2.1.3. Population aus Spanien

Ein weiteres Patientenkollektiv (n = 65) aus Spanien wurde fiir diese Arbeit zur Verfligung gestellt.
Alle darin enthaltenen Patienten sind an MP erkrankt. Weitere Ein- oder Ausschlusskriterien
wurden nicht vorgenommen. Die Sequenzen dieser Proben flir ATP13A2 wurden schon vor Beginn

dieser Arbeit angefertigt und dienten in erster Linie zur Etablierung am LC (Tab. 17).

2.1.4. Familie LA mit Kontrollen

Ein groRer Teil der Fibroblasten wurde einem Patientenkollektiv bestehend aus einer Familie in
Sudtirol entnommen. Aus der Familie mit 196 Familienmitgliedern liber 7 Generationen sind 25
Individuen bekannt, die an einem Dopa-responsiven MP erkrankt sind (Pramstaller et al., 2005).
77 Familienmitglieder wurden auf eine Mutation im Parkin-Gen untersucht, die 25 mit Dopa-
responsiven MP eingeschlossen. Bei der genetischen Analyse der 25 Erkrankten stellte sich
heraus, dass bei der Familie zwei verschiedene Mutationen im Parkin-Gen vorliegen, eine Deletion
von Exon 7 und eine Punktdeletion c.1072delT. Diese beiden Mutationen liegen sowohl
homozygot als auch heterozygot vor, sogar einen gemischt-heterozygoten Mutationstrager
konnte man identifizieren, der auf dem einen Allel die Deletion von Exon 7 und auf dem anderen
Allel die Punktmutation c.1072delT tragt. Bei fiinf Patienten ist der Status unbekannt und sieben
der Erkrankten tragen keine Mutation im Parkin-Gen. Von den 77 Familienmitgliedern wurden der
Sektion fir klinische und molekulare Neurogenetik 16 Hautbiopsate zur Verfligung gestellt. Von

diesen 16 Hautbiopsaten wurden sieben Proben fiir diese Arbeit verwendet (Tab. 4).

Probe Gen Mutation Allel Klinischer Status Erkrankungsalter
B1 Parkin delEx7 heterozygot nicht-erkrankt

B2 Parkin delEx7+ c.1072delT gemischt-heterozygot erkrankt 64

B3 Parkin c.1072delT homozygot erkrankt 43

B4 Parkin delEx7 homozygot erkrankt 34

B5 Parkin - Wildtyp nicht-erkrankt

B6 Parkin - Wildtyp nicht-erkrankt

B7 Parkin - Wildtyp nicht-erkrankt

Tab. 4: Verwendete Proben der Population aus Siidtirol (Referenzsequenz: NM_004562.2)

2.1.5. Probe aus Chile

Zur Analyse der Expression von a-Synuclein bei Mutationen im ATP13A2-Gen wurden Fibroblasten

eines chilenischen Mutationstragers verwendet (Tab. 5).
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Probe Gen Mutation Allel Klinischer Status

Cc1 ATP13A2 €.1542G>A+c.3443delC gemischt-heterozygot erkrankt

Tab. 5: Verwendete Probe aus der Population aus Chile (Referenzsequenz: NM_022089.2)

2.1.6. Weitere Proben

Als Kontrollen wurden weitere Fibroblasten verwendet, die keiner der genannten Populationen
angehoren, nicht an MP erkrankt sind und auch keine Mutation in einem mit MP assoziierten Gen

tragen (W1, W2).

Nach Auflistung der Proben, die in dieser Arbeit verwendet wurden, folgen nun die verwendeten

Materialien und Methoden.

2.2. Material

Dieses Kapitel zahlt die fur diese Arbeit verwendeten Chemikalien, Losungen, Kits, Antikorper,
Oligonukleotide und Gerdte auf. Auch die verwendete Software und Datenbanken werden

erwdhnt. Im darauf folgenden Kapitel (Kap. 2.3) werden die Methoden erlautert.

2.2.1. Chemikalien

1,4-Dithiothreitol (DTT) SIGMA

3130 POP7 Performance Optimized Polymer Applied Biosystems
Accutase PAA Laboratories GmbH
Acrylamid (30 %) BioRad

Agarose SIGMA
Ammoniumchlorid (NH,CI) SIGMA
Ascorbinsdaure SIGMA

Betain SIGMA
Big-Dye-Terminator v1.1, v3.1 5x Sequencing-Buffer Applied Biosystems
Borsdure Merck
Bromphenolblau Riedel-de-Haén
Chloroquin SIGMA
Chlorwasserstoff (HCI) Merck

Complete Mini protease inhibitors Invitrogen

Desoxyribonukleotide (dNTPs) Amersham Biosciences
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Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dulbeccos-Modified-Eagle-Medium (DMEM)
Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
ExoSAP-IT

Filterpapier 3MM

Foetal Bovine Serum (FBS)

Formamid

Glucose

Glycerol

HiDi Formamid

LE-Agarose

Leupeptin

Methanol

Molekulargewichtsstandard (Prestained Protein)

Natriumacetatlosung
Natriumdesoxycholsdure
Nitrocellulosemembran

Non Fat Dry Milk

Normal goat serum

Paraquat

Penicillin/Streptomycin
Phosphate-buffered-saline (PBS)
Ponceau S

Potassium Bikarbonat (KHCO;)
Proteinase K
Sodiumdodecylsulfat (SDS)
Sucrose

Tag DNA Polymerase und PCR-Puffer
Tris-Borate-EDTA Puffer (TBE) 10x
Tris-Buffered-Saline (TBS) 10x
Tris(hydroxymethyl)aminomethan

Triton X100

SIGMA

PAA Laboratories GmbH
J.T. Baker

ICN Biomedicals Inc.
SIGMA

Usb

Watmann

PAA Laboratories GmbH
SIGMA

SIGMA

SIGMA

Applied Biosystems
Biozym

SIGMA

J.T.Baker

BIO RAD
Fluka-Biochemika
SIGMA

Bio Rad

SIGMA

VECTOR

SIGMA

PAA Laboratories GmbH
PAA Laboratories GmbH
SIGMA

SIGMA

SIGMA

Fluka

BDH

Qbiogene

SIGMA

BioRad

MP Biomedicals

SIGMA
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Tween-20 SIGMA
Wasserstoffperoxid (H,0,) SIGMA

2.2.2. Losungen

Protein Running Buffer NuPage

Protein Sample Loading Buffer NuPage

Protein Transfer Buffer NuPage, 10 % Methanol

Formamid-Farbstoff 47,5ml Formamid, 2,0ml 0,5M EDTA, 0,01g Bromphenolblau, pH 8,0

Homogenisationspuffer 10mM Tris, 1mM EDTA, 250mM Sucrose, ImM PMSF, 1ug/ml Leupeptin, pH 7,4

Leidener Lésung 155mM NH4CI, 10mM KHCO03, 0,1mM EDTA, pH 8,0

Lysepuffer 10mM Tris, 400ml NaCl, 0,2mM EDTA, pH 8,0

RIPA-Puffer 50mM Tris - HCI pH 7,4, 150 mM NaCl, 1mM EDTA, 1 % Triton X - 100, 1 % Natriumdesoxycholsaure,
0,1 % SDS

10x TBE Puffer 890 mM Tris, 890 mM Borsaure, 20mM EDTA

TBS/Tween Puffer 900ml H20, 100ml TBS, 1 % Tween

Tab. 6: Fir die Arbeit hergestellte Losungen

2.2.3. Kits

BCA Protein-Assay-Kit Pierce
Big-Dye-Terminator v1.1, v3.1-Cycle-Sequencing-Kit Applied Biosystems
GC-rich-Kit Roche
High-Resolution-Melting-Master (Light-Cycler® 480) Roche
Lactat-Dehydrogenase-Messung (LDH-Messung) Millipore

Pfx-Kit Invitrogen
SuperSignal West Pico Chemiluminescent-Kit Pierce
Tripan-blue-exclusion-Assay-Kit Invitrogen

2.2.4. Antikorper

Primare Antikorper:

Maus anti--Actin 1:100000 Sigma
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Hase anti-Bax 1:2000
Hase anti-Bcl-2 1:1000

Maus anti-a-Synuclein 1:1000

Cell Signalling
Cell Signaling

BD Pharmaceuticals

Sekundare Antikorper gebunden an HRP (Horse Raddish Peroxidase):

Ziege anti Hase IgG-HRP gekoppelt 1:10000
Ziege anti Maus IgG-HRP gekoppelt 1:10000

2.2.5. Oligonukleotide

Desoxyribonukleotide (Primer)

Low DNA Mass Ladder

2.2.6. Geridte

3130 Genetic Analyser
3130x| Genetic Analyser
Biofuge pico

Electrophoresis Power Supply
Feinwaage

Flex Cycler

Heizblock

Homogeniser

Light-cycler® 480
Mastercycler

Mikroskop Axioplan
Mikrowelle MICROWAVE 800
Mini-Gel System
Mini-transblot Einheit

MJ Mini

Nanodrop Spectrophotometer ND-1000

Spektrophotometer

Synergy HT plate reader

Thermocycler PTC 100 und PTC 200

Zentrifuge

Santa Cruz

Santa Cruz

Qbiogene

Invitrogen

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Heraeus
Amersham pharmacia biotech
Kern 572

Analytik Jena

VWR

Eurostar IKA Werke
Roche diagnostics
Eppendorf
Zeiss-Optik
SEVERIN

BIO RAD

BIO RAD

Bio RAD

Peq Lab

Eppendorf

BIOTEK

MJ Research

Eppendorf, Neolab, Sorvall
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2.2.7. Software

DNA Analyse Programm Mutation-Surveyor, ChromaslLite
Schmelzkurvenauswertung Light-Cycler®-Software
Image-processing-program Total Lab

2.2.8. Datenbanken

Zur Auswertung wurden folgende Datenbanken verwendet: UCSC Human Blat Search, Genebank
ncbi, dbSNP Short Genetic Variations, Variant-Effect-Predictor, 100 Genom Project, Proteine
Domaine, Uniprot, Human Genome Variation Society, ExXAC-Browser, PROVEAN v1.1.

Genomische Positionen fiir ATP13A2 wurden anhand folgender Referenzsequenzen ermittelt:

NG_009054.1, NM_022089.2, NP_071372.1.

Im folgenden Kapitel werden nun die Anwendungsgebiete der Patienten und Materialen in den

durchgefiihrten Methoden erldutert.

2.3. Methoden

Nun werden die genauen Durchfiihrungen der in dieser Arbeit verwendeten Methoden
beschrieben. Zu Beginn stehen die verschiedenen Methoden der genetischen Analyse, beginnend
mit der DNA-Extraktion, Uber die Primer-Etablierung und schlieBlich die Durchfiihrung der
Schmelzkurvenanalyse am LC und die Sequenzanalyse nach Sanger (Sanger et al., 1977).

Im Anschluss daran erfolgt die Erlduterung der Methoden der Proteinanalyse. Nach Darstellung
des Vorgangs der Zellkultivierung werden die Behandlung der Zellen mit Toxinen und die
anschlieRenden Tests beschrieben. Folgend finden sich die Methoden zur Herstellung von
Zellhomogenisaten, sowie der mitochondrialen Praparation. Letztlich wird der Vorgang der

Westernblot-Analysen erlautert.

2.3.1. DNA-Extraktion

Die Praparation genomischer DNA erfolgte aus Leukozyten des peripheren Blutes nach der
Aussalzmethode (Miller et al., 1988). Dabei wurden die Zellen durch Zugabe einer hypertonen
Losung zunachst lysiert, Proteine durch das Enzym Proteinase K verdaut, und die DNA

anschlieRend mittels Prazipitation isoliert. Die Durchfiihrung geschah im Einzelnen wie folgt:
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o Versetzen von 10 ml Vollblut (EDTA/ Heparin/ Citrat) mit 35 ml Leidener-Losung

« Inkubation fiir 30 min auf Eis bei 200 rpm

e Abzentrifugieren der Leukozyten (6000 rpm, 4 ° C, 20 min)

« Waschen des Zellpellets durch Resuspendieren in 10 ml Leidener-Losung

« Inkubation fiir 20 min auf Eis und Zentrifugation (6000 rpm, 4 ° C, 20 min)

« Resuspension des Pellets in 3 ml Lysepuffer

e Zugabe von 200 pl Proteinase K (10 mg/ml) und 100 pl SDS (20 %)

e Inkubation Gber Nacht bei 55 ° C

e Zugabe von 1ml 6M NaCl-L6ésung und kraftig schiitteln

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

o Uberstand mit 6M NaCl-Lésung waschen bis dieser keine sichtbaren Schwebteilchen mehr
enthalt

o Ausflocken der DNA durch Zugabe von 2 Vol. 96 % EtOH

o DNA-Flocke mit 1 ml 70 % EtOH waschen

« Zentrifugation (12000 rpm, 4 ° C, 15 min), Uberstand verwerfen

e Pellet (DNA) im Thermoblock bei 37 ° C trocknen

e Zugabe von 500 bis 1000 pl 1x TE-Puffer; DNA Gber Nacht im Kihlschrank I6sen

Auf diese Weise konnten ca. 100 - 1000ug genomischer DNA gewonnen werden.

2.3.2. Bestimmung der DNA-Konzentration

Die Bestimmung der DNA-Konzentration wurde mittels photometrischer Messung bei einer

Wellenldnge von 260nm durchgefihrt (Nano drop Peq Lab®).

2.3.3. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die Polymerasekettenreaktion (PCR = polymerase chain reaction (engl.)) ist eine Methode zur
Amplifizierung spezifischer Sequenzabschnitte eines DNA-Doppelstranges von 100 — 1000 bp
Lange in vitro. Hierbei werden folgende Reaktionsschritte unterschieden: Die Denaturierung der
DNA, das Binden der Primer (Annealing) und die Extensionsreaktion.

Zuerst wird der DNA-Doppelstrang durch Erhéhung der Temperatur auf 95 ° C in zwei
Einzelstrange aufgetrennt. An die Einzelstrange kdnnen nun die Primer binden, die aus 18 — 27 bp
langen Oligonukleotiden bestehen. In diesem zweiten Schritt kann die Temperatur zwischen 50 —
70 ° C (Annealing-Temperatur) abhdngig von dem Primer-Paar variieren. Im dritten Schritt

verlangert eine hitzestabile Tag-Polymerase die Primer ausgehend von der Primer-Bindungsstelle
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in 57 -3 7 - Richtung bei 72 ° C. Alle drei Reaktionsschritte werden 35 mal wiederholt, um eine
ausreichende Amplifikation zu erreichen.

Im Allgemeinen enthélt ein PCR-Ansatz DNA als Matrize, aqua dest., Nukleotide, 10 x — TBE -
Puffer, Vorwarts- sowie Riickwarts-Primer und Tag-Polymerase. Als Zusatzstoffe kann man sowohl

Betain, DMSO als auch Formamid verwenden.

2.3.4. Gradienten-PCR

Fiir jedes Primer-Paar wurde zu Beginn die optimale Annealing-Temperatur bestimmt. Dazu
wurde eine Gradienten-PCR verwendet, wobei die ReaktionsgefaRe mit verschiedenen Annealing-
Temperaturen erhitzt wurden. Abgesehen von der Temperatur unterlagen die Reaktionsgefalle
denselben Bedingungen. Die Temperaturunterschiede betrugen zwischen 1 — 2 ° C. Nach der PCR
wurde anhand der Intensitdt der Bande auf einem Agarose-Gel die optimale Annealing-

Temperatur flir das Primer-Paar abgelesen (Abb. 8).

62,0°C
63,4°C
67,2°C
68,9°C
70,2°C
Leerwert

65,2°C
71,1°C
 71,8°C
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Abb. 8: Gradienten-PCR zur Ermittlung der optimalen Annealing-Temperatur (hier 67 ° C).

2.3.5. Agarosegel-Eletrophorese

Die Agarosegel-Elektrophorese ist ein Trennverfahren, das DNA-Molekile aufgrund ihrer
Wanderungsgeschwindigkeit in einem elektrischen Feld auftrennt. Die Wanderungs-
geschwindigkeit ist in erster Linie abhangig von der MolekilgréRe und der angelegten Spannung,
aber auch von der Konformation und Ladung des Molekiils. Um die DNA unter ultravioletter
Bestrahlung sichtbar zu machen, wurde das Agarosegel mit Ethidiumbromid (1,88%0) versetzt

(Abb. 9).
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Abb. 9: Agarosegel-Elektrophorese nach einer PCR von vier Proben mit Leerwert und

Basenpaarleiter.

2.3.6. DNA-Sequenzierung

Die Proben, die durch die Schmelzkurvenanalyse als abweichend von dem Wildtyp detektiert
wurden (Kap. 3.1.1.3), und das Kollektiv zur kompletten Sequenzierung (Kap. 2.1.2) wurden nach
der Methode von Sanger (Sanger et al., 1977) durchgefiihrt. Zunachst wurde das erste PCR-
Produkt durch eine Exonuclease aufgereinigt. Danach folgte eine weitere PCR mit einem Kit
(Terminatormix), der normale dNTPs und ddNTPs enthielt. Diese ddNTPs terminieren die
Extensionsreaktion. Auferdem sind sie fir jede Base spezifisch mit Fluoreszenz markiert. Dadurch
entstehen n - viele PCR-Produkte, die sich nach Wahrscheinlichkeitsberechnungen genau um eine
Basenlange unterscheiden. Da die letzte Base mit Fluoreszenz markiert ist, kann das
Sequenziergerdt (Applied Biosystems®) nach einer Auftrennung der DNA-Fragmente die
Basenfolge des Produkts erkennen. Die Sequenz wurde danach mit Analyseprogrammen

(Mutation-Surveyor®, ChromasLite®) ausgewertet.

2.3.7. PCR am Light-Cycler® und Schmelzkurvenanalyse

Am Echtzeit-PCR-Gerat Light-Cycler® 480 wurden die Proben mithilfe einer Schmelzkurvenanalyse
nach Variationen im Gen untersucht. Zunachst fihrt der LC eine PCR mit 45 Zyklen durch. Im
Anschluss an die PCR werden die Doppelstrdange bei 95 ° C aufgeschmolzen und daraufhin schnell
auf 40 ° C abgekiihlt, damit sich alle Einzelstrange zu Doppelstrangen verbinden. Nun beginnt die
eigentliche Aufschmelzung, wahrend die Temperatur langsam von 60 ° C auf 95 ° C ansteigt. Dabei
werden die Doppelstriange, die an allen Basen komplementar gebunden sind, in einer anderen
Geschwindigkeit getrennt, als die Doppelstrange, die durch eine Mutation nicht an allen Basen
komplementar sind. Um das Schmelzverhalten detektieren zu konnen, wurde das

Reaktionsgemisch mit einem fluoreszierenden Farbstoff (HRM-Dye) versetzt. Dieser Farbstoff
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interkaliert in doppelstrangige DNA, bindet aber nicht an DNA-Einzelstrange. Dadurch entsteht

wahrend des Schmelzvorgangs eine exponentiell abfallende Kurve (Abb. 10).
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Abb. 10: Schmelzkurve am LC. Die Fluoreszenzintensitat nimmt bei steigender Temperatur
ab. X-Achse Temperatur, y-Achse relatives Signal.

Die Besonderheit dieser Methode ist, dass anhand dieser Schmelzkurve jede Punktmutation
erkannt werden soll, weil minimale Schmelzunterschiede, die z.B. aufgrund eines
Basenaustausches auftreten, von dem normalen Kurvenverlauf abweichen. Die
Schmelzunterschiede entstehen dadurch, dass ein Doppelstrang mit einer heterozygoten
Mutation, aufgrund des Basenaustausches und der daraus resultierenden veranderten
Bindungsstarke, bei einer niedrigeren Temperatur auseinander schmilzt, als ein Wildtyp.

Hatte das PCR-Produkt eines Exons eine Lange von mehr als 400 bp, wurde das Exon in zwei
Halften geteilt (Exon 5).

Damit die Analyse keine fehlerhaften Ergebnisse liefert, missen bestimmte Voraussetzungen
gegeben sein: Nach der Etablierung der Primer folgte eine MgCl,-Titration von 1,0mM bis 3,5mM
in 0,5mM Schritten. Durch die optimale MgCl,-Konzentration wird die hdchste Spezifitdt und
Stabilitdt der PCR erreicht. AuRerdem wurde jede Probe mit DNA (0,75ug) versetzt, die keine
genetische Variation tragt. Damit wird die Sensitivitat fir homozygote Mutationstrager erhéht, da
sich durch die Zugabe der Wildtyp-DNA auch heterozygote Doppelstrange bilden, die dann bei
einer anderen Temperatur aufschmelzen.

Zur Etablierung wurden bei jeder PCR am LC schon sequenzierte Proben (Wildtyp und
Genvariationtrager aus der spanischen Population) neben unbekannten Proben analysiert. Die
Proben mit bekanntem genetischen Status dienten der Kontrolle der Schmelzkurvenanalyse, ob
Unterschiede detektiert werden. Somit konnte die Sensitivitat ermittelt werden.

Die Auswertung der Schmelzkurven erfolgte mit Hilfe der Light-Cycler®-Software.
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Nach Erlauterung der Methoden des genetischen Projekts erfolgt nun die Beschreibung der
Methoden der Proteinanalyse. Zu Beginn finden sich die Zellkultivierung, die Behandlung der
Zellen mit Toxinen und die Analysen hinsichtlich des Sterbeverhaltens der Fibroblasten. Im

Anschluss werden die Vorbereitungen und die Durchflihrung des Westernblottings beschrieben.

2.3.8. Zellkultur

Humane Hautfibroblasten von Mutationstragern im Parkin-Gen wurden fiir diese Arbeit
verwendet. Hautfibroblasten von nicht Betroffenen dienten als Negativ-Kontrollen (Kap. 2.1). Ein
Teil steht in enger Verwandtschaft mit den Betroffenen, andere weisen kein verwandtschaftliches
Verhaltnis auf.

Die Zellen wurden in Dulbecco’s-Modified-Eagle’s-Medium (DMEM) versetzt mit 10 % fetalem
Kalbsserum (FBS) und 1 % Penicillin / Streptomycin bei 37 ° Cund 5 % CO, in 95 % Luft kultiviert.
Konfluente Zellpassagen wurden durch die Behandlung mit Accutase fiir etwa 3 min bei 37 ° C von
der Kulturplatte gelost. Die gelosten Zellen wurden wieder mit einer Dichte von % in neue
Kulturplatten gepflanzt. Auch wurden die Zellen durch Zentrifugation bei 1000 rpm fir 5 min
pelletiert, danach einmal mit 1 x PBS gewaschen und bei — 80 ° C eingefroren. Diese Zellpellets
wurden flir weitere Experimente, wie mitochondriale Praparation und Westernblotting

verwendet.

2.3.8.1. Behandlung der Zellen mit Toxinen

Zur Untersuchung der Zellen unter oxidativem Stress wurden die Zellen mit Wasserstoffperoxid
(H,0,), Paraquat und Chloroquin behandelt. Die Toxine wurden fir 24 h dem Medium in
folgenden Konzentrationen beigefligt: H,0, hatte eine Konzentration von 50uM, Paraquat von
50uM und Chloroquin von 100uM. Diese Behandlung wurde fiir den Tripan-blue-exclusion-Assay,

die Lactat-Dehydrogenase-Messung und die Proteinanalyse durch Westernblot benutzt.

2.3.9. Tripan-blue-exclusion-Assay

Der Farbstoff Tripan-Blue kann durch eine vorgeschadigte sterbende Zellmembran in
abgestorbene Zellen eindringen und diese anfarben. Dazu wurde der Farbstoff in einer
Konzentration von 0,4 % Tripan-Blue mit einer Zellsuspension vermischt und 5 min inkubiert. Am
Mikroskop wurden dann die lebenden und die toten Zellen mit Hilfe einer Burkitt-Kammer gezahlt

und das Verhaltnis berechnet.
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2.3.10. Lactat-Dehydrogenase-Messung

Das Enzym Lactat-Dehydrogenase (LDH) ist in der Zelle ubiquitar in gleicher Menge vorhanden
und wird bei jeglicher Art von Zelltod freigesetzt. Eine quantitative Analyse wurde mit Hilfe eines
Kits durchgefiihrt (SIGMA: In-vitro-Toxicology-Assay-Kit, Lactic-Dehydrogenase-based), der Laktat
als Substrat und NADH+H" als Cofactor nutzt und einen Tatrazolim-Farbstoff enthalt. Wahrend der
Reaktion wurde durch die LDH NADH+H* zu NAD*+H, reduziert. Der Tatrazolim-Farbstoff wird in
Anwesenheit von NAD+ zu einem farbigen Formazan-Derivat, welches photometrisch messbar ist
(Spektrophotometer). Nach einer quantitativen Analyse konnten Aussagen (iber das

Sterbeverhalten der Zellen unter verschiedenen Bedingungen getroffen werden.

2.3.11. Proteinanalyse durch Westernblot

Nun wird die Herstellung von Zellhomogenisaten und die mitochondriale Praparation erlautert.
Die Durchfiihrung dieser Methoden ist unerlasslich zur Anfertigung einer Westernblot-Analyse.

Die Schritte der Westernblot-Analyse werden im Anschluss beschrieben.

2.3.11.1. Herstellung von Zellhomogenisaten

Wenn die Zellkulturflasche zu ca 80 % bewachsen war, konnten die Zellen pelletiert (Kap. 2.3.8)
und in 200l RIPA-Puffer (50mM Tris - HCI pH 7,4, 150 mM NaCl, 1mM EDTA, 1 % Triton X - 100, 1
% Sodium deoxycholat, 0,1 % SDS) mit 1 X Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche®)
gelost werden. Darin sollten die Zellen mindestens 30 min bleiben, damit alle Membranen,
Organellen und andere gréBere Zellanteile ihre Stabilitdt und Struktur verlieren. Danach muss
eine Zentrifugation bei 13000 rpm fir 15 min folgen, um alle unléslichen Strukturen zu entfernen.

Der Uberstand kann nun fiir Analysen verwendet werden.

2.3.11.2. Mitochondriale Praparation

Um auf ein Westernblot verschiedene Zellfraktionen auftragen zu konnen, mussten die
gewinschten Fraktionen (zytosolische und mitochondriale Fraktion) durch folgenden Prozess
aufgetrennt werden. Zunichst wurden die Zellen aus einer 175 cm? groRen Flasche pelletiert
(Kap. 2.3.8) und fiir 12 h bei — 80 ° C eingefroren. Die weiteren Schritte erfolgen alle bei 4 ° C. Nun
wurde das Zellpellet mit 1 ml Homogenisierungspuffer (10mM Tris pH 7,4, 1ImM EDTA, 250mM
Sucrose) mit 1 X Complete Mini Protease Inhibitor Cocktail (Roche®) zur Aufreinigung

resuspendiert. Der Uberstand wurde nach Zentrifugation bei 4000 x g fiir 5 min verworfen und
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das Pellet wiederum mit 2 ml Homogenisierungspuffer geldst. Die eigentliche Homogenisierung
erfolgte Gber mechanische Einwirkung mittels eines 800 rpm schnellen rotierenden Stabes. Durch
mindestens 15 auf- und ab-Bewegungen am Stab entlang, wahrend dieser rotierte, wurden die
Zellmembranen zerstort ohne die Organellen zu beschadigen. Der Erfolg wurde am Mikroskop
Uberpruft. Es durften keine intakten Zellmembranen mehr sichtbar sein. Lagen nur noch einzelne
Zellbestandteile ohne Zellverband vor, wurde das Homogenisat bei 1500 x g fiir 10 min
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Rdhrchen gegeben. Dieser Uberstand wurde nun bei
10000 rpm fiir 10 min lang zentrifugiert. Das daraus resultierende Pellet stellte die mitochondriale
Fraktion dar, wihrend der Uberstand die zytosolische Fraktion war.

Zur Aufreinigung der zytosolischen Fraktion wurde diese erneut bei 10000 rpm fir 10 min
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Réhrchen gegeben.

Zur Aufreinigung der mitochondrialen Fraktion wurde das Pellet in 1 ml Homogenisierungspuffer
resuspendiert und wiederum bei 10000 rpm 10 min lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen.

Um nun die mitochondrialen Proteine zu isolieren, wurden 50ul RIPA-Puffer zu dem Pellet
gegeben. Nach 30 min wurden die mitochondriale Membran und andere komplexe Bestandteile
der Mitochondrien bei 13000 rpm fiir 30 min pelletiert und der Uberstand als mitochondriales

Proteingemisch in ein neues R6hrchen transferiert.

2.3.11.3. Gel-Elektrophorese und Transfer

Gele, die einen Konzentrationsgradient von 4 — 12 % (NuPage) haben, wurden fiir diese
Experimente verwendet. Die Gele wurden in der passenden Kammer befestigt, die mit Running-
Buffer aufgefiillt wurde. In den Raum zwischen den Gelen wurde zusatzlich noch ein Antioxidant
(NuPage) zugegeben. Die Proben enthielten eine Menge an Proteinen von 5 pg und wurden mit
1,0 pl DTT und 2,5 pl 2 x sample-loading-buffer (NuPage) versetzt. Insgesamt war ein Volumen
zwischen 10 — 20 pl erwiinscht. Die Proben wurden bei 95 ° C fiir 5 min denaturiert und schlielich
auf das Gel geladen. Die erste Tasche war reserviert flir den molecular-weight-protein-standard
(BioRad). Die Elektrophorese war auf 150 V fiir 90 min eingestellt. Danach wurden die Platten, die
das Gel umschlossen, voneinander getrennt. Der obere Teil des Gels, der die Taschen darstellte,
wurde abgetrennt. In die Transferkassette wurden zunachst ein Schwamm und ein Filterpapier
(Whatman) gelegt, worauf die Nitrocellulosemembran (Whatman) und das Gel folgten, wobei das
Gel auf der Seite der Anode liegen muss. Zum Abschluss werden ein weiteres Filterpapier
(Whatman) und ein weiterer Schwamm platziert, die Kassette verschlossen und mit Transfer-

Puffer und 10 % Methanol (NuPage) aufgefillt. In die Kammer auBerhalb der Kassette wurde zur
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Kdhlung Wasser gefillt. Bei 32 V lief der Transfer tGber 70 min. Der Effekt des Transfers wurde

nachher mit Ponceau S Lésung (Sigma) Gberpruft.

2.3.11.4. Inkubation mit Antikdrpern

Fiir jeden Antikorper wurde die ideale Konzentration bestimmt (Tab. 7) und alle weiteren

Experimente damit durchgefiihrt.

Antikorper Konzentration
Anti-B-Actin (Maus) 1:400000
Anti-a-Synuclein (Maus) 1:1000
Anti-Bax (Kalia LV) 1:2000
Anti-Bcl, (Kalia LV) 1:1000
Anti-Maus (Ziege) 1:10000
Anti-Hase (Ziege) 1:10000

Tab. 7: Antikorper und deren Konzentrationen

Nach Ubertragung der Proteine auf das Filterpapier folgte nun die Inkubation mit den
Antikérpern. Zunachst wurden die Membranen dreimal fir 5 min in TBST gereinigt. Folgend
wurde eine 1 %ige Milchlésung in TBST hergestellt und das Filterpapier eine Stunde bei
Raumtemperatur darin geschwenkt. Dies diente der Blockierung der Bindung unspezifischer
Proteine.

Nun wurde die primare Antikorperlosung erstellt. Diese bestand aus 1 %iger Milch geldst in TBST
und den primdren Antikdrpern in der o. g. Konzentration. Die Membranen wurden nun Uber
mindestens 12 h bei 4 ° C darin geschwenkt. Im Anschluss wurde das Filterpapier erneut dreimal 5
min in TBST gereinigt. Jetzt konnte die Losung fur die sekunddren Antikdrper erstellt werden. Die
sekundaren Antikorper wurden danach ausgewahlt, durch welches Tier die primaren Antikorper
gebildet wurden. Wieder wurde eine 1 %ige Milchlésung hergestellt und die sekundaren
Antikorper in einer Verdiinnung von 1:10000 hinzugegeben. Es erfolgte die Inkubation lber eine

Stunde bei Raumtemperatur.

2.3.11.5. Chemilumineszenz

Zur Darstellung der Proteine erfolgte nun die Markierung der sekundaren Antikdrper mit
Meerrettich-Peroxidase. Diese ist in einer Losung des Kits fiir die Durchfliihrung der
Chemilumineszenz enthalten. Die zweite Losung enthalt Luminol, welches durch die Peroxidase

aktiviert wird und so Licht emittiert.
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In der Durchfiihrung wurden beide Lésungen zu gleichen Teilen miteinander vermischt und die
Membranen fir 1,5 min bei Raumtemperatur darin inkubiert. Zuvor wurden sie erneut dreimal fir
je 5 min in TBST gereinigt.

Auch nach der Inkubation wurden die Membranen wieder gewaschen.

Nun konnte die Entwicklung der Filme mit unterschiedlichen Expositionszeiten in der

Dunkelkammer beginnen. Dort entstanden Fotographien der Membranen.

2.3.11.6. Quantitative Analyse der Banden

Zur quantitativen Analyse der Banden wurde eine Software namens total-lab-software

verwendet.

2.3.12. Auswertung/Statistik

Zur Ermittlung des Signifikanzniveaus wurde der t-Test verwendet.

Die Berechnungen der Sensitivitat und Spezifitat am LC erfolgten mithilfe der Vierfeldertafel (Tab.

8).
Mutation Keine Mutation

Positiv getestet A B A+B

Negativ getestet C D C+D
A+C B+D 2

Tab. 8: Vierfeldertafel zur Berechnung der Sensitivitdt und Spezifitat

Sensitivitait = A / (A + C)
Spezifitat=D / (B + D)
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3. Ergebnisse

Zunachst werden die Ergebnisse der genetischen Analyse beschrieben (Kap. 3.1), im Anschluss die
der Proteinanalyse (Kap 3.2). Die angegeben Sequenzlokalisationen wurden nach folgenden
Referenzsequenzen  ermittelt:  genomisch NG_009054.1, kodierend NM_022089.2,
Proteinsequenz NP_071372.1. Alle Ergebnisse wurden zum Beweis der Reproduzierbarkeit

mindestens dreimal wiederholt.

3.1. Ergebnisse der genetischen Analyse

Im folgenden Abschnitt werden die Auswahl der Patienten, Probleme der Methoden und die
Ergebnisse der Sequenzanalyse vom ATP13A2-Gen zusammen mit der statistischen Auswertung
beschrieben. Das Ziel der genetischen Analyse war vor Allem die Etablierung einer Screening-
Methode, das Auffinden von unbekannten Mutationen, von Missense-Mutationen in der Libecker
Population, aber auch die statistische Auswertung hinsichtlich der Haufigkeit von single-
nucleotide-polymorphisms (SNPs).

Die zu untersuchenden Proben (n = 622) wurden anhand dessen ausgewadhlt, dass bei den
zugehorigen Patienten die Diagnose MP am UKSH Campus Liibeck gestellt wurde. Weitere
Kriterien, wie Geschlecht, Alter, Erkrankungsalter, Familienanamnese, ethnische Zugehorigkeit

oder Art und Schwere der Symptome wurden bei der Erhebung nicht bericksichtigt.

3.1.1. Schmelzkurvenanalyse am Light-Cycler®

Zu Beginn sollte die Schmelzkurvenanalyse am LC etabliert werden. Hierbei handelt es sich um
eine Methode, die zunachst eine gewdhnliche PCR durchfiihrt, bei der die dNTPs mit einem
fluoreszierenden Farbstoff gekoppelt sind, der ausschlielich an doppelstrangige DNA bindet. Im
Anschluss an die PCR werden die Proben zunéachst erhitzt, um die Doppelstrange zu l6sen, und
sehr schnell wieder abgekiihlt, damit sich sowohl homozygote als auch heterozygote
Doppelstrange bilden. Diese Doppelstrange werden dann langsam wieder aufgeschmolzen und
mithilfe von Fluoreszenz detektiert. Dabei sollen bei den Proben, die keine Mutation tragen, die
Doppelstrange bei anderen Temperaturen schmelzen, als bei den Proben, die eine Mutation
tragen (Kap. 2.3.7).

Als Voraussetzung fiur diesen Test wurde eine Sensitivitat von 95 % festgelegt.

Bevor die Arbeit am LC beginnen konnte, mussten zunachst die Primer ausgewahlt und etabliert

werden (Kap. 3.1.1.1). Laut Hersteller sollen die amplifizierten Sequenzen nicht gréRer als 400 bp,
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idealerweise kleiner als 250 bp sein. Uberschritt das PCR-Produkt die Lange, wurde es zur Analyse

in zwei Halften geteilt. Die Primer wurden von der Firma Qbiogene® hergestellt.

3.1.1.1. Etablierung der Primer

Zunachst wurde eine PCR unter Standardbedingungen bei einer Annealing-Temperatur von 52 ° C
durchgefiuhrt, um allgemein festzustellen, ob eine PCR-Amplifizierung stattgefunden hat oder
nicht. Daflir wurden die Proben im Anschluss an die PCR-Reaktion auf Agarosegel aufgetragen und
mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Auf diese Weise konnte man die Anzahl der Banden, die

GroRe der Fragmente und die Reinheit der Proben erkennen.
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Abb. 11: Nachweis eines einzelnen PCR-Produkts fiir ein exemplarisches Primer-Paar.

Falls nach einer PCR mit einer Annealing-Temperatur von 52 ° C auf dem Agarosegel keine Banden
zu sehen sind, muss die PCR wiederholt werden, wobei dann Zusatzstoffe, wie DMSO, Betain oder
Formamid, die die PCR unterstltzen sollen, dem Reaktionsgemisch beigefligt werden. Die
verschiedenen Zusatzstoffe werden in unterschiedlichen Konzentrationen beigemischt, bis eine
Bande auf dem Agarosegel zu sehen ist. Des Weiteren kann man auch die Konzentrationen der
DNA oder der Primer verandern.

Nachdem auf dem Agarosegel Banden zu sehen waren, wird eine Gradienten-PCR durchgefiihrt
um die optimale Annealing-Temperatur zu ermitteln. Dabei wird fiir jede Probe eine andere
Annealing-Temperatur festgelegt. Die Temperaturspanne wird manuell eingestellt. Auch diese
PCR-Produkte werden auf Agarosegel aufgetragen. Die optimale Temperatur ergibt sich aus der
hochsten Temperatur, bei der eine ausreichend dicke Bande mit der richtigen FragmentgroRRe zu

erkennen ist (Abb. 12).
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Abb. 12: Gradienten-PCR zur Ermittlung der optimalen Annealing-Temperatur
(hier 67 ° C).

Damit ist die Etablierung fiir die allgemeine PCR abgeschlossen.

Um nun die PCR auf den LC zu Ubertragen, muss zunadchst eine MgCl,-Titration durchgefiihrt
werden. Dabei werden die Proben mit verschiedenen MgCl,-Konzentrationen von 1,0 - 3,5 umol
versetzt. Im Anschluss an die PCR am LC werden sowohl die Amplifikationskurven betrachtet, als
auch die Proben wieder auf Agarosegel aufgetragen. In der Amplifikationskurve musste ein
deutlicher exponentieller Anstieg dargestellt werden. Die Entscheidung, welche MgCl,-
Konzentration die Optimale ist, ist abhdngig von dem Anstieg der Amplifikationskurve und der

Starke der Bande auf dem Agarosegel.
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Abb. 13: MgCl,-Titration zur Bestimmung der optimalen MgCl,-Konzentration
(hier 2,5 uM).

Allerdings wirft die Etablierung der PCR am LC einige Probleme auf (Kap. 3.1.4). Daher konnte die
Schmelzkurvenanalyse am LC nicht fiir alle Primer-Paare etabliert werden. Die Protokolle der

etablierten Paare sind in Tab. 9 zusammengefasst.
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Exon Annealing-Temperatur (° C) MgCl-Konzentration (uM)
4 61 2,5
5.2 68 2,5
10 64 3,5
11 69 2,5
12 65 2,5
13 63 3,0
16 54 2,5
17 63 3,0
18 56 5,5
20 63 3,0
21-22 65 2,5
23 63 3,5
24 61 3,0
27 61 2,5
28 66 2,0

Tab. 9: PCR-Protokolle am LC fir das Gen ATP13A2

Nur flr 15 Primer-Paare konnte am LC eine gute Amplifikationskurve erreicht werden. Auch nach
Veranderung verschiedener Parameter, wie die Dauer der Temperaturunterschiede,
Herabsetzung der Annealing-Temperatur oder Zugabe von Zusatzstoffen (Betain, Formamid,
DMSO) erbrachte keine Verbesserung. Dadurch konnte keine auswertbare Schmelzkurve erstellt
werden. Fiur die 15 Primer-Paare, die eine gute Amplifikationskurve aufweisen konnten, wurde

nun die Testung der Sensitivitat durchgefiihrt. Dies wird im folgenden Kapitel beschrieben.

3.1.1.2. Testung auf Sensitivitat

Nach Etablierung der Versuchsbedingungen fiir die PCR am LC wurden Analysen mit den zu
analysierenden Proben durchgefiihrt. In den ersten Ansidtzen wurden vier Proben mit
unbekannten genetischen Status, sowie mindestens eine, die keine Mutation im ATP13A2-Gen
tragt und - wenn vorhanden - auch Proben, die bekannte SNPs tragen, analysiert. Die Kontroll-
Proben wurden den schon vor dieser Arbeit analysierten Proben der spanischen Population (Tab.
17) entnommen.

Das Ziel war, eine gut auszuwertende Schmelzkurvenanalyse zu erhalten. Darin sollten sich die
Wildtyp-Probe und die SNP-tragende Probe hinsichtlich ihres Schmelzverhaltens unterscheiden.
Die Proben, deren genetischer Status noch unbekannt war, sollten sich den anderen
Schmelzkurven zuordnen oder andere Schmelzkurven bilden. Leider konnte eine
Schmelzkurvenanalyse nach den o. g. Vorgaben ausschlieBlich fir Exon 5.2, 11, 17 und 20

reproduzierbar etabliert werden. Die weitere Auswertung wird im folgenden Kapitel beschrieben.
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3.1.1.3. Auswertung der Schmelzkurve

Nachdem fir die Exons die zugehorigen Primer hinsichtlich der Annealing-Temperatur und der
MgCl,-Konzentration etabliert wurden, sowie eine Sensitivitdt von 95 % erreicht wurde, beginnen
nun die Analysen aller Proben. Dafiir werden die Schmelzkurvenanalysen am Ende des Laufs
betrachtet. Als Referenz wird in jeder Versuchsreihe auch eine Probe analysiert, die schon nach
Sanger sequenziert wurde und keine genetischen Veranderungen tragt. AuRerdem werden allen
Proben auch Wildtyp-DNA in einer Konzentration von 3,75 % zugemischt, damit Proben mit
homozygoten Mutationen besser in der Schmelzkurvenanalyse auffallen, weil sich durch diese
Beimischung auch heterozygote Doppelstrange vor der Aufschmelzung bilden. Dadurch soll der
Unterschied im Schmelzverhalten zwischen Wildtypen und homozygoten Mutationstragern
verstarkt werden.

Anhand der Schmelzkurve kénnen nun verschiedene Gruppen von Proben abgelesen werden, die
sich hinsichtlich der Schmelztemperaturen unterscheiden. Dabei handelt es sich um eine Gruppe,
die die Wildtypen darstellt und eine oder mehrere weitere Gruppen, die sich von den Wildtypen

unterscheiden.
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/7' heterozygot
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Abb. 14: (a) Darstellung der Schmelzkurve (exemplarisch fiir Exon 20). Erkennbar sind
zwei verschiedene Schmelzpunkte; (b) Auswertung der Schmelzkurve. Die heterozygoten
Mutationstriger werden deutlich von den homozygoten Wildtypen abgehoben. Die
homozygote Gruppe beinhaltet einen bekannten Wildtyp, die heterozygote einen
bekannten SNP.

Das Ergebnis dieser Methode ist die Differenzierung zwischen Proben, die den Wildtypen
entsprechen und damit nicht weiter analysiert werden missen und den Proben, die anders
aufschmelzen als die Wildtypen und deshalb genauer untersucht werden sollten.

Die Analyse von Exon 17 wurde abgebrochen, da auf diesem Exon ein SNP (rs2076603,
g.24413C>G, g.24413C>T, g.24413C>A, ¢.2005C>G, ¢.2005C>T, ¢.2005C>A, p.Pro605Pro) mit einer
Haufigkeit von 68,622 % in der Allgemeinbevolkerung (UCSC) liegt.

Auf diese Weise konnten fiir jedes der drei Primer-Paare Proben ermittelt werden, deren

Schmelzverhalten sich von Wildtypen unterschied (Tab. 10).
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Exon Absolute Anzahl Relative Anzahl (%)
5.2 39 6,27

11 38 6,11

20 318 51,13

Tab. 10: Absolute und relative Anzahl (bezogen auf die Gesamtanzahl von n = 622) der
Proben, die sich im Schmelzverhalten von einem bekannten Wildtyp am LC unterschieden.

Wiesen Proben Unterschiede im Schmelzverhalten im Gegensatz zum Wildtyp auf, schloss sich
eine Sequenzanalyse nach Sanger an (Kap. 2.3.6) (Sanger et al., 1977). Damit ist eine genaue
Darstellung der Basenfolge des untersuchten Genabschnitts moglich. Dieses wird im Folgenden

erlautert.

3.1.1.4. Vollstiandige Sequenzanalyse der Light-Cycler®-Proben

Um die Proben, die in der Schmelzkurvenanalyse anders als die Wildtypen gruppiert wurden,
genauer zu untersuchen, wurde eine Sequenzanalyse nach Sanger durchgefihrt (Sanger et al.,
1977). Dafur wurden diese Proben erneut amplifiziert und nach Kopplung an fluoreszierende

ddNTPs mittels eines Sequenzer (Applied Biosystems®) bestimmt.
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Abb. 15: Teil der Sequenz von Exon 11 in ATP13A2 nach Sequenzanalyse

Die ermittelten Sequenzen wurden mit einer Sequenzanalyse-Software (Mutation-Surveyor® und
ChromasLite®) auf Abweichungen vom Wildtyp analysiert.

Die Ergebnisse der analysierten Exons sind in den folgenden Tabellen aufgefiihrt.

. . rs55979991
Proben durch LC detektiert Proben, die SNP tragen £.12213C5T
Synonyme Variante
Funktion der SNPs c.643C>T
p.Ser151Ser
Absolute Anzahl 39 0 0
Relative Anzahl (%) bezogen auf
622 Proben 6,27 0 0
R.eIatlver Anteil (%) bezoger.1 auf 100 0 0
die Proben durch LC detektiert
Anteil in der Allgemein-
n.a. <1 <1

bevolkerung (UCSC) (%)

Signifikanzniveau zw.

Allgemeinbevolkerung und n. a. 0,157 0,157
Lubecker Patientenkollektiv

Tab. 11: Sequenzanalyse Exon 5.2 im Gen ATP13A2 (Signifikanzniveau 5 %)
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Die Analyse von Exon 5.2 ergab 39 auffallige Proben hinsichtlich ihres Schmelzverhaltens. Eine

Veranderung der Gensequenz konnte allerdings in keiner dieser Proben ermittelt werden. Die

Sensitivitat konnte leider nicht sicher getestet werden, da keine mutationstragende Probe dieser

Arbeit zur Verfliigung stand. Die errechnete Spezifitat betragt 93,73 %.

Funktion der SNPs

Absolute Anzahl
Relative Anzahl (%) bezogen
auf 622 Proben

Relativer Anteil (%)bezogen
auf die Proben durch LC
detektiert

Anteil in der Allgemein-
bevolkerung (UCSC) (%)

Signifikanzniveau zw.

Allgemeinbevélkerung und
Lubecker Patientenkollektiv

Proben durch LC
detektiert

Proben, die SNP
tragen

cad

0,523

rs17855550
g.16844A>G
Missense-Variante
¢.1155A>G
p.GIn322Arg

0

0

<1

0,157

rs56290406
g.16884C>T
Synonyme Variante
¢.1195C>T
p.Ala335Ala

38 (davon ho 8; het
30)

6,11 (davon ho 1,29;
het 4,82)

100 (davon ho 21,05;
het 78,95)

3,946

0,523

Tab. 12: Sequenzanalyse Exon 11 im Gen ATP13A2 (Signifikanzniveau 5 %)

Fur Exon 11 konnten 38 Proben hinsichtlich ihres Schmelzverhaltens detektiert werden und alle

diese Proben tragen die synonyme Variante rs56290406 (g.16884C>T, ¢.1195C>T, p.Ala335Ala).

Daher konnte zusatzlich zu der vorausgesetzten Sensitivitdt von 95 % eine Spezifitdt von 100 %

errechnet werden.

Proben
durch LC
detektiert
Funktion der SNPs
Absolute Anzahl 318
Relative Anzahl (%)
bezogen auf 622 51,13
Proben
Relativer Anteil (%)
bezogen auf die
Proben durch LC 100
detektiert
Anteil in der Allge-
meinbevolkerung n. a.
(UCSC) (%)
Signifikanzniveau zw.
Allgemeinbevolker- N a

ung und Libecker
Patientenkollektiv

Proben, rs17852747

die SNP  g.25099C>T

tragen
Synonyme
Variante,
€.2345C>T
p.Leu719Leu

200 0

32,15 0

62,89 0

ca 30 <1

0,520 0,157

rs138294777
§.25257G>A

Intron-
Variante

<1

0,157

rs56010635
8.25331C>T

Intron-
Variante

<1

0,157

rs56359655
g.25353C>G

Intron-
Variante

1,240

0,104

rs55633553 rs2076604
g.25355C>T  g.25359A>G
Intron- Intron-
Variante Variante
200 (davon
0 ho 20; het
180)
32,21 (davon
0 ho 3,05; het
28,94)
62,89 (davon
0 ho 6,29; het
56,60)
<1 29,607
0,157 0,381

Tab. 13: Sequenzanalyse Exon 20 im Gen ATP13A2 (Signifikanzniveau 5 %)

Innerhalb von Exon 20 konnten 318 Proben hinsichtlich ihres Schmelzverhaltens erkannt werden.

Davon tragen 200 Proben eine Intron-Variante (rs2076604, g.25359A>G), die (ibrigen beinhalten

die Wildtyp-Sequenz. Daraus ergibt sich fiir diesen Test eine Spezifitdt von 72,04 %.
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Hinsichtlich der Haufigkeit der SNPs konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen dem
Libecker Patientenkollektiv und der Allgemeinbevélkerung mithilfe des t-Tests berechnet
werden.

Im nachsten Kapitel werden nochmals alle Probleme der Schmelzkurvenanalyse

zusammengefasst.

3.1.1.5. Probleme der Schmelzkurvenanalyse

Wie in Kap. 3.1.1.1 und 3.1.1.2 erwahnt, stellen sich mehrere Probleme hinsichtlich der
Schmelzkurvenanalyse dar, wodurch die Untersuchung mancher Exons auf diesem Wege
erschwert wird. Ein Problem stellt die Umstellung von einem gewdhnlichen Cycler auf den LC dar,
weil der LC schneller die Temperaturen wechselt. Deswegen kann es passieren, dass am LC, trotz
guter Amplifikation am gewdhnlichen Cycler, kein PCR-Produkt auf dem Agarosegel zu sehen ist.
In manchen Fallen kann eine Verldangerung der Heiz- und Kiihlzeiten oder der Amplifikationsdauer
helfen.

Auch bei guter Amplifikation konnten manche der Exons nicht ausgewertet werden, da sich in der
Schmelzkurve keine Unterschiede im Schmelzverhalten zwischen schon bekannten
Variationstragern und nicht-Variationstragern zeigten. Damit ist die Vorgabe der Sensitivitdt von
95 % nicht erfillt. Daraufhin wurde das Projekt ,Die Etablierung eines Screening-Verfahrens zur
Detektion von ATP13A2-Mutationen” fiir die restlichen 25 Primer-Paare abgebrochen und die

folgende Untersuchung begonnen.

3.1.2. Sequenzanalyse der Liibecker Proben zur kompletten Sequenzierung

Aufgrund der aufgetretenen Problematik in der Analyse am LC, wie im vorangegangen Kapitel
(Kap. 3.1.1.5) beschrieben, wurde ein Patientenkollektiv erstellt, welches die Parameter
Erkrankungsalter < 39 und/oder Demenz (MOCA-Score < 26, Abb. 35) erfillt (Kap. 2.1.2). Nach der
Etablierung der Primer-Paare unter Standardbedingungen und Gradienten-PCR (Tab. 15), wurde
die Sequenzanalyse nach Sanger durchgefiihrt. Die Auswertung der Sequenzen erfolgte mittels
Mutation-Surveyor® und Chromaslite®. In-silico-Proteinanalysen wurden mithilfe der
Datenbanken PROVEANv1.1 (Protein-Variation-Effect-Analyzer v1.1) und Uniprot durchgefiihrt.
Fiir die in den Proben ermittelten SNPs wurden die Haufigkeiten berechnet. Im Anschluss erfolgte
der Vergleich der Haufigkeiten zwischen dem Libecker Patientenkollektiv und der

Allgemeinbevodlkerung durch Berechnung des Signifikanzniveaus unter Verwendung des t-Tests.
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Eine Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Analyse ist in der folgenden Tabelle (Tab. 14)

aufgefiihrt.
Exon SNP Funktion i Anzahl Allgemeinbevélkerung 8 . 8
Anzahl homozygot (%) (UCSC) (%) und Liibecker
° ° Patientenkollektiv
rs56047197 Upstream-
1 g.4964C>T Gen- 37 0 39,36 38,958 p=0,959
Variante
g.11399A>G Svnonvme
3 €.322A5G ynony 1 0 1,06 0,400 p=0,158
Variante
p.Pro44Pro
rs41273155 Intron-
4 g.11988C>G Variante 3 0 319 3,922 p=0,302
rs56327781 Intron-
/ g.14693A>G Variante 4 1 4,26 1,910 p=0,267
rs140087527 Intron-
10 g.16712G>T Variante 1 0 1,06 1,140 p=0,965
rs56290406
g.16884C>T Synonyme _
1 ¢.1195C>T Variante 8 0 851 3,946 p=0,194
p.Ala335Ala
rs9435736 Intron- _ 18
12 £.19975A5G Variante 47 28 51,08 19,100 p =2,136x10
rs55682704 Intron- _ 8
12 g.20056_20056insC  Variante 16 16 17,02 <1 P =1,348x10
Unbekannt Missense-
g.20631C>G Variante
14 .1487C>G 1 0 1,06 n.a n.a
p.Ser433Val Neutral
rs56351817
g.23165C>T Synonyme _
1 CisoacsT Variante 0 1,06 <1 p=0,965
p.Pro538Pro
rs2076603
g.24413C>G
g.24413C>T
£.24413C>A Synonyme _
17 e 2005C5G Variante 65 26 69,15 68,622 p =0,955
€.2005C>T
€.2005C>A
p.Pro605Pro
Unbekannt Intron-
19 g.24939C>T Variante 0 213 n-a n-a
rs2076604 Intron-
20 g.25359A>G . 33 2 35,11 29,607 p =0,450
Variante
rs9435662
g.28482C>T Synonyme _
24 €.2827C5T Variante 55 12 69,15 60,551 p=0,186
p.Gly879Gly
rs3738815
g.28722G>A Synonyme _
25 ¢ 2980G>A Variante 27 2 28,30 22,997 p =0,004
p.Ser930Ser
Tab. 14: Zusammenfassung der Ergebnisse der Sequenzanalyse des Liibecker

Patientenkollektivs fiir das Gen ATP13A2. Alle darin detektierten Genvarianten werden
hier aufgefiihrt. Bisher unbekannte Genvarianten und signifikante Unterschiede
(Signifikanzniveau 5 %) zwischen dem Liibecker Patientenkollektiv und der Allgemein-
bevdlkerung (nach UCSC) wurden hervorgehoben (Fortsetzung nachste Seite).
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Fortsetzung Tab. 14

Exon SNP Funktion i Anzahl Allgemeinbevélkerung 8 . 8

Anzahl homozygot %) (UCSC) (%) und Liibecker
¢ Patientenkollektiv

rs761421
g.29770G>A Synonyme _

26 e 3160G>A Variante 57 18 60,64 60,016 p=0,928
p.Val990oval
rs55885047 Intron-

26 £.29907C>T Variante 6 2 6,38 1,822 p=0,126
Unbekannt Missense-
g.29784T>C Variante

26 .3174T>C 1 0 1,06 n. a. n.a.
p.Alag95Val Pathogen
rs7531163 Intron-

27 4.29970C>T Variante 33 4 35,11 29,400 p=0,365
rs9435659
g.30081C>T Synonyme _

27 .3382C>T Variante 43 18 45,74 39,373 p =0,067
p.Alal064Ala
rs2076605 Intron-

28 2.30267C>T Variante 56 20 59,57 36,066 p = 0,0009
Unbekannt Missense-
g.30403C>T Variante

28 €.3532C>T 1 0 1,06 n.a. n.a.
p.Thri1ld4ile Neutral
rs3170740 Missense-
g.30681G>A Variante _

29 .3706G>A 64 21 68,09 35,498 p =0,00015
p.Alal172Thr Neutral

Insgesamt wurden vier bisher unbekannte Genvariationen detektiert. Es handelt sich um drei
Missense-Varianten und eine Intron-Variante. Diese werden im Folgenden im Detail chronologisch
beschrieben.

Eine der unbekannten Missense-Varianten befindet sich in Exon 14 auf Position g.20631C>G,
c.1487C>G, p.Ser433Val. Es kommt zu einer Veranderung der Proteinsequenz, da fir Valin anstatt
fiir Serin codiert wird. Diese Variante wird in den in-silico-Proteinanalysen als neutral und nicht

pathogen gewertet.
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Abb. 17: Darstellung der unbekannten Missense-Variante g.20631C>G, ¢.1487C>G,
p.Ser433Val in heterozygoter Form in Exon 14 in ATP13A2 (Probe L-1193) (J/).

Fiir Exon 19 wurde eine bisher unbekannte Intron-Variante in zwei der hier analysierten Proben
entdeckt (L-339, L-3037). Diese befindet sich auf Position g.24939C>T und liegt zwischen Exon 19

und Exon 20, nahe an Exon 19. Auf Genomebene wird Cytosin gegen Thymin ausgetauscht.
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Abb. 18: Darstellung der unbekannten Intron Variante g724939C>T7miheterozygoter Form
hinter Exon 19 in ATP13A2 (Probe L-339) ({).

In Exon 26 wurde eine weitere bisher unbekannte Genvariation mit einer Missense-Funktion auf
Position g.29784T>C, ¢.3174T>C, p.Ala995Val detektiert. Die genetische Sequenz wird durch
Austausch von Thymin gegen Cytosin und die Proteinsequenz durch Austausch von Valin gegen

Alanin verandert. Nach in-silico-Proteinanalysen ist diese Mutation pathogen.

Abb. 19: Darstellung der unbekannten Mlssense Variante (g 29784T>C c.3174T>C,
p.Ala995Val) in heterozygoter Form in Exon 26 in ATP13A2 (Probe L-3029) (V). Zuséitzlich
ist in dieser Sequenz die synonyme Variante rs761421 (g.29770G>A, ¢.3160G>A,
p.Val99oVval) enthalten (*).

Die vierte bisher unbekannte Mutation konnte in einer der hier analysierten Proben in Exon 28
auf Position g.30403C>T, ¢.3532C>T, p.Thrl114lle entdeckt werden. Diese tauscht Thymin gegen
Cytosin auf der Ebene der Gensequenz aus. Daraus resultierend kommt es zu einer Veranderung
der Proteinsequenz, anstatt Threonin wird die Aminosdure Isoleucin codiert. Diese ist nach in-

silico-Proteinanalysen neutral und hat daher keinen Krankheitswert.
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Abb. 20: Darstellung der unbekannten Missense- Varlante g. 30403C>T c.3532C>T,
p.1114Thr>I|e in heterozygoter Form in Exon 28 in ATP13A2 (Probe L-368) ({).
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Nur eine bekannte Missense-Mutation rs3170740 (g.30681G>A, ¢.3706G>A, p.Alall72Thr) in
Exon 29 konnte im Libecker Patientenkollektiv detektiert werden. Diese Genverdnderung tragen
21 Proben in homozygoter Form (L-1551, L-1826, L-1899, L-1988, L-3030, L-3041, L-3047, L-305,
L-306, L-3301, L-3305, L-3366, L-3378, L-3391, L-396, L-4023, L-503, L-561, L-563, L-616, L-874).
Der Anteil der betroffenen Proben innerhalb des Kollektivs, welches in dieser Arbeit untersucht
wurde, ist signifikant hoher als der Anteil der Mutationstrager in der Allgemeinbevolkerung
(p = 0,00015). Allerdings ist diese Missense-Mutation nach in-silico-Proteinanalysen benigne und
hat keinen Krankheitswert.

In dem Lubecker Patientenkollektiv wurden finf SNPs ermittelt, die signifikant haufiger im
Vergleich zur Allgemeinbevélkerung vorkommen. Im Detail handelt es sich um die Intron-Variante
rs9435736 (Exon 12, g.19975A>G), die Intron-Variante rs55682704 (Exon 12, g.20056_20056insC),
die synonyme Variante rs3738815 (Exon 25, g.28722G>A, ¢.2980G>A, p.Ser930Ser, p = 0,011), die
Intron-Variante rs20776605 (Exon 28, g.30267C>T, p = 0,0009) und die Missense-Variante
rs3170740 (Exon 29, g.30681G>A, c.3706G>A, p.Alal172Thr, p = 0,00015).

Alle in diesem Kapitel ermittelten Auffilligkeiten werden im néachsten Kapitel nochmal

zusammengefasst.

3.1.2.1. Ermittelte Variantentrager

In der Schmelzkurvenanalyse wurden keine Trager von homozygoten oder gemischt-
heterozygoten pathogenen Missense-Varianten detektiert.

Unter dem Patientenkollektiv zur kompletten Sequenzanalyse (Kap. 2.1.2) konnten 23 Trager von
Missense-Varianten ermittelt werden. Davon sind zwei Proben gemischt-heterozygot (L-1193,
L-3029), 20 Proben homozygot (L-1551, L-1826, L-1899, L-1988, L-3030, L-3041, L-3047, L-305,
L-306, L-3301, L-3305, L-3366, L-3378, L-3391, L-396, L-4023, L-503, L-561, L-563, L-616, L-874)
und eine Probe homozygot und gemischt-heterozygot (L-3030).

L-1193 tragt die bisher unbekannte Missense-Mutation in Exon 14 (g.20631C>G, c¢.1487C>G,
p.Leu433Val) und die bekannte Missense-Mutation in Exon 29 (rs3170740, g.30681G>A,
c.3706G>A, p.Alal172Thr), jeweils in heterozygoter Form.

Die unbekannte Missense-Mutation in Exon 26 (g.29784T>C, c.3174T>C, p.Ala995Val) und die
bekannte Missense-Mutation in Exon 29 (rs3170740, g.30681G>A, c.3706G>A, p.Alal172Thr)
konnten zusammen in Probe L-3029 nachgewiesen werden. Auch hier liegen beide
Genveranderungen in heterozygoter Form vor.

Fiir die bekannte Missense-Mutation in Exon 29 (rs3170740, g.30681G>A, ¢.3706G>A,

p.Alal172Thr) konnten 21 Proben mit homozygoter Genverdnderung ermittelt werden (Kap.
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3.1.2). Eine dieser Proben (L-3030) tragt zusatzlich eine heterozygote Missense-Mutation in
Exon 28 (g.30403C>T, ¢.3532C>T, p.Thrllldlle).

Zusammengefasst muss gesagt werden, dass keine dieser Proben eine pathogene Mutation tragt.
Die einzige Genvariante, die einen pathogenen Wert hat, befindet sich in Exon 26 (g.29784T>C,
¢.3174T>C, p.Ala995Val) und liegt heterozygot vor. Die Probe L-3029 tragt keine weitere

pathogene Mutation ist somit genotypisch nicht am Kufor-Rakeb-Syndrom erkrankt.

Damit ist Ergebnisteil des genomischen Projekts abgeschlossen. Im Folgenden werden die

Ergebnisse der Analysen hinsichtlich des Zelltods bei MP geschildert.

3.2 Ergebnisse zur Proteinanalyse

In dieser Arbeit sollten Unterschiede zwischen humanen Fibroblasten erarbeitet werden, die
Mutationen in einem mit MP assoziierten Gen tragen, und humanen Fibroblasten, die keine
Mutation in einem der bekannten mit MP assoziierten Gene tragen. Dazu wurden humane
Fibroblasten in Bezug auf ihre Morphologie, ihr Sterbeverhalten und ihre Proteinexpression

analysiert.

3.2.1. Morphologie der humanen Fibroblasten

Zur experimentellen Nutzung wurden humane Fibroblasten aus einem Hautbiopsat kultiviert
(Abb. 21). Anhand der Morphologie lieRen sich keine Unterschiede erkennen. Hinsichtlich ihres

Zytoplasmas, der KerngroRe und ihrer Form waren die Fibroblasten in der Kultur ahnlich.

B6

Abb. 21a/b/c/d: Zellkultur: Kultivierte menschliche Fibrobla{sten von verschiedenen
Mutationstrigern (B2, B3) und Kontrollen (B5, B6). Morphologisch sind keine
Unterschiede ersichtlich (VergroRerung: 10um).
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3.2.2. Analyse des Sterbeverhaltens der Fibroblasten

Aufgrund der Tatsache, dass die Pathologie des MP auf der Degeneration der dopaminergen
Neuronen beruht (Kap. 1.2), wurde das Sterbeverhalten der Fibroblasten untersucht. Zur Analyse

wurden der Tripan-blue-exclusion-Assay und die Laktat-Dehydrogenase-Messung angewandt.

3.2.2.1. Tripan-blue-exclusion-Assay

Zu Beginn der experimentellen Reihe stand die Uberpriifung der Lebensfihigkeit der humanen
Fibroblasten mittels Tripan-blue-exclusion-Assay (Abb. 22). Im Rahmen dieser Analyse wurde
zunachst die Anzahl der toten Zellen im Verhéltnis zu der Anzahl der lebenden Zellen gesetzt und
die Mutationstrager mit den Nicht-Mutationstragern verglichen. In einem zweiten Versuchsansatz
wurden die Fibroblasten vor der Durchfiihrung des Tripan-blue-exclusion-Assays mit oxidativem
Stress behandelt. Dazu wurde Wasserstoffperoxid (H,O,) verwendet, welches durch
Radikalbildung das zelluldre Gleichgewicht stort.

Die Ergebnisse der beiden Versuchsreihen werden im Folgenden beschrieben und ausgewertet.

120 + |:| Lebende Fibroblasten

100 ] I | 1

80 |:| Tote Fibroblasten

60 +

40 1

.

20 +

0 - B

B6 B6+H,0, B4 B4+H,0,

Anzahl der Fibroblasten (%)

Abb. 22: Tripan-blue-exclusion-Assay. In der Lebensfihigkeit der Zellen unter
Standardbedingungen fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
Mutationstragern im Parkin-Gen (B4) und Nicht-Mutationstrigern (B6). Nach Behandlung
mit H,0, war der Anteil der toten Fibroblasten bei den Mutationstragern im Parkin-Gen
wesentlich hoher als bei den Nicht-Mutationstrdgern (p < 0,001).

Aus den in diesem Diagramm dargestellten Versuchsergebnissen geht hervor, dass es unter
Standardbedingungen keine signifikanten Unterschiede im Uberleben der Fibroblasten von
Mutationstrdagern und Nicht-Mutationstragern gibt. Allerdings konnte nach einer Exposition mit
zytotoxischen Stoffen, wie in diesem Falle H,0,, ein vermehrtes Uberleben der Fibroblasten in den

Nicht-Mutationstragern im Vergleich zu den Mutationstragern erkannt werden.
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3.2.2.2. Laktat-Dehydrogenase-Messung

Um das vorausgegangene Experiment zu vertiefen, wurde eine Analyse zum Sterbeverhalten der
Fibroblasten mittels einer LDH-Messung durchgefiihrt. Die LDH ist auch in der Klinik einer der
wichtigsten Parameter fiir den Zelltod. Sobald Zellen, gleich welcher Art, zugrunde gehen, wird die
LDH in das umliegende Medium freigesetzt und kann mithilfe von photospektrometrischen
Untersuchungen detektiert werden.

Das folgende Diagramm zeigt eine LDH-Messung, die an unbehandelten Fibroblasten

durchgefihrt wurde.

1,2

1

0,8

0,6

0,4

0,2

0 -

Abb. 23: LDH-Messung unter Normalbedingungen. Hier lag kein signifikanter Unterschied
(p = 0,80) zwischen Mutationstragern und Nicht-Mutationstriagern im Sterbeverhalten der
Fibroblasten hinsichtlich der LDH-Konzentration im extrazellulairen Medium vor.

Mit Hilfe der statistischen Auswertung konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
Mutationstragern und Nicht-Mutationstragern festgestellt werden.

Aufgrund der Ergebnisse des Tripan-blue-exclusion-Assays wurde die LDH-Messung nach
Behandlung mit oxidativem Stress mittels H,0,, Paraquat und Chloroquin durchgefiihrt.

u B1 nach 1min

0,8
’ B 51 nach 3h

u B1 nach 6h
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|
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|
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Abb. 24: LDH-Messung nach Behandlung mit H,0,. Es zeigte sich ein signifikanter
Unterschied der erh6hten LDH-Konzentration, nach 3 h (p = 0,0008) und nach 6 h (p =
0,037) H,0,-Exposition, bei homozygoten Mutationstrigern im Vergleich zu Nicht-
Mutationstrdagern. In den Zeitintervallen 1 min (p = 0,105) und 24 h (p = 0,999) wurden
keine signifikanten Unterschiede ermittelt. Zwischen den LDH-Konzentrationen des
heterozygoten Mutationstragers und der Nicht-Mutationstrdger konnten ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
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Der oxidative Stress durch Paraquat und Chloroquin erbrachte keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich der LDH-Konzentration im extrazellularen Medium. Nach Inkubation mit H,0, starben

signifikant mehr Fibroblasten, die eine homozygote Parkin-Mutation tragen (Abb. 24).

3.2.3. Expression von a-Synuclein in humanen Fibroblasten mit Mutationen im Parkin-Gen

Aufgrund der vorausgegangenen Ergebnisse wurde nach Unterschieden auf molekularer Ebene,
zwischen Mutationstrdagern im Parkin-Gen und Nicht-Mutationstragern, gesucht.

Als ein bekanntes Protein, welches mit MP assoziiert ist, wurden die Analysen zunachst auf
a-Synuclein konzentriert. Mittels Westernblot-Analysen sollten die verschiedenen humanen
Fibroblasten auf a-Synuclein untersucht werden.

Zu Beginn wurde die Methode hinsichtlich des Antikorpers gegen a-Synuclein optimiert, indem
die Spezifitat und die optimale Proteinkonzentration des zu untersuchenden Homogenisats
getestet wurden (Abb. 25). Zur Inkubation mit dem primaren Antikdrper (a-Synuclein) wurde eine
Antikorperkonzentration von 1:1000 verwendet. Die Losung wurde aus TBST mit 1 % Milchpulver

hergestellt.

2,5ng
5,0ng

B-Actin s

a-Synuclein 4

Abb. 25: Westernblot-Analyse zur Testung der Antikérperspezifitdit von a-Synuclein in
heterozygoten Mutationstrigern im Parkin-Gen (B1). Es wurden drei verschiedene
Proteinkonzentrationen verwendet (2,5 ng, 5,0 ng, 10,0 ng). Es ist zu erkennen, dass bei
steigender Proteinkonzentration das Signal von B-Actin und von a-Synuclein starker wird.
Bei 2,5 ng Proteingemisch konnte kein a-Synuclein nachgewiesen werden. Bei 5,0 ng ist
eine schwache Bande von a-Synuclein zu erkennen. Bei 10,0 ng sind eine starke Bande
von a-Synuclein aber auch mehrere unspezifische Banden erkennbar.

Das Ergebnis dieses Experiments war, dass gute Resultate fiir a-Synuclein erzielt werden kdnnen,
wenn 5,0 ng Proteingemisch bei einer Antikdrperverdiinnung von 1:1000 in 1 % Milch in TBST
verwendet werden. Auf dieser Erkenntnis basierend wurden in den folgenden Versuchsreihen

5,0 ng Proteingemisch verwendet.
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Allerdings zeigten sich im weiteren Verlauf - auch unter diesen optimierten Versuchsbedingungen
- immer wieder unspezifische Banden von a-Synuclein (Abb. 26), weswegen in den spateren
Experimenten stets die Membran nach dem Transfer unterhalb der Bande von B-Actin (42kD)
durchtrennt wurde. Dadurch konnten Resultate mit einer hdéheren Spezifitat fiir a-Synuclein

erzielt werden.
B6 B4 B3 B2
Unspezifische Banden von . . '. '
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Abb. 26: Westernblot-Analyse: Unspezifische Banden von a-Synuclein, die sowohl bei
Fibroblasten mit einer Mutation im Parkin-Gen (B2, B3, B4) auftraten, als auch bei
Fibroblasten ohne eine Mutation im Parkin-Gen (B6). Um zu verhindern, dass durch die
unspezifische Bindung der Antikérper ein verfdlschtes Ergebnis entsteht, wurden die
Membranen nach dem Transfer unterhalb der B-Actin-Bande durchtrennt und somit ein
besseres Resultat erreicht.

3.2.3.1. Nachweis von a-Synuclein in Parkin-Mutationstragern im Vergleich zu Kontrollen

Nachdem es moglich war a-Synuclein in humanen Fibroblasten nachzuweisen, wurden
Fibrobasten, die eine Mutation im Parkin-Gen tragen, mit Fibroblasten, die keine Mutation im
Parkin-Gen tragen, verglichen. a-Synuclein war nur in den Fibroblasten nachweisbar, welche eine

Mutation im Parkin-Gen tragen (Abb. 27).

B1 B3 B7 B5 w1
o
a-Synuclein i
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Abb. 27: Westernblot-Analyse: Expression von a-Synuclein in humanen Fibroblasten. In
den Fibroblasten, die keine Mutation im Parkin-Gen (B5, B7, W1) tragen, war kein a-
Synuclein nachweisbar, wiahrend im homozygoten Mutationstrager (B3) eine ganz klare
Bande zu erkennen ist. Nach einer Expositionszeit von 10 min ist eine schwache Bande
auch bei dem heterozygoten Mutationstrédger (B1) zu erkennen.
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Nachdem gezeigt werden konnte, dass a-Synuclein in Mutationstragern (B1, B3) nachzuweisen ist,
wahrend hingegen Wildtypen (B5, B6, B7) kein a-Synuclein zeigen, stellte sich die Frage, ob die
Starke der Expression bei verschiedenen Mutationen variiert (Abb. 28).
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Abb. 28a/b/c: Westernbot-Analyse: Expression von a-Synuclein in verschiedenen
Mutationen im Parkin-Gen. Die stdrkste Expression von a-Synuclein bei der homozygoten
Punktdeletion (B3) war nach einer Expositionszeit von 30 sec (a) zu finden. Ebenfalls
zeigte sich eine deutliche Bande bei der homozygoten Deletion von Exon 7 (B4). Bei den
anderen beiden Mutationstrdagern lieB sich die Expression von a-Synuclein nach 30 sec
Exposition nicht eindeutig beurteilen. Nach einer Expositionszeit von 60 sec (b) war in
dem gemischt heterozygoten Mutationstrager (B2) eine klare Bande erkennbar. Eine
schwidchere Bande zeigte die Probe mit der heterozygoten Deletion von Exon 7 (B1). In
dem Wildtyp (B6) war weiterhin kein a-Synuclein nachweisbar. Die quantitative Analyse
(c) verdeutlicht oben Genanntes.

Aus dieser Abbildung (Abb. 28) ist ersichtlich, dass die homozygoten Mutationen eine starkere
Expression von a-Synuclein induzieren als heterozygote Mutationen, wobei die homozygoten
Punktdeletionen eine wesentlich kraftigere Bande zeigen als die homozygoten Deletionen von
Exon 7. Die gemischt heterozygote Probe, die auf einem Allel die Punktmutation und auf dem
anderen Allel die Deletion von Exon 7 tragt, halt sich mit der Stirke der Expression von
a-Synuclein zwischen den homozygoten und den heterozygoten Mutationstragern.

Zusammenfassend gibt es tatsdchlich Unterschiede in der Starke der Expression von a-Synuclein

abhangig von der Art der Mutation im Parkin-Gen.

3.2.3.2. Zelluldre Lokalisierung von a-Synuclein

Aufgrund des vermehrten Vorliegen von a-Synuclein in Fibroblasten, die eine Mutation im Parkin-
Gen tragen, und der Tatsache, dass auch die Art der Mutation wichtig ist fiir die Menge, die von
a-Synuclein in der Zelle produziert wird, wurde nach der zellularen Lokalisierung von a-Synuclein
in den Fibroblasten gesucht (Abb. 29). Dazu wurden die zytosolische und die mitochondriale

Fraktion mittels mitochondrialer Préparation (Kap. 2.3.11.2) voneinander getrennt.
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Abb. 29: Westernblot-Analyse zur Ermittlung der Lokalisation von a-Synuclein. Es ist zu
erkennen, dass in den homozygoten Mutationstrdgern (B3, B4) a-Synuclein in der
mitochindrialen (Mit) Fraktion nachgewiesen werden konnte, wdhrend in der
zytosolischen (Zyt) Fraktion kein a-Synuclein zu finden war. Wiederum war kein
a-Synuclein bei dem Nicht-Mutationstrdager (B6) vorhanden.

Die Westernblot-Analyse nach mitochondrialer Praparation zeigt a-Synuclein in der mitochon-

drialen Fraktion bei homozygoten Mutationstragern (B3, B4).

3.2.4. Expression von a-Synuclein in Fibroblasten mit Mutationen im ATP13A2-Gen

Das vorangegangene Kapitel (Kap. 3.2.3) beschreibt die vermehrte Expression von a-Synuclein in
Parkin-Mutationstragern. Im Ergebnis ist die Hohe der Proteinkonzentration abhangig von der Art
der Mutation.

Ob diese Ergebnisse auch fiir a-Synuclein bei Fibroblasten mit Mutationen im ATP13A2-Gen (C1)
vorliegen, wird im Folgenden analysiert. Das methodische Vorgehen wurde nicht verandert.

Wie in Abb. 30 exemplarisch dargestellt, wurden verschiedene Westernblots angefertigt.
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Abb. 30a/b/c: Westernblot-Analyse: Fehlender Nachweis von a-Synuclein in ATP13A2-
Mutationstragern (C1). a: Nach einer Expositionszeit von 30 sec ist keine Bande auf der
Hoéhe von a-Synuclein sichtbar. b: Auch nach einer Expositionszeit von 5 min ist kein a-
Synuclein erkennbar. c: Expression von a-Synuclein in einem ATP13A2-Mutationstriger
(C1) im Vergleich mit einem Mutationstrdager im Parkin-Gen (B3) als Kontrolle. Auch hier
konnte a-Synuclein im ATP13A2-Mutationstrager nicht detektiert werden.

In Abb. 30 ist kein Unterschied in der Expression von a-Synuclein zwischen ATP13A2-
Mutationstragern (C1) und Fibroblasten, die keine Mutation tragen (W2, B6), erkennbar. Auch im

Vergleich zu einem Mutationstrager im Parkin-Gen (B3) konnte kein a-Synuclein nachgewiesen
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werden (Abb. 30c). Damit verhalten sich Fibroblasten mit einer ATP13A2-Mutation, bezogen auf

die Expression von a-Synuclein, wie Nicht-Mutationstrager im Parkin-Gen.

3.2.5. Expression von Bax in Fibroblasten mit Mutationen im Parkin-Gen

Aufgrund des vermuteten Zusammenhangs von der Nervenzelldegeneration und der Apoptose
wurden die Fibroblasten, die eine Mutation im Parkin-Gen tragen, auf das proapoptotische

Protein Bax untersucht (Abb. 31).
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Abb. 31: Westernblot-Analyse: Die Expression von Bax in verschiedenen Parkin-
Mutationstragern (B1, B3) und Nicht-Mutationstragern (B5, B6, W2) (a). Es ist kein
signifikanter Unterschied (p = 0,476) zu erkennen (b).

Aus diesem exemplarisch dargestellten Westernblot geht hervor, dass Bax keine signifikanten
Unterschiede (p = 0,476) im Vergleich zwischen Mutationstragern im Parkin-Gen und Nicht-

Mutationstrdagern aufweist.

3.2.6. Expression von Bax in Fibroblasten mit Mutationen im ATP13A2-Gen

Auch bei einem ATP13A2-Mutationstrager wurde die Expression von Bax in Vergleich zu Nicht-

Mutationstragern untersucht (Abb. 32).
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Abb. 32a/b: Westernblot-Analyse: Die Expression von Bax in einem ATP13A2-
Mutationstrager (C1l) und Nicht-Mutationstragern (W2, B6) (a). Es ist wiederum kein
signifikanter Unterschied (p = 0,328) zu erkennen (b).

Auch die Fibroblasten, die eine Mutation im ATP13A2-Gen tragen, weisen keinerlei Unterschiede

in ihrer Expression von Bax zu Nicht-Mutationstragern auf.
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3.2.7. Proteinanalyse in Fibroblasten mit Mutationen im Parkin-Gen unter oxidativem Stress

mit HzOz

Aufgrund der Ergebnisse aus den Analysen des Sterbeverhaltens der Fibroblasten (Kap. 3.2.2)
wurde nun die Expression von a-Synuclein, Bax und Bcl, nach Behandlung der Fibroblasten mit

H,0, Uber drei Stunden untersucht.

3.2.7.1. Expression von a-Synuclein unter oxidativem Stress mit H,0,

Zunachst sollte die Frage beantwortet werden, ob sich die Expression von a-Synuclein durch die

Behandlung der Fibroblasten mit H,0, verdandert (Abb. 33).
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Abb. 33a/b: Westernblot-Analyse zur Expression von a-Synuclein in unbehandelten
Fibroblasten (a) und in Fibroblasten, die mit H,0, behandelt wurden (b). Hier liegen keine
signifikanten Unterschiede vor (p = 0,849).

Es besteht kein signifikanter Unterschied in der Expression von a-Synuclein unter

Normalbedingungen und oxidativem Stress.

3.2.7.2. Expression von Bcl, und Bax unter oxidativem Stress mit H,0,

Das antiapoptotische Protein Bcl, und das proapoptotische Protein Bax wurden ebenfalls unter

oxidativem Stress untersucht (Abb. 34).
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Abb. 34a/b/c: Westernblot-Analyse: Expression von Bcl, und Bax in unbehandelten
Fibroblasten (a) und in Fibroblasten, die mit H,0, behandelt wurden (b). Wahrend die
Expression von Bax keinen signifikanten Unterschied zeigt (p = 0,258), ist bei der
Expression von Bcl, ein signifikanter Anstieg (p = 0,026) zwischen den unbehandelten und
den behandelten Fibroblasten des Nicht-Mutationstrdgers (B6) zu erkennen. Die
Expression von Bcl, bei Mutationstragern (B1, B2, B3, B4) lasst keinen signifikanten
Unterschied errechnen (p = 0,966). Die quantitative Darstellung der Expression von Bcl,

(c) verdeutlicht graphisch die vermehrte Expression von Bcl, im Nicht-Mutationstrager
(B6) unter Behandlung mit H,0,.

Die Analyse zeigt einen signifikanten Unterschied (p = 0,026) in der Expression von Bcl, bei dem

Nicht-Mutationstrdger zwischen den behandelten und den unbehandelten Fibroblasten.

Es bleibt festzuhalten, dass sich bei Fibroblasten, die eine Mutation im Parkin-Gen tragen, eine
erhohte Neigung zum Absterben unter oxidativem Stress zeigt.

In den selben Fibroblasten konnte vermehrt a-Synuclein intrazellular nachgewiesen werden. Die
Menge des a-Synucleins ist abhangig von der Art der Mutation. Der homozygote Mutationstrager
B3 (c.1072delT) weist das hochste Level an a-Synuclein auf, gefolgt von dem zweiten
homozygoten Mutationstrager B4 (delEx7) und dem gemischt-heterozygoten Mutationstréager B2
(delEx7+c.1072delT). Bei dem heterozygoten Mutationstrager Bl (delEx7) lasst sich nur sehr
wenig a-Synuclein nachweisen. Klinisch korrelieren diese Ergebnisse sehr gut mit dem
Erkrankungsstatus. B3 und B4 sind sehr friih mit 43 und 34 Jahren erkrankt, wahrend bei B2 erst
mit 64 die Erkrankung ausbrach. B1 weist keine Symptome auf. In der Probe, die eine Mutation
flir ATP13A2 tragt, wurde kein a-Synuclein nachgewiesen.

In den Parkin-Mutationstrdagern konnte a-Synuclein in der mitochondrialen Zellfraktion lokalisiert
werden.

In den Analysen, ob der Zelltod (iber die Apoptose ablauft, konnte ein vermehrtes Auftreten von
Bcl, in den Kontrollen nach Behandlung mit oxidativem Stress nachgewiesen werden. Bax

erbrachte keine Veranderungen.
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4. Diskussion

Zu Beginn der Diskussion steht die Bewertung der verwendeten Methoden. Im Anschluss werden
die Ergebnisse der Sequenzanalyse und der Proteinanalyse erldutert und mit dem aktuellen

wissenschaftlichen Stand abgeglichen.

4.1. Bewertung der verwendeten Methoden

Anfangs werden die in dieser Arbeit verwendeten Methoden beziiglich ihrer Verwertbarkeit und
Qualitat beurteilt. Zu Beginn werden die Schmelzkurvenanalyse am LC und die Sequenzierung
nach Sanger (Sanger et al., 1977) hinsichtlich ihrer Verwendbarkeit bewertet, im Anschluss erfolgt

dies bezlglich der Westernblot-Analyse.

4.1.1. Schmelzkurvenanalyse

Ziel dieser Versuchsreihe war eine neue Methode der Real-time-PCR am LC zu etablieren, die eine
schnelle Screening-Methode zur Identifizierung von genetischen Abweichungen im Gen ATP13A2
ermoglicht. Bei den Proben, die eine Auffalligkeit in der Schmelzkurvenanalyse zeigten, sollte eine
komplette Sequenzierung nach Sanger (Sanger et al., 1977) durchgefiihrt werden, damit die
genaue genetische Variation erkannt werden konnte.

Wahrend der Etablierungsphase wurden zu vier Proben mit unbekannten Mutationsstatus auch
immer eine Probe eines bekannten Wildtyps und — wenn moglich — eine Probe eines
Mutationstragers als Referenz analysiert. Zusatzlich wurde den Proben, zur Erhéhung der
Sensitivitat flir homozygote Mutationstrager, Wildtyp-DNA in einer Konzentration von 3,75 %
hinzugegeben.

Uberschritten die PCR-Produkte die GréRe von 400 bp, wurden die Exons in zwei Teile geteilt
(Exon 5).

Die Versuchsansdtze wurden hinsichtlich der optimalen Annealing-Temperatur und der MgCl,-
Konzentration flir 15 Primer-Paare optimiert (Tab. 7).

Wadhrend der Etablierungsphase traten verschiedene Probleme auf. Einige Primer-Paare zeigten
eine unzureichende Amplifikation, andere waren hinsichtlich ihrer Sensitivitdt nicht aussagekraftig
(Kap. 3.1.1.4).

FUr vier Primer-Paare konnte die Methode etabliert werden (Exon 5.2, 11, 17, 20). Analysen fiir
Exon 11 und Exon 20 zeigen eine hohe Sensitivitdt und konnten mittels dieser Methode analysiert

werden.
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Die Analyse von Exon 5 zeigte einige Probleme auf. Die Sensitivitdt konnte nicht sicher getestet
werden, da es unter den schon vor Beginn dieser Arbeit analysierten Proben keinen Trager einer
Genveranderung in der untersuchten Sequenz gab. Darliber hinaus wurde nur die zweite Halfte
von Exon 5 mit dieser Methode erfasst, wahrend das Primer-Paar der ersten Halfte von Exon 5
nicht etabliert werden konnte. Aufgrund der Tatsache, dass die Sequenzierung nach Sanger
bereits fir die gesamte Gensequenz von Exon 4 bis Exon 5 etabliert wurde, sind keine
Einsparungen hinsichtlich des Arbeitsaufwands und der finanziellen Ausgaben gegeben.

Exon 17 zeigte eine hohe Sensitivitdt, tragt allerdings einen SNP (rs2076603, g.24413C>G,
g.24413C>T, g.24413C>A, c2005C>G, ¢.2005C>T, c.2005C>A p.Pro605Pro), welcher mit einer
Haufigkeit von 68,62 % in der Allgemeinbevolkerung vorliegt. Daher missen ca % aller Proben
nachtraglich nach Sanger (Sanger et al., 1977) sequenziert werden, da man den SNP mit dieser
Methode anhand der Schmelzkurve nicht von anderen Veranderungen auf dem Gen
unterscheiden kann. Diese Tatsache macht das Verfahren durch die hohe Anzahl an doppelten
Durchfiihrungen sehr teuer und aufwandig.

Fiir die Gbrigen Exons konnte die Methode aufgrund geringer Sensitivitdt und Spezifitdat nicht
etabliert werden. Wahrend der Etablierung wurden unter diversen Versuchsbedingungen immer
wieder Mutationstrager nicht erkannt (falsch-negativ) oder Nicht-Mutationstrager als Mutation
(falsch-positiv) gewertet. Auch traten haufig Probleme beziiglich der Menge des
Amplifikationsprodukts auf, weswegen keine Schmelzkurvenanalyse durchgefiihrt werden konnte.
Zusammengefasst konnten nur vier von 29 Exons etabliert werden, wovon nur zwei eine deutliche
Verbesserung hinsichtlich eines vereinfachten Analyseverfahrens erbrachten. Deswegen wird die

Methode fiir das vorgegebene Ziel als nicht geeignet angesehen.

4.1.2. Sequenzanalyse der Proben zur kompletten Sequenzierung

Die Sequenzierung nach Sanger (Sanger et al., 1977) ist eine schon lang etablierte sichere
Methode zur Analyse der Basenpaarabfolge innerhalb eines PCR-Produkts. Allerdings ist die
Methode sehr zeitaufwandig und teuer, weswegen die o. g. Schmelzkurvenanalyse etabliert
werden sollte. Durch die Sequenzierung nach Sanger erhalt man nach mehreren Amplifikations-
und Reinigungsvorgangen des Produkts eine graphische Darstellung der Basenpaare. Diese Grafik
wird mit anderen Grafiken mittels einer dafir entwickelten Software verglichen und die
Ergebnisse eigenstandig kontrolliert.

Daraus resultiert eine genaue Methode mit hoher Spezifitdt und Sensitivitdt zur Analyse der

genetischen Sequenz.



Diskussion 58

Fiir diese Arbeit wurden, von den zunachst 622 Proben fiir die Schmelzkurvenanalyse, 94 Proben
zur Sequenzierung nach Sanger ausgewahlt. Die Auswahl wurde bezogen auf Kriterien fiir das
Kufor-Rakeb-Syndrom getroffen, weswegen die betroffenen Patienten neben einem klinisch
diagnostizierten MP ein sehr frihes Erkrankungsalter < 39 Jahren und/oder eine begleitende
Demenz (MOCA-Score < 26, Abb. 35) aufweisen. Unter diesem Probenkollektiv konnten mehrere
Veranderungen im ATP13A2-Gen im Vergleich zur Allgemeinbevdlkerung gezeigt werden.

Die auffalligen Proben der Schmelzkurvenanalyse wurden mit dieser Methode ebenfalls genauer

untersucht (Kap. 3.1).

4.1.3. Proteinanalyse mittels Westernblot

Die Proteinanalyse mittels Westernblot ist eine altbewdhrte Methode zur qualitativen und
guantitativen Proteinanalyse. Die humanen Fibroblasten wurden, wie in Kap. 2.3.8 beschrieben,
kultiviert. Nach Extraktion der Proteinfraktion wurden die Versuchsbedingungen optimiert. Dafiir
wurden die geeigneten Protein- und Antikérperkonzentrationen bestimmt und fir weitere
Analysen verwendet.

Daraus resultierten Westernblots, die Banden fir die zu untersuchenden Proteine zeigten. Die
Richtigkeit der Proteindetektion wurde anhand der GrofRe der Proteine in kDa anhand einer
Referenzskala bestimmt. Zur quantitativen Analyse wurde ebenfalls bei jeder Testreihe B-Actin
bestimmt. B-Actin ist ein ubiquitdres Protein des Zytoskeletts, welches in jeder Zelle in gleicher
Menge vorkommt. Daher konnten bei gleicher GrofRe der [B-Actin-Banden unterschiedliche
Proteinmengen der zu analysierenden Proteine bestimmt werden. Die Proteinmengen wurden
mithilfe der Software TotalLab® quantifiziert.

Jede Analyse wurde zur Testung der Reproduzierbarkeit mindestens dreimal wiederholt.

Aufgrund der Optimierung der Versuchsbedingungen und der Reproduzierbarkeit sind die
analysierten Ergebnisse von héchster Aussagekraft.

Erganzend konnten die Ergebnisse mittels Immunofluoreszenz reproduziert werden. So kénnen

auch die zelluldren Lokalisationen direkt ermittelt werden.

Nach der Bewertung der durchgefiihrten Versuche folgt die Diskussion der Ergebnisse (Kap. 3).
Diese werden mit der aktuellen Literatur verglichen und kritisch bewertet. Zu Beginn steht die

Diskussion der Mutationsanalyse, gefolgt von der Diskussion der Proteinanalyse.
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4.2. Mutationsanalyse bei Patienten mit Parkinson-Syndrom

Die Mutationsanalyse fiir ATP13A2 bei Patienten mit MP wurde teilweise mithilfe von zwei
Methoden durchgefiihrt. Eine Screening-Methode am LC konnte fiir vier Primer-Paare etabliert
werden. Die Proben stammen von an MP erkrankten Patienten, deren klinische Expertise an UKSH
Campus Libeck erhoben wurde. Das Kollektiv bestand aus insgesamt 622 Proben. Diese wurden
fir Exon 5.2, 11 und 20 mittels einer Real-time-PCR auf genomische Auffalligkeiten getestet und
bei Abweichungen in der Schmelzkurvenanalyse zusatzlich nach Sanger (Sanger et al., 1977)
sequenziert. Die Untersuchung fiir Exon 17 wurde aufgrund eines hohen Auftretens eines SNPs
(rs2076603, g.24413C>G, g.24413C>T, g.24413C>A, c.2005C>G, c2005C>T, c.2005C>A,
p.Pro605Pro) aus 6konomischen Griinden abgebrochen.

Da die Methode lediglich flir zwei Primer-Paare ein vereinfachtes Verfahren erbrachte, wurde die
Schmelzkurvenanalyse durch die im Folgenden beschriebene Versuchsreihe ersetzt. Es wurde eine
Hochrisikogruppe aus dem Liibecker Patientenkollektiv erstellt (n = 94), deren Symptome auch
einem Kufor-Rakeb-Syndrom entsprechen kénnen (Kap. 2.1.2). Diese wurden mittels der
Sequenzanalyse nach Sanger untersucht (Sanger et. al., 1977).

Bislang unbekannte Genverdanderungen konnten in dem 94 Proben umfassenden
Patientenkollektiv in Exon 14, 19, 26 und 28 detektiert werden. Diese werden im Folgenden
genauer beschrieben.

Eine Intron-Variante (g.24939C>T) konnte zwischen Exon 19 und Exon 20 nahe an Exon 19
detektiert werden.

Auch drei Missense-Varianten wurden ermittelt (Kap. 3.3.1). Diese verdndern die Proteinsequenz
in Exon 14 (g.20631C>G, ¢.1487C>G, p.Serd433Val), in Exon 26 (g.29784T>C, c.3174T>C,
p.Ala995Val) und in Exon 28 (g.30403C>T, ¢.3552C>T, p.lle1114Thr). Diese Verdanderungen liegen
in den betroffenen Proben heterozygot vor. In-silico-Proteinanalysen zeigten lediglich eine
pathogene Variante in Exon 26 (g.29784T>C, c.3174T>C, p.Ala995Val). Ansonsten werden die
Varianten als benigne beschrieben und haben daher keinen Krankheitswert.

Zusatzlich wurden die gefundenen SNPs hinsichtlich ihrer Haufigkeit im Vergleich zur
Allgemeinbevdélkerung untersucht. Zur statistischen Analyse wurde der t-Test verwendet und ein
Signifikanzniveau von 5 % festgelegt. Dabei wurden funf SNPs in unterschiedlichen Exons mit
einem signifikanten Unterschied zur Allgemeinbevélkerung ermittelt. Sie weisen eine signifikante
Erhohung auf (Exon 12, Intron-Variante, rs9435736, g.19975A>G, p = 2,136 x 108 Exon 12,
Intron-Variante, rs55682704, g.20056_20056insC, p = 1,348 x 10'8; Exon 25, synonyme Variante,
rs3738815, g.28722G>A, ¢.2980G>A, p.Ser930Ser, p = 0,011; Exon 28, Intron-Variante,
rs20776605, g.30267C>T, p = 0,0009; Exon 29, Missense-Variante, rs3170740, g.30681G>A,
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c.3706G>A, p.Alall72Thr, p = 0,00015). Bei allen weiteren bekannten SNPs wurden in der
Mutationsanalyse keine Unterschiede zur Allgemeinbevolkerung festgestellt. Zuklinftig ware eine

Analyse hinsichtlich moglicher Risikofaktoren innerhalb dieser SNPs interessant.

Folgend findet sich die Diskussion der Ergebnisse und der aktuellen Literatur in Bezug auf die

Analysen hinsichtlich des Zelltods bei MP.

4.3. Analyse des Zelltods bei Mutationstragern auf Proteinebene

Rickblickend zusammengefasst, wurden fiir diese Analyse humane Fibroblasten verwendet, die
Mutationen filir Parkin und ATP13A2 tragen. Als Kontrollen wurden Fibroblasten verwendet, die
zwar aus der gleichen Familie LA stammen, aber keine Mutation tragen. Zwei Kontrollproben
hatten keinen verwandtschaftlichen Bezug (Kap. 2.1.4, 2.1.5).

Vor dem Hintergrund der bei MP vorliegenden Neurodegeneration von dopaminergen Neuronen
wird von einem kontrollierten Zelltod im Sinne von Apoptose, Autophagie oder Mitophagie
ausgegangen (Levy et al., 2009; Rakovic et al., 2012; Bourdenx et al., 2014). Die Nekrose wird als
Ursache aufgrund des Absterbens von einzelnen Zellen, anstelle des Gewebeuntergangs von
groRen Zellverbanden, ausgeschlossen.

Diverse Studien beschreiben verschiedene Zusammenhange zwischen MP und der Apoptose oder
Autophagie (Kap. 1.2).

Parkin wirkt im Allgemeinen protektiv fiir die Zelle, indem es durch Abbau von dysfunktionalen
Proteinen die Zelle reinigt. Kommt es zu einer Proteinakkumulation, durch z.B. eine
Uberexpression von a-Synuclein, kann auch ein toxischer Stress durch das endoplasmatische
Retikulum vermittelt werden, wenn die Kapazitdaten desselben liberstiegen sind. Auch lber diesen
Prozess kann der Zelltod eingeleitet werden (Levy et al., 2009; Bourdenx et al., 2014).

Auf einem anderen Signalweg kommt es nach Induktion der Translokation von Parkin zu den
Mitochondrien durch PINK1 zur Ubiquitierung von mitochondrialen Proteinen, welche nun tber
das Ubiquitin-Proteasom-System abgebaut werden. Daraus resultiert eine Veranderung des
Membranpotentials, die Mitochondrien verlieren ihre Funktion und gehen zugrunde. Kommt es zu
einer Uberexpression oder erhéhter Induktion von Parkin durch PINK1, sind zu viele
Mitochondrien betroffen und die ATP-Synthese ist nicht mehr ausreichend (Levy et al., 2009;
Rakovic et al., 2012).

Andererseits flihren Inhibitoren des Ubiquitin-Proteasom-Systems zur Akkumulation von a-

Synuclein, welches dann toxisch wirkt (Gallegos et al., 2015). Ob diese direkte Stérung der
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mitochondrialen Funktion durch Parkin oder direkte Toxine Gber den Weg der Apoptose oder
Mitophagie zum Zelltod fihrt, ist noch umstritten.

Im Rahmen dieser Arbeit wird der Frage nachgegangen, ob ein apoptotischer Zelluntergang in
humanen Fibroblasten von genetisch bedingtem MP induziert wird. Die Annahme, dass ein
Zusammenhang zwischen dem Vorliegen von oxidativem Stress, mitochondrialer Dysfunktion und
Proteinakkumulation in der Induktion der apoptotischen Kaskade besteht, basiert auf mehreren
Studien. Diese besagen, dass Parkin in seiner Funktion einer E3-Ubiquitin-Protein-Ligase durch
einen ausreichenden Proteinabbau eine Apoptose verhindert und bei Vorliegen einer Dysfunktion
durch Proteinakkumulation bedingt. Wenn bei einer vorliegenden Mutation im Parkin-Gen der
Proteinabbau dysfunktional wird, kann auch a-Synuclein nicht mehr suffizient abgebaut werden
(Danial und Korsmeyer, 2004; Greene et al., 2009; Hauser und Hastings, 2013; Oczkowska et al.,
2013). Auch das Gleichgewicht der mitochondrialen Proteine wird durch Parkin reguliert (Rakovic
et al., 2008; Trempe und Fon, 2013). Hauser und Hastings vertieften diesen Gedanken 2013,
indem sie aufgrund einer PINK-1/Parkin-Dysfunktion eine erhohte intrazellulare Anzahl von
geschadigten Mitochondrien beschreiben (Hauser und Hastings, 2013). Diese erhéhen durch den
Funktionsverlust den oxidativen Stress. ATP13A2 ist ebenfalls am mitochondrialen Gleichgewicht
beteiligt. Kommt es zu einer geringeren Menge an funktionierendem ATP13A2, wird weniger ATP
synthetisiert, es kommt zu mitochondrialer DNA mit mehr Lasionen, zu einem erhéhten
Sauerstoffverbrauch und einem vermehrten Aufbrechen des mitochondrialen Netzwerks
(Grunewald et al., 2012). Ist das mitochondriale Gleichgewicht gestort, konnen die o. g. Formen
des Zelluntergangs auftreten.

Durch die o. g. zelluldren Vorgange entsteht vermehrt oxidativer Stress, welcher als moglicher
Ausloser der Apoptose angesehen wird. Dies wurde im Folgenden analysiert.

Zunachst wurde mittels Tripan-blue-exclusion-Assay ein vermehrtes Zellsterben von Fibroblasten
mit Parkin-Mutationen unter oxidativem Stress bewiesen (Kap. 3.2.2.1). Der oxidative Stress
wurde durch ein mit H,0,-versetztem Nahrmedium initiiert. Dieser Versuch wurde mit der
Durchfiihrung einer LDH-Messung verifiziert (Kap. 3.2.2.2).

Da in der Literatur dariber diskutiert wird, dass a-Synuclein der zu Grunde liegende Ausl6ser fur
die Pathogenese des MP ist und dass auch die wildtyp-Form des a-Synuclein-Proteins bei anderen
mit MP-assoziierten Mutationen an der Pathogenese beteiligt ist, wurde die These aufgestellt,
dass a-Synuclein fiir das Vorliegen von oxidativem Stress verantwortlich ist. Weitere Versuche
wurden mittels Westernblot-Analyse durchgefiihrt.

Zunachst wurden die Versuchsbedingungen optimiert. Sowohl die optimalen Protein- als auch

Antikérperkonzentrationen wurden ermittelt (Kap. 3.2.3).
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a-Synuclein wurde in Fibroblasten, die verschiedene Mutationen flr Parkin tragen, in
unterschiedlicher Konzentration nachgewiesen. Die groBte a-Synuclein-Fraktion fand sich bei
einem homozygoten Trager der Punktdeletion (c.1072delT, B3 (Tab. 4)), gefolgt von dem Trager
der Deletion von Exon 7 (B4). Auch bei dem gemischt-heterozygoten Trager (delEx7+c.1072delT,
B2) kann eine Bande detektiert werden. Ein sehr schwacher Nachweis findet sich bei dem
heterozygoten Genotyp der Deletion von Exon 7 (B1), bei der Kontrolle ist kein a-Synuclein
nachzuweisen. Die Ergebnisse korrelieren mit den Erkrankungsalter. Bei B3 und B4 traten bereits
sehr friih mit 43 und 34 Jahren Symptome auf. B2 erkrankte mit 64 Jahren, wahrend B1 nicht
betroffen ist. Imaizumi et al. wiesen 2012 ebenfalls ein erhéhtes Level von a-Synuclein in Parkin-
Mutationstragern (PARK2 - iPSC derived neurons) nach. Es sind allerdings keine klinischen
Zusammenhange in dieser Studie beschrieben worden (Imaizumi et al., 2012). Ob sich allgemein
eine klinische Korrelation zwischen der Menge des intrazelluldren a-Synucleins und der PS-Form
ergibt, ware eine interessante Frage, der in Zukunft nachgegangen werden kénnte. Erste Hinweise
zeigen sich in dieser Arbeit insofern, dass die Parkin-Mutationstrager klinisch der EOPD
zugeordnet werden (Tab. 3). Die EOPD wird als klassisches PS mit sehr frihem Erkrankungsbeginn
beschrieben. Dabei tragen sie vermehrt a-Synuclein intrazelluldr. a-Synuclein-Mutationstrager
finden sich in der Gruppe des klassischen PS. Im Gegensatz dazu konnte in ATP13A2-
Mutationstragern kein a-Synuclein nachgewiesen werden; dieser Genotyp wird dem atypischen
PS zugeschrieben.

Nachdem a-Synuclein bei Parkin-Mutationstragern nachgewiesen wurde, wurde a-Synuclein in
der Zelle lokalisiert. Es konnte nur mitochondrial nachgewiesen werden. Bisher ist das
mitochondriale Vorliegen von a-Synuclein in der Literatur noch nicht beschrieben worden. Es
wurde an der Membran des Zellkerns als auch in synaptischen Vesikeln lokalisiert. Seltener fand
man es auch frei im Zytosol (Oczkowska et al., 2013). In postletalen Autopsien konnte auch a-
Synuclein gebunden an Dopamin detektiert werden. Die zellulare Lokalisation wurde hier
allerdings auch nicht bestimmt. Diese Bindung hemmt die CMA (chaperone-mediated-autophagy),
welche auch zu einem erhéhten oxidativen Stress durch Proteinakkumulation fiihrt (Levy et al.,
2009).

Nun wurden Analysen beziiglich des Vorliegens von vermehrtem a-Synuclein in Fibroblasten, die
eine Mutation im ATP13A2-Gen tragen, durchgefiihrt. Hier konnte a-Synuclein nicht
nachgewiesen werden. Bae et al. konnten 2014 ebenfalls keinen Unterschied der a-Synuclein-
Level zwischen ATP13A2-/- Tragern und Kontrollen feststellen (Bae et al., 2014). In der Literatur
wird allerdings ein Zusammenhang zwischen a-Synuclein und ATP13A2 vermutet. ATP13A2 soll

eine Fehlfaltung von a-Synuclein verhindern und wurde im Zentrum der LB, umgeben von
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a-Synuclein, entdeckt (Dehay et al., 2012a). Daher kénnte man auch bei dieser Mutation ebenfalls
einen Anstieg durch Akkumulation von a-Synuclein erwarten, weil es moglicherweise nicht durch
Proteasen wie Parkin oder lysosomale Proteine wie ATP13A2 abgebaut werden kann (Levy et al.,
2009). Dies konnte in dieser Arbeit nicht belegt werden.

Da wir annehmen, dass a-Synuclein fir den oxidativen Stress verantwortlich ist, wurde der
Umkehrschluss wiederlegt. Daflir wurden die Fibroblasten mit Parkin-Mutationen und die
Kontrolle oxidativem Stress mittels H,0, ausgesetzt und eine Westernblot-Analyse fir a-Synuclein
durchgefiihrt und mit unbehandelten Proben verglichen. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede in der quantitativen Analyse von a-Synuclein im Vergleich zwischen mit H,0,
behandelten und unbehandelten Zellen ermittelt werden. Daher wird das vermehrte Vorliegen
von a-Synuclein nicht durch den oxidativen Stress ausgel6st. Eine Verdanderung der Lokalisation
von a-Synuclein innerhalb der Zellorganellen wurde in dieser Arbeit nicht untersucht.

Nach der Erkenntnis, dass a-Synuclein vor allem in homozygoten Mutationstragern von Parkin in
erhohtem Umfang vorliegt, wurde nun das proapoptotische Protein Bax analysiert. Es ist das
bekannteste proapoptotische Protein und an jedem mitochondrialen Apoptosevorgang beteiligt
(Kap. 1.2.1.3). Johnson et al. zeigten 2012, dass Bax direkt durch Parkin ubiquitiniert wird.
Dadurch schitzt Parkin vor der Translokation von Bax zu den Mitochondrien, wodurch die
Apoptose eingeleitet wiirde (Johnson et al., 2012). Bax konnte in allen Mutationstragern und der
Kontrolle ohne signifikanten Unterschied nachgewiesen werden. Auch die Fibroblasten des
ATP13A2-Mutationstragers erwiesen ein dhnliches Level von Bax. Damit wurde ein bereits
vorliegendes proapoptotisches Geschehen ausgeschlossen. Deshalb wurde der Versuch nach
Behandlung der Fibroblasten der Parkin-Mutationstréager und der Kontrolle mit H,0, wiederholt.
Auch hier konnte keine vermehrte Expression von Bax festgestellt werden. Diese Versuche
wurden nun fir das antiapoptotische Protein Bcl, durchgefiihrt. Bcl, agiert als direkter Antagonist
von Bax und verhindert so die Freisetzung von Cytochrom-c in das Zytosol und die Aktivierung der
Effektorcaspasen tber das Apoptosom (Kap. 1.2.1.3). Dort zeigte sich ein signifikanter Anstieg von
Bcl, nur in der Kontrollprobe nach Behandlung der Zellen mit H,0,. Bei allen Proben der
Mutationstrager blieb ein vermehrtes Auftreten des antiapoptotischen Proteins aus. Bisher wurde
in der Literatur ein ausbleibender Anstieg von Bcl, noch nicht direkt beschrieben. Allerdings
beschrieben Ghavami et al. 2014 eine Aktivierung des Zelltods durch mangelnden Proteinabbau
und dem daraus resultierenden oxidativen Stress, wodurch Bcl, abgebaut wird (Ghavami et al.,
2014). Die Fibroblasten, die die ATP13A2-Mutation tragen, wurden in dieser Versuchsreihe nicht

mit eingeschlossen. Im weiteren Verlauf ware es sicher sinnvoll, das Verhalten von Bcl, in
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Fibroblasten mit einer ATP13A2-Mutation zu untersuchen und Zusammenhangen zwischen a-
Synuclein und dem antiapoptotischen System sollte weiter nachgegangen werden.

Ghavami et al. berichteten 2014 auch lber mogliche Zusammenhdnge zwischen der Apoptose
und der Autophagie. Caspasen sollen durch die Autophagie ebenfalls aktiviert werden (Ghavami
et al., 2014). Das proautophagische Protein Beclin-1 wird wahrscheinlich (iber die Mitochondrien
durch eine Freisetzung von Cytochrom-c aktiviert und von Bcl, direkt gehemmt. Trotz der neuen
Erkenntnisse lber die Autophagie ist der genaue Mechanismus nicht bekannt. Verschiedene
Studien versuchen die Frage zu klaren, welche Rollen die Autophagie und die Apoptose in der
Neurodegeneration spielen. Shen et al. konnten 2011 nach Induktion der Autophagie keinen
Zelltod nachweisen (Shen et al., 2011). Daraus koénnte der Schluss gezogen werden, dass die
Autophagie zellprotektiv wirkt. Nixon und Yang sprachen sich 2012 ebenfalls dafirr aus, dass auf
die Autophagie die Apoptose oder Nekrose folgen muss, damit die Zelle abstirbt (Nixon und Yang,
2012). Eine der zytoprotektiven Funktionen der Autophagie ist eine reduzierte Anzahl der
Mitochondrien durch Mitophagie. Gleichermalien sinkt die Anzahl der proapoptotischen Proteine,
die mit den Mitochondrien assoziiert sind. Ist die Autophagie gestort, kommt es zum Zelltod. Ein
moglicher Induktionsweg wird Uber defekte Mitochondrien diskutiert, die ihr Membranpotential
verlieren und so Cytochrom-c freisetzen (Hauser und Hastings, 2013).

Wie in der Einleitung beschrieben (Kap. 1.1.1.2), soll a-Synuclein liber das Proteasom-Ubiquitin-
System oder durch die lysosomale Autophagie abgebaut werden (Oczkowska et al., 2013).

Neuere Studien belegen eine Elimination von a-Synuclein durch Exozytose (Grey et al., 2015). Im
Extrazelluldarraum kommt es zu einer Inflammation und einer Aktivierung des TNF-a-Rezeptors,
welcher den extrinsischen Signalweg der Apoptose einleitet (Prajapati et al., 2014).

Es wird auch diskutiert, ob der Beginn der Akkumulation durch die Exozytose getriggert wird,
andere Theorien besagen eine Triggerung der Akkumulation von a-Synuclein in den Lysosomen
durch Cathepsin B (Tsujimura et al., 2015).

Eine verminderte Aktivitdt des ALP (Autophagy-lysosomal-pathway) fihrt zu einer reduzierten
intrazelluldren a-Synuclein-Aggregation bei vermehrter Sekretion von a-Synuclein-Oligomeren in
den Extrazelluldrraum (Poehler et al., 2014; Danmeil et al., 2015). Dehay et al. beschrieben 2013
ebenfalls eine Aggregation von a-Synuclein durch lysosomalen Funktionsverlust (Dehay et al.,
2013).

Ein ATP13A2-Funktionsverlust flhrt zu einer verminderten Exozytose von a-Synuclein, wahrend
eine Uberexpression von ATP13A2 die Toxizitdt des a-Synuclein verringert (Tsunemi et al., 2014)

und neuroprotektiv wirken kann (Lopes da Fonseca und Outeiro, 2014).
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In Patienten mit sporadischem MP wurde eine vermehrte Exozytose von a-Synuclein
nachgewiesen, wahrend ein erhéhtes Level an ATP13A2 vorlag (Kong et al., 2014). Dazu passend
wiesen Hauser et Hastings 2013 auf eine gestOrte Exozytose von a-Synuclein bei ATP13A2-
Mutationstragern hin (Hauser und Hastings, 2013). Dies steht im Gegensatz zu dem in dieser
Arbeit nicht nachgewiesenen erhdhten intrazellularen a-Synuclein-Levels.

Tsujimura et al. beschreiben 2015 andererseits die Endozytose von a-Synuclein-Fibrillen, welche
darauf folgend intrazelluldr akkumulieren (Tsujimura et al., 2015).

Bir et al. beobachteten eine intrazellulare Akkumulation von a-Synuclein in SHSY5Y-Zellen nach
Hemmung der Proteasomen durch Lactacystin. Dadurch kommt es zu einer mitochondrialen
Dysfunktion und zum Absterben der Zelle. Der Zelltod kann bei gleichzeitigem knockout von
a-Synuclein verhindert werden (Bir et al., 2014).

Eine Inaktivierung des JNK1-Bcl,-Wegs wird durch eine Uberexpression von humaner a-Synuclein-
(E46K)-Mutation induziert, wodurch die Makroautophagie geschwacht wird (Yan et al., 2014).
Luth et al. beschrieben 2014 einen erhéhten intrazellularen Ca**-Spiegel, der durch das Vorliegen
von prafibrilliren a-Synuclein-Oligomeren ausgeldst wird. Durch die erhdhte Ca**-Konzentration
kommt es zur Schwellung und Depolarisierung der mitochondrialen Membran und zu einer
Freisetzung von Cytochrom-c (Luth et al., 2014).

Bae et al. konnten 2014 keinen Unterschied der a-Synuclein-Level zwischen ATP13A2-/- Trigern
und Kontrollen feststellen, auch nicht in der lysosomalen Aktivitat (Bae et al., 2014).

Neue Erkenntnisse liber die Lokalsation von ATP13A2 in der Zelle erbrachten Yang und Xu 2014.
Wildtyp-ATP13A2 findet sich in Lysosomen, wahrend mutierte Formen im endoplastamatischen
Retikulum lokalisiert sind. Es kommt zu einer reduzierten Autophagie, wodurch vermehrt reaktive
Sauerstoffradikale entstehen und oxidativer Stress intrazellular vorliegt (Yang und Xu, 2014).

Wie man aus der Diskussion der aktuellen Literatur ersehen kann, gibt es kontroverse Ergebnisse,
die sich noch nicht zusammenbringen lassen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stimmen mit
einigen Studien Uberein. Andererseits werfen sie aber auch neue Fragen auf, da sie nicht mit
anderen Forschungsergebnissen vereinbar sind. Es ist erkennbar, dass sich der aktuelle
Wissensstand noch auf der Ebene der Grundlagenforschung bewegt.

Im Hinblick auf potentielle kurative Therapeutika befasst sich die Forschung mit vielen moglichen
neuroprotektiven Stoffen. Ein Ansatzpunkt sind antiapoptotische oder antiautophagische
Substanzen (u.a. Saxagliptin, CDNF). Bei diesen Therapieansatzen besteht allerdings das Problem,
dass eine systemische Wirkung auf diese Vorgange mit erheblichen Nebenwirkungen, v.a. die
Entwicklung von Malignomen, nach sich ziehen (Ghavami et al., 2014; Mei und Niu, 2014; Nassar

et al., 2015). Weitere Stoffe wie Nikotin, ALDH-2 (mitochondriale Aldehyddehydrogenase),
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Transhinon lIA, Puerarin, Acetylcorynolin, Tetraspanin oder Spermidin reduzieren den oxidativen
Stress und wurden teilweise auch in vivo getestet (Fu et al., 2014; Biittner et al., 2014; Zhang et
al., 2014; Masoudi et al., 2014; Chiu et al., 2015; Ren et al., 2015; Liu et al., 2015).

Auch wurde die ATP13A2-Uberexpression bereits in vivo getestet. In der Studie von Daniel et al.
konnte 2014 in Rattenmodellen dadurch kein neuroprotektiver Effekt erzielt werden (Daniel et al.,
2014).

Lonskaya et al. und Mahul-Mellier et al. beschrieben c-Abl (Tyrosinkinase Abelson) als
Regulatorprotein im a-Synuclein- und Parkin-Abbau durch Phosphorilierung. c-Abl ist eine
Tyrosinkinase, die an vielen Zellmechanismen, u.a. als Induktor der Apoptose, beteiligt ist. Eine
Uberexpression von a-Synuclein induziert die Expression von c-Abl (Lonskaya et al., 2013; Mahul-

Mellier et al., 2014).

4.4. Fazit

In Bezug auf die Fragestellung und Zielsetzung dieser Arbeit (Kap. 1.4) ist das Screening-Verfahren
zur schnellen und 6konomischen Diagnostik von Mutationen im ATP13A2-Gen mittels Real-time-
PCR aufgrund ungeniigender Sensitivitdit und Spezifitdit nicht sinnvoll in der Zukunft zu
verwenden. Zur genauen Sequenzanalyse nach Sanger wurden 94 Proben aus der Libecker
Population ausgewahlt, die aufgrund medizinischer Daten ein erhdhtes Risiko tragen, am Kufor-
Rakeb-Syndrom zu leiden (Kap. 2.1.2). In dieser Analyse konnten keine homozygoten oder
gemischt-heterozygoten Trager von pathogenen Mutationen ermittelt werden (Kap. 3.1.2.1). Es
wurden drei bisher unbekannte Missense-Varianten (Exon 14, g.20631C>G, c.1487C>G,
p.Leud33Val; Exon 26, g.29784T>C, c.3174T>C, p.Ala995Val; Exon 28, g.30403C>T, ¢.3532C>T,
p.lle1114Thr) und eine Intron-Variante (Exon 19, g.24939C>T) detektiert (Kap. 3.1.2).

Im Zuge des zweiten Projekts konnte der genaue molekulare Mechanismus der
Neurodegeneration in dieser Arbeit nicht geklart werden. Allerdings wurde eine erhdhte
Sterblichkeit von Fibroblasten, die eine Mutation im Parkin-Gen tragen, im Vergleich zu Nicht-
Mutationstragern nachgewiesen (Kap. 3.2.2). Die Hypothese, dass Parkin-Mutationstrager einen
erhohten intrazelluldren Spiegel von a-Synuclein aufweisen (Kap. 3.2.3.1), wurde bestétigt.
Mutationstrager im ATP13A2-Gen weisen keinen erhdhten Spiegel von a-Synuclein auf (Kap.
3.2.4). a-Synuclein konnte bei den Parkin-Mutationstrdgern in der mitochondrialen Fraktion
nachgewiesen werden (Kap. 3.2.3.2). Zur Ermittlung der Art des Zelltods wurden pro- und
antiapoptoische Proteine in den in dieser Arbeit verwendeten Fibroblasten untersucht. Hier zeigte

sich ein Anstieg des antiapoptotischen Proteins Bcl, unter oxidativem Stress bei Nicht-
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Mutationstragern, wahrend es bei den Mutationstragern flr Parkin nicht angestiegen ist.
Analysen zu Bax erbrachten keine Unterschiede (Kap. 3.2.7.2).

Zusammengefasst kann davon ausgegangen werden, dass ein erhohtes intrazellulares Vorliegen
von a-Synuclein oxidativen Stress beglinstigt und das antiapoptotische oder antiautophagische
System nicht addquat reguliert wird. Wie der oxidative Stress genau induziert wird, ist noch nicht
geklart. Studien beschreiben toxische Ursachen sowohl durch mitochondriale Dysfunktion als
auch durch Proteinakkumulation bei Dysfunktion von Proteasen. Das Sterbeverhalten ist
allerdings aufgrund des sehr langsamen Fortschreitens der Neurodegeneration schwer zu
erfassen. Zudem spielen noch weitere Faktoren wie Umwelteinfliisse eine Rolle in der Entwicklung

des MP, die im Studiendesign schwer zu fassen sind und daher noch nicht evident erforscht sind.
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5. Ausblick

Das Ziel der Aufklarung der molekularen Mechanismen des MP liegt in der Entwicklung einer
kurativen Therapie. Daflir wurden in der vorliegenden Arbeit eine Mutationsanalyse (l) und
Analysen hinsichtlich des Sterbeverhaltens, des a-Synuclein-Levels und der apoptotischen
Stoffwechsellage (ll) bei an genetisch bedingtem MP erkrankten Patienten durchgefihrt. Die
Fortsetzung der hier durchgefiihrten Untersuchungen unter kritischer Einbeziehung neuer
Forschungsergebnisse kann moglicherweise einige Wissensliicken schlieRen. In der Diskussion
wurden bereits einige Vorschldge eingebracht, wie die Fortsetzung der Forschungsarbeit mit den
vorliegenden Ergebnissen durchgefiihrt werden koénnte. Diese Vorschlage werden im Folgenden
nochmals zusammenfassend erldutert.

(I) In der Mutationsanalyse konnten keine homozygoten Mutationstrager nachgewiesen werden.
Allerdings konnte die Ermittlung der Risikoveranderung durch das Vorliegen von SNPs Aussagen
Uber genetische Risikofaktoren erzielen.

(1) Der Frage, ob wirklich ein Zusammenhang zwischen dem intrazellularen Level von a-Synuclein
und der Schwere und Form des PS vorliegt, sollte in einer Studie mit vielen Teilnehmern
nachgegangen werden. Zusatzlich sollte bei den in dieser Arbeit verwendeten Fibroblasten die
Menge an extrazelluldar gelegenem a-Synuclein untersucht werden und erneut ein Vergleich
zwischen Parkin- und ATP13A2-Mutationstragern, sowie Kontrollen erfolgen. Die Analyse von
c-Abl bei den hier verwendeten Parkin-Mutationstragern ware ebenfalls interessant, da bei einem
erhohten a-Synuclein-Level nach den Arbeiten von Lonskaya et al. und Mahul-Mellier et al. auch
ein erhohter c-Abl-Spiegel vorliegen sollte (Lonskaya et al., 2013; Mahul-Mellier et al., 2014).
Hinsichtlich der Rolle von Bcl, in der Neurodegeneration gibt es ebenfalls noch viele Fragen zu
klaren. Zum Einen ist das genaue Zusammenspiel von Bcl, und Beclin-1 bei Parkin- und ATP13A2-
Mutationstragern zu untersuchen, zum Anderen ist die Ursache des Ausbleibens des Bcl,-Anstiegs
in den Parkin-Mutationstragern ungeklart. Die Aufdeckung dieser Mechanismen kdnnte den
genauen Ablauf der Neurodegeneration beschreiben. Daraus kénnten weitere Therapiestrategien
entwickelt werden. Als weiteren Therapieansatz kénnte auch eine direkte Hemmung der

a-Synuclein-Akkumulation in Betracht gezogen werden.



Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den molekularen Mechanismen der
Neurodegeneration bei Morbus Parkinson (MP). Unter den Parkinsonsyndromen (PS) sind

5 — 10 % genetisch bedingt. Klinisch lassen sich die PS in drei Formen einteilen; Das klasische PS,
das early-onset-PS und das atypische PS. Fir diese Arbeit wurde aus jeder Form ein zugehoriges
Gen ausgewahlt; ATP13A2, a-Synuclein und Parkin.

Die vorliegende Arbeit beinhaltet zwei Projekte:

(1) Zur schnellen und 6konomischen Mutationsanalyse fiir das Gen ATP13A2 soll eine Real-time-
PCR als Screening-Methode etabliert werden. Die genaue Sequenzanalyse soll darauf folgend mit
Hilfe der Sequenzierung nach Sanger erfolgen.

(I1) Das zweite Projekt beschaftigt sich mit den Hintergriinden der molekularen Mechanismen der
Neurodegeneration. Dazu soll zunachst eine vermehrte Sterblichkeit von Fibroblasten, die eine
Mutation im Parkin-Gen tragen, anhand eines Tripan-blue-exclusion-Assays und einer Laktat-
Dehydrogenase-Messung bewiesen werden. Es werden Analysen hinsichtlich des intrazellularen
Vorkommens von a-Synuclein bei Parkin- und ATP13A2-Mutationstragern mittels Westernblot
vorgenommen. Dazu werden Vergleiche zu dem klinischen Status der Patienten gezogen.
Zusatzlich werden Bax und Bcl, als pro- und antiapoptotische Proteine in den Fibroblasten der
Parkin-Mutationstrager untersucht. Damit soll der Frage nachgegangen werden, liber welche Art
von Zelltod die Neurodegeneration ablauft.

() Wahrend der Etablierung der Screening-Methode mittels Real-time-PCR konnte keine
ausreichende Sensitivitdt und Spezifitdt erreicht werden, weswegen diese Methode fir ein
Screening-Verfahren fiir das Gen ATP13A2 als nicht geeignet angesehen wird. Es wurden 94
Proben anhand klinischer Daten ausgewahlt und nach Sanger fiir das gesamte Gen ATP13A2
sequenziert. Dabei konnten keine homozygoten Trager einer pathogenen Variation detektiert
werden. Allerdings wurden vier bisher unbekannte Genverdanderungen nachgewiesen. Es handelt
sind um drei Missense- und eine Intron-Variante. Eine der neu ermittelten Genvarianten wirkt sich
nach in-silico-Pradikation pathogen aus. Diese liegt in der vorliegenden Probe heterozygot vor und
hat damit fir den betroffenen Patienten keinen Krankheitswert.

() Im Zuge des zweiten Projekts wurde eine erhohte Sterblichkeit von Fibroblasten, die eine
Mutation im Parkin-Gen tragen, nach Behandlung mit oxidativem Stress nachgewiesen. Diese
Fibroblasten von Mutationstragern wiesen, abhangig von der Art ihrer Mutation, eine erhdhte
intrazelluldare Menge an a-Synuclein auf. Bei ATP13A2-Mutationstragern konnte a-Synuclein nicht
nachgewiesen werden. Schlussfolgerungen aus diesen Ergebnissen kdnnten Hinweise auf einen

Zusammenhang zwischen der Menge des intrazelluldaren a-Synucleins und der Form des PS geben.
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Das antiapoptotische Protein Bcl, wurde unter oxidativem Stress vermehrt bei Nicht-
Mutationstragern in Vergleich zu Parkin-Mutationstragern ermittelt. Bax als proapoptotisches
Protein zeigte keine Unterschiede. Daraus |4sst sich der Schluss ziehen, dass die Uberlebenswege
der Zellen bei Parkin-Mutationstragern gestort sind. Hinsichtlich dieser Erkenntnis und in
Zusammenschau mit der aktuellen Literatur gibt es in Zukunft noch viele Fragen zu kldren. An
diese Arbeit sollten sich Analysen hinsichtlich des Zusammenspiels zwischen a-Synuclein und den

apoptotischen Proteinen anschlief3en.
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Summary

This thesis investigated molecular mechanisms of neurodegeneration in Parkinson’s disease (PD).
Among all PD, 5 — 10 % are caused by pathogenic mutations in PD genes (monogenetic PD). We
distinguish three clinical subtypes; the classical, early-onset and atypical PD. We have chosen one
representative gene for each form of PD - ATP13A2, a-Synuclein and Parkin - for the experiments
within the thesis.

The following two projects were addressed in this thesis:

(I) Establishment of a fast and economic real time PCR to screen for mutations in ATP13A2. To
identify the exact gene sequence, this was followed by Sanger sequencing.

(1) The second project deals with pathways underlying the molecular neurodegeneration of PD.
First we demonstrated increased cell death in fibroblasts harboring Parkin mutations. For this, we
conducted a tripan blue exclusion assay and a lactate dehydrogenase assay under conditions of
oxidative stress. To investigate an increased intracellular level of a-Synuclein in Parkin and
ATP13A2 mutation carriers we performed by Western blotting. We compared the results to the
clinical status of the patients. Finally we analyzed levels of pro- and antiapoptotic proteins,
respectively, i. e. Bax and Bcl, - to investigate pathways of cell death.

(I) Due to several technical problems during the establishment of the screening for ATP13A2
mutations, this part of the project was no longer pursued. As an alternative we selected 94
samples from patients who displayed clinical symptoms possible consistent with ATP13A2
mutations. We analyzed these samples by Sanger sequencing and did not detect any clearly
pathogenic mutations. We identified four previously unknown heterozygous variants: Three
missense variants and one intron variant. One of the missense variants was predicted to be
pathogen by in-silico methods.

(1) Significantly more fibroblasts with a mutation in Parkin died under oxidative stress. The same
cells showed an increased level of intracellular a-Synuclein depending on the type of mutation.
We did not detect any a-Synuclein in fibroblasts from ATP13A2 mutation carriers. These results
may indicate a correlation between the level of intracellular a-Synuclein and the clinical
expression. In wildtype fibroblasts we detected increased levels of the antiapoptotic Protein Bcl,
under oxidative stress. Fibroblasts from Parkin mutations carriers did not show any differences of
Bcl, levels under normal conditions or upon oxidative stress. Likewise, for the proapoptotic
protein Bax, no differences between fibroblasts from Parkin mutation carriers and fibroblasts

from wildtypes were identified.
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In conclusion, we detected signs of an impaired antiapoptotic pathway in Parkin mutation
carriers, raising new questions and hypotheses. In the future, the interaction between a-Synuclein

and (anti-) apoptotic proteins should be further investigated.
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8. Anhang

8.1. Abkiirzungsverzeichnis

A Adenin

Abb. Abbildung

abs. absolut

AD autosomal dominant

Ala Alanin

ALDH Alkoholdehydrogenase

ALP Autophagy-lysosomal-pathway

Apaf apoptotic protease activating factor 1 (Apoptose-auslosender Faktor-1)
Agua dest. destilliertes Wasser

AR autosomal rezessiv

Arg Arginin

ATP Adenosintriphosphat

bp Basenpaar(e)

°C Grad Celsius

C Cytosin

Casp Caspase

C. elegans Caenorhabditis elegans

Chr. Chromosom

CMA chaperone-mediated-autophagy

Cys Cystein

Cyto-c Cytochrom-c

D Dalton

ddNTP 2,3’ - Didesoxynukleosid - 5 * - triphosphat
del Deletion

DMEM Dulbeccos Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP 2 - Desoxynukleosid — 5 * - triphosphat
Dopa Dopamin

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EOPD early-onset parkinsons diseases
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etal.
Ex
FADD
FBS

8
G

gef.
GIn
h

het

und andere

Exon

Fas-Associated protein with Death Domain

Fetal Bovine Serum
Gramm

Guanin
gegebenenfalls
Glutamin
Stunde(n)

heterozygot

HiDi Formamid highly deionized Formamide

His
ho
HRM-Dye
HRP
IAPs
k

kb

I

LC
LDH
ot

m

M
min
MOCA-Score
MP

n
n.a.
n. b.
0.g.
p
PAA
PAGE

Histidin

homozygot
High-resolution-melting-Dye
Horse-raddish-peroxidase
Inhibitors of apoptosis proteins
kilo

Kilobasen

Liter

LightCycler®480
Lactatdehydrogenase

mikro- (10°®)

Meter

molar

Minute(n)

Montreal Cognitive Assessment
Morbus Parkinson

nano- (10°°)

nicht angegeben

nicht bekannt

oben genannt

kurzer Arm eines Chromosoms
Polyacrylamid

Polyacrylamid-Gelelektrophorese
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PBS Phosphate buffered saline

PCR Polymerasekettenreaktion

pH negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
PMSF Phenylmethylsulfonylfluorid

PS Parkinsonsyndrom

q langer Arm eines Chromosoms

rel. relativ

RIPA Radioimmunoprecipitation assay

rpm rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

sec Sekunde(n)

SDS Natrium-Dodekylsulfat

Ser Serin

Smac second mitochondria-derived activator of caspases
SNP single nucleotide polymorphism (Einzel-Nukleotid-Polymorphismus)
T Thymin

Tab. Tabelle

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris-Borate-EDTA Puffer

TBS Tris-Buffered-Saline

TBST Tris-Buffered-Saline + Tween-20

Temp. Temperatur

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

Tris Tris(hydroxymethyl)- aminomethan

UTR Untranslated Region (untranslatierter Bereich)

Vv Volt

Val Valin

z. B. Zum Beispiel

ZW. Zwischen
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8.2. Primer-Tabellen

Tab. 15: Primer fiir das Gen ATP13A2 zur kompletten Sequenzierung

Gen Exon Vorwirts-Primer (F)/ Riickwarts-Primer (R) GroRe [bp] ::;;al;:rz] Zusatze
s 1 FCAGACGCAGGTCCTT MG - . 0 751 Beti
e wow
ATPIRZ &5 (A ATC ATS AAA COGAGG. s3s 6 :
N s
e 7s ERASEIECKCCCOC Ao e
ATP13A2 9-11 : gig g;rA%ZCAC:(? CGTAGCEI':?SAGG 702 60 0,75ul Betain
ATPIAZ 12 gl Lo AT TCT LT AKG AT GG sis o7 :
o e e o e
weimz 15 FAGAGGGMTCACATGTGC CMAGS - . 075 et
s e AT e w e
o o LSASSMENCHCEE e e
TR - s
e s CSCACTTOTOTT G s
ATPISAZ 2627 gl al Gee AGTCITCCA CTCG es1 57 :
o ma TEASEOMGCC T coc w s
Tab. 16: Primer fiir das Gen ATP13A2 am LC480°
Gen Exon Vorwirts-Primer (F)/ Riickwérts-Primer (R) GroRe [bp]  Annealing- MgCl,[uM] Zusitze
Temp. [° C]

ATP13A2 5.2 F: TGA CAG TCC CAG GCA GAG GA 128 68 2,5 _

R: TGTGCAATGGGAGAGTCAGACTT
ATP13A2 11 F: TGA GCT CCT CTC CTG CCT G 219 69 25 .

R: CAT CCA ACC CTT TGC CCT
ATP13A2 20 F: CCA AGG AAG ATG CCC TGC CTG G 206 63 3,0 ]

R: GGA GTG ACT TCC AAG GAA CCC AT

8.3. Ergebnistabellen

Tab. 17: Ergebnisse der spanischen Population fiir das Gen ATP13A2

Probe Enthaltene SNPs

Al rs56327781, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs9435662

A2 rs2076604, rs2076603, rs9435659, rs3170740, rs3738815, rs7531163
A3 rs2076603, rs761421, rs9435662

A4 rs56327781, rs761421, rs9435659, rs3170740, rs3738815

A5 rs2076604, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs9435662
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Fortsetzung Tab. 17

Probe Enthaltene SNPs

A6 rs2076603, rs761421, rs9435659, rs9435662

A7 rs2076603, rs9435659, rs9435662, rs3170740, rs3738815

A8 rs2076603, rs761421, rs9435659

A9 rs2076603, rs9435662, rs3170740

B1 rs2076604, rs2076603, rs9435659, rs3170740, rs7531163

B2 rs2076603, rs761421, rs9435659, rs9435662

B3 rs2076603, rs761421, rs9435662, rs7531163

B4 rs41273155, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs3170740

B5 rs2076604, rs7531164, rs2076603, rs761421, rs9435662

B6 rs56327781, rs2076603, rs9435662, rs3170740, rs3738815, rs7531163
B7 rs761421, rs9435659, rs9435662, rs3170740

B8 rs2076603, rs761421, rs9435662, rs3738815

Cc1 rs2076603, rs761421, rs9435659, rs3170740, rs3738815, rs7531163
Cc2 rs56327781, rs55885047, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs9435662, rs7531163
c3 rs2076604, rs2076603, rs761421, rs9435659

c4 rs56327781, rs2076604, rs55885047, rs2076603, rs761421, rs3170740, rs3738815, rs7531163
c5 rs2076603, rs9435659, rs9435662, rs3738815

c6 rs2076604, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs9435662, rs3170740
c7 rs761421, rs9435659, rs3170740

Cc8 rs761421, rs9435659, rs3738815, rs7531163

D1 rs2076604, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs9435662

D2 rs41273155, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs3170740

D3 rs2076603, rs761421, rs9435662

D4 rs56367069, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs9435662

D5 rs761421, rs9435662, rs3170740, rs3738815

D6 rs2076604, rs2076603, rs9435659, rs3170740, rs7531163

D7 rs2076603, rs761421, rs9435659

D8 rs2076603, rs761421, rs3170740, rs7531163

El rs2076603, rs9435659, rs9435662, rs3738815

E2 rs2076604, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs9435662

E3 rs55885047, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs3170740

E4 rs2076604, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs9435662, rs3170740
E5 rs56327781, rs41273155, rs2076603, rs761421, rs7531163

E6 rs56327781, rs2076603, rs761421, rs3170740, rs3738815

E7 rs2076603, rs761421, rs9435659, rs9435662, rs3170740, rs3738815
E8 rs2076603, rs761421, rs9435659

F1 rs2076604, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs9435662

F2 rs2076603, rs9435659, rs3170740

F3 rs2076603, rs761421, rs9435659, rs9435662, rs7531163

F4 rs2076603, rs761421, rs9435662, rs3170740, rs3738815, rs7531163
F5 rs2076604, rs2076603 , rs761421, rs9435659, rs9435662, rs3170740
F6 rs2076603, rs9435659, rs3738815

F7 rs2076603, rs761421, rs3170740, rs7531163

F8 rs2076603, rs761421, rs9435659, rs3170740
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Fortsetzung Tab. 17

Probe Enthaltene SNPs

G1 rs2076604, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs3170740

G2 rs2076604, rs56367069, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs9435662, rs3170740
G3 rs2076603, rs9435659, rs9435662, rs3170740, rs3738815, rs7531163

G4 rs56327781, rs2076604, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs3170740, rs3738815
G5 rs2076603, rs761421, rs3170740, rs7531163

G6 rs2076603, rs761421, rs9435659

G7 rs2076603, rs761421, rs9435659, rs9435662

G8 rs2076603, rs761421, rs9435662, rs3170740, rs3738815

H1 rs41273157, rs2076603, rs9435659, rs3170740

H2 rs56327781, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs7531163

H3 rs2076604, rs7531164, rs761421, rs9435662, rs3170740

H4 rs55885047, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs3738815

H5 rs56327781, rs55885047, rs2076603, rs9435659, rs9435662, rs3170740, rs3738815
H6 rs2076603, rs761421, rs9435659

H7 rs2076603, rs761421, rs9435659, rs9435662, rs3170740

H8 rs2076603, rs761421, rs3170740, rs3738815, rs7531163

Tab. 18: Ergebnisse der Analyse fiir das Gen ATP13A2 am LC. het = heterozygot, ho =
homozygot. Darstellung der am LC ermittelten positiven Proben fir die Exons und des

tatsdchlichen SNP nach Sequenzierung nach Sanger.

Probe Durch LC detektiert in SNP Probe Durch LC detektiertin  SNP

1L-1032 Exon 11 rs56290406 / ho L2465
Exon 20 rs2076604 / het

L-1059 exon 11 rs56250406 / het L-2466 Exon 20 rs2076604 / het
Exon 20

L-1060 Exon 20 rs2076604 / het L-2467 Exon 20 rs2076604 / het

L-1061 L-2475 Exon 20 rs2076604 / het

L-1066 Exon 20 L-2481

L-1067 Exon 20 L-2492 Exon 20 rs2076604 / het

L-1068 L-2493

L-1069 Exon 20 rs2076604 / het L-2496 Exon 20 rs2076604 / het

L-1070 Exon 20 rs2076604 / het L-2497

L-1079 Exon 20 L-2499

L1088 Exon 3.2 L-2500 Exon 20 rs2076604 / het
Exon 20

L-1090 Exon 20 rs2076604 / het L-2512 Exon 20 rs2076604 / het

L-1091 Exon 20 rs2076604 / het L-2513 Exon 20 rs2076604 / ho

L-1092 Exon 20 L-2514

L-1093 Exon 20 rs2076604 / het L-2517 Exon 20 rs2076604 / het

L-1094 L-2520

L-1098 Exon 20 rs2076604 / het L-2521

L-1099 Exon 20 L-2528 Exon 20 rs2076604 / het

L-1100 L-2532 Exon 20 rs2076604 / ho

L-1101 L-2539

L-1106 Exon 11 rs56290406 / ho L-2540 Exon 20

L-1107 Exon 20 rs2076604 / het L-2541 Exon 20 rs2076604 / het

L-1108 Exon 5.2 rs2076604 / het L-2542 Exon 20 rs2076604 / het
Exon 20

L-1109 Exon 20 L-2559 Exon 20 rs2076604 / ho

L-1121 Exon 20 L-2561
Exon 11

L-1122 rs56290406 / ho L-2562 Exon 11 rs56290406 / het
Exon 20

L-1123 L-2568

L-1127 Exon 20 rs2076604 / het L-2571 Exon 20 rs2076604 / het
Exon 5.2

L-1128 Exon 20 L-2572

L-1129 L-2576 Exon 20

L-1130 L-2579 Exon 20 rs2076604 / het




Anhang

Fortsetzung Tab. 18

Probe

L-1131
L-1132
L-1133
L-1134
L-1135
L-1136
L-1137
L-1140
L-1141

L-1145

L-1149
L-1150
L-1151
L-1152
L-1153
L-1154
L-1155
L-1156
L-1157
L-1158
L-1162
L-1164
L-1165
L-1166
L-1167
L-1168
L-1169
L-1170
L-1171
L-1172
L-1173

L-1174

L-1175
L-1176

L-1177

L-1178
L-1179
L-1180
L-1181
L-1192
L-1193
L-1194
L-1198
L-1200
L-1203

L-1204

L-1208
L-1209
L-1210
L-1211

L-1212

L-1213
L-1214
L-1215
L-1216
L-1217
L-1218
L-1219
L-1220
L-1221
L-1222
L-1223
L-1224

Durch LC detektiert in
Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 20

Exon 11
Exon 20
Exon 20
Exon 5.2
Exon 20

Exon 20
Exon 5.2

Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 5.2
Exon 20

Exon 20
Exon 11
Exon 20
Exon 20

Exon 5.2
Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 11
Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 20
Exon 20

Exon 20

SNP
rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs56290406 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / ho

rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs56290406 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het
rs56290406 / ho
rs2076604 / het
rs2076604 / ho

rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / ho
rs2076604 / het

Probe

L-2580
L-2581
L-2583
L-2586
L-2606
L-2616
L-2617
L-2622
L-2623

L-2635

L-2637
L-2638
L-2639
L-2640
L-2641
L-2645
L-2648
L-265

L-2652
L-2653
L-2662
L-2663
L-2664
L-2666
L-2672
L-2677
L-2681
L-2696
L-2703
L-2704
L-2716

L-2761

L-272
L-2726

L-273

L-2779
L-2780
L-2796
L-2797
L-280

L-2804
L-2805
L-2806
L-2807
L-2833

L-2835

L-2836
L-2837
L-2841
L-2842

L-2848

L-2849
L-2864
L-2866
L-2867
L-2868
L-2869
L-2875
L-2877
L-2882
L-2885
L-2890
L-2892

Durch LC detektiert in

Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 5.2
Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 5.2
Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 11
Exon 20

Exon 20

Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 5.2
Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 5.2
Exon 20

Exon 11
Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 11
Exon 20
Exon 20

SNP
rs2076604 / het

rs2076604 / ho

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs56290406 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs56290406 / het

rs56290406 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het
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Probe
L-1225
L-1226

L-1227

L-1228

L-1229
L-1230
L-1231
L-1235
L-1236
L-1237
L-1238
L-1239
L-1242
L-1244
L-1245
L-1246
L-1251
L-1252
L-1253
L-1254
L-1255
L-1256
L-1257
L-1258

L-1263

L-1264
L-1266

L-1267

L-1268
L-1269
L-127

L-1270
L-1271
L-1273
L-128

L-1289
L-1290
L-1291
L-1292
L-1293
L-1301
L-1316
L-1318
L-1321
L-1324
L-1325
L-1340
L-1341
L-1343
L-1345
L-1349
L-1354

L-1355

L-1356

L-1357

L-1358
L-1367
L-1368
L-1369
L-1370

Durch LC detektiert in
Exon 20
Exon 20
Exon 11
Exon 20

Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 11
Exon 20

Exon 20

Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 5.2
Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 11
Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 5.2

Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 11

Exon 5.2
Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 20

SNP

rs56290406 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het
rs56290406 / ho

rs2076604 / het

rs2076604 / ho
rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs56290406 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / ho

rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / ho

rs56290406 / ho

rs2076604 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het

Probe
L-2893
L-2895

L-2898

L-2899

L-2904
L-295

L-3009
L-3010
L-3020
L-3028
L-3029
L-303

L-3030
L-3032
L-3037
L-3038
L-3039
L-3040
L-3041
L-3046
L-3047
L-3049
L-305

L-306

L-3072

L-3073
L-3074

L-3075

L-3076
L-3078
L-3083
L-3099
L-3108
L-3112
L-3196
L-3199
L-3201
L-3207
L-3222
L-323

L-3239
L-324

L-3240
L-3242
L-3245
L-3250
L-3258
L-3259
L-3260
L-3261
L-3262
L-3265

L-3271

L-3272

L-3273

L-3277
L-3280
L-3296
L-3301
L-3302

Durch LC detektiert in

Exon 20
Exon 20

Exon 11
Exon 20

Exon 20
Exon 20

Exon 5.2

Exon 20

Exon 5.2

Exon 11
Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 11
Exon 20
Exon 11
Exon 20

Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 11
Exon 20
Exon 5.2
Exon 11
Exon 20

Exon 5.2
Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 20

SNP

rs2076604 / het

rs56290406 / het

rs2076604 / het

rs56290406 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / ho
rs2076604 / het

rs2076604 / ho

rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs56290406 / het

rs56290406 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs56290406 / het
rs2076604 / het

rs56290406 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het
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Fortsetzung Tab. 18

Probe
L-1371

L-138
L-1382

L-1385

L-1404
L-1407
L-1408
L-1419

L-1435
L-144

L-1444
L-1447
L-1451
L-1454
L-1456
L-146

L-148

L-1517
L-1520
L-1521
L-1522
L-1523
L-1524
L-1525
L-1537
L-1541
L-1543

L-1545

L-1546
L-1549
L-1550
L-1551
L-1562
L-1613
L-1661
L-1700
L-1701

L-1702

L-1703
L-1704
L-1706
L-1707
L-1711
L-1712
L-1765

L-1787

L-1788
L-1813
L-1814
L-1826
L-1848
L-1854
L-1874
L-1887
L-1888
L-1894
L-1899
L-1900
L-1901

Durch LC detektiert in
Exon 20

Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 20
Exon 5.2
Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 11
Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 20

Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 5.2
Exon 11
Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 20

SNP

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs56290406 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / ho

rs2076604 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs56290406 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het

Probe
L-3304

L-3305
L-3306

L-3307

L-3308
L-3309
L-3310
L-3311

L-3312
L-3313
L-3320
L-3323
L-3324
L-3325
L-3331
L-3332
L-3366
L-3371
L-3378
L-3381
L-3386
L-3391
L-3392
L-3393
L-339

L-340

L-3447

L-345

L-3454
L-3455
L-3456
L-349

L-3499
L-3452
L-3453
L-3464
L-351

L-353

L-355
L-356
L-359
L-361
L-362
L-3655
L-3658

L-3664

L-3666
L-3672
L-3675
L-3676
L-3681
L-3682
L-3683
L-3684
L-3698
L-3712
L-3713
L-3714
L-3715

Durch LC detektiert in
Exon 11
Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 5.2
Exon 11
Exon 20
Exon 5.2

Exon 20
Exon 5.2
Exon 20

Exon 20

Exon 20

Exon 20

Exon 20

Exon 20

Exon 20
Exon 11
Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 20

SNP

rs56290406 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs56290406 / ho
rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / ho
rs56290406 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het
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Probe

L-1902
L-1903
L-1904
L-1905
L-1914
L-1915
L-1921

L-1929

L-1936
L-1937
L-1943
L-1944
L-1945
L-1955
L-1957
L-1958
L-1959
L-1966
L-1980
L-1988
L-1997
L-2001
L-2002

L-2008

L-2035

L-2036
L-2061
L-2099

L-210

L-2105
L-2108
L-2109
L-2145

L-2146

L-2147
L-2156
L-2157
L-2158
L-2159
L-2160
L-2165
L-2166
L-2167
L-2195
L-2197
L-2198
L-2199
L-220

L-2200
L-2203
L-2204
L-2205
L-2208
L-2210
L-2212
L-2224
L-2226
L-2228

L-2233

L-2234
L-2237

Durch LC detektiert in

Exon 20

Exon 20
Exon 5.2
Exon 20
Exon 5.2
Exon 11
Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 20
Exon 5.2
Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 5.2
Exon 20

Exon 5.2
Exon 20

Exon 20
Exon 5.2
Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 11

Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 11
Exon 20

SNP

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs56290406 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs56290406 / het

rs2076604 / het

rs56290406 / het

Probe
L-3716
L-373
L-377
L-3796
L-382
L-383
L-384

L-385

L-3852
L-3856
L-3857
L-389
L-392
L-393
L-395
L-396
L-397
L-398
L-402
L-4023
L-4028
L-4029
L-4031

L-4035

L-4037

L-4039
L-4040
L-4043

L-409

L-417
L-4182
L-419
L-423

L-424

L-425
L-4301
L-4302
L-490
L-503
L-504
L-510
L-512
L-513
L-514
L-515
L-517
L-530
L-544
L-558
L-560
L-561
L-563
L-564
L-581
L-583
L-584
L-585
L-587

L-589

L-600
L-601

Durch LC detektiert in

Exon 20

Exon 20

Exon 20

Exon 20

Exon 11
Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 20
Exon 11
Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 20
Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 20
Exon 5.2
Exon 20
Exon 20

Exon 20

Exon 5.2
Exon 20
Exon 20
Exon 20

SNP

rs2076604 / het

rs56290406 / ho
rs2076604 / ho

rs2076604 / het

rs56290406 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het
rs2076604 / het
rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het

rs2076604 / het
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Probe Durch LC detektiert in SNP Probe Durch LC detektiertin  SNP
L-2238 Exon 20 rs2076604 / het L-608
L-2239 L-611 Exon 20 rs2076604 / het
L-2247 Exon 20 rs2076604 / het L-616
L-2251 L-642
L-2254 L-644
L-2258 Exon 20 rs2076604 / het L-649 Exon 20 rs2076604 / het
L-2259 L-650
L-2260 Exon 20 rs2076604 / ho L-653
L-228 L-662
Exon 5.2 Exon 5.2
L-231 Exon 20 L-736 Exon 20
Exon 11
L-2389 Exon 11 rs56290406 / het L-747 rs56290406 / het
Exon 20
L-2390 Exon 20 L-804 Exon 20
L-2391 L-811
L-2392 L-852 Exon 20 rs2076604 / het
L-2393 Exon 20 rs2076604 / het L-853 Exon 11 rs56290406 / het
L-2396 Exon 20 rs2076604 / het L-855
L-2398 Exon 11 rs56290406 / het L-856
L-2405 Exon 11 rs56290406/ het L-860 Exon 11 rs56290406 / het
L-2431 Exon 20 L-861 Exon 20
L-2438 L-864 Exon 20
L-2439 L-865 Exon 20
Exon 5.2
L-2440 L-866 Exon 20
L-2441 Exon 20 rs2076604 / het L-868 Exon 20 rs2076604 / het
L-2442 L-869
L-2443 Exon 5.2 L-870 Exon 20 rs2076604 / ho
Exon 20
L-2444 L-871
Exon 5.2
L-2445 L-872 Exon 20 rs2076604 / het
L-2455 L-873
L-2456 L-874 Exon 5.2
L-2457 L-908
Exon 5.2
L2458 Exon 20 rs2076604 / het 1913
L-2459 L-927 Exon 20 rs2076604 / het
L-246 L-944 Exon 5.2
L-2460 Exon 11 rs56290406 / het L-945 Exon 20
L-2461 Exon 20 rs2076604 / ho L-957
L-2462 L-961 Exon 20
L-2463 Exon 20 L-962

Tab. 19: Ergebnisse der Sequenzierung nach Sanger fiir das Gen ATP13A2, unbekannte
Mutationen sind hervorgehoben.

Probe Enthaltene SNPs

L-1193 ¢.1487C>G, rs2076603, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs3170740

L-1231 rs2076604, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs3170740

L-1263 rs56047197, rs56327781, rs2076603, rs114407349, rs761421, rs55885047, rs7531163, rs9435659, rs3170740

1-1357 rs56047197, rs9435736, rs55682704, rs2076603, rs2076604, rs114407349, rs3738815, rs761421, rs7531163,
rs9435659, rs2076605, rs3170740

L-1370 rs2076603, rs2076604, rs114407349, rs3738815, rs761421, rs7531163, rs9435659, rs2076605, rs3170740

L-1385 rs56047197, rs9435736, rs2076603, rs114407349, rs761421, rs9435659

L-1404 rs9435736, rs2076604, rs3738815, rs7531163

L-1435

L-1451 rs9435736, rs55682704, rs2076604, rs114407349, rs3738815, rs761421, rs7531163, rs9435659, rs3170740

L-1522

L-1551 rs2076603, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

L-1613 rs56047197, rs2076603, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

L-1661 rs56047197, rs9435736, rs2076603, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

L-1700 rs2076603

L-1706 rs9435736, rs55682704, rs2076603, rs2076604, rs114407349, rs3738815, rs761421, rs7531163, rs9435659,
rs2076605, rs3170740
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Probe

L-1787
L-1826
L-1899
L-1900
L-1901
L-1929
L-1988
L-2002
L-2008

L-2035

L-2147
L-2696
L-2836
L-2885
L-3010
L-3028
L-3029
L-303

L-3030
L-3032
L-3037
L-3038
L-3039
L-3040
L-3041
L-3046
L-3047
L-3049
L-305

L-306

L-3075
L-3076
L-3078
L-3222

L-3262

L-3272
L-3296
L-3301
L-3305
L-3310
L-3312
L-3331
L-3366
L-3378
L-339

L-3391
L-340

L-356

L-359

L-3655
L-3658
L-3664
L-3666
L-3672
L-3675
L-3683

L-3698

L-377
L-382
L-393
L-396
L-4023

L-4029
L-4035

Enthaltene SNPs

rs56047197, rs41273155, rs56290406, rs9435736, rs55682704, rs2076604, rs3738815, rs7531163
rs2076603, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs9435736, rs2076603, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs2076603, rs114407349, rs761421, rs2076605, rs3170740

rs56327781, rs2076603, rs2076604, rs114407349, rs3738815, rs761421, rs7531163, rs2076605, rs3170740
rs56047197, rs41273155, rs56290406, rs9435736, rs55682704, rs2076603, rs2076604, rs3738815, rs7531163
rs9435736, rs114407349, rs761421, rs2076605, rs3170740

rs9435736, rs2076603, rs114407349, rs761421, rs2076605, rs3170740

rs9435736, rs2076603, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs56047197, rs9435736, rs55682704, rs2076603, rs2076604, rs114407349, rs3738815, rs761421, rs7531163,
rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs56047197, rs9435736, rs2076603, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740
rs56047197, rs41273155, rs56290406, rs9435736, rs2076603

rs56047197

rs2076603, rs2076604, rs761421, rs7531163, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs9435736, rs2076603, rs114407349, rs761421, rs2076605, rs3170740

rs56047197, rs9435736, rs2076603, rs7531163

rs9435736, rs2076603, rs761421, ¢.3174T>C, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs2076603

rs9435736, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs2076605, ¢.3532C>T, rs3170740

rs9435736, rs2076604, rs7531163

rs9435736, g.24939C>T, rs761421, rs3170740

rs2076603, rs2076604

rs9435736, rs55682704, rs2076604, rs3738815, rs761421, rs7531163, rs9435659, rs2076605, rs3170740
rs2076603, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs9435736, rs55682704, rs2076604, rs7531163

rs56047197, rs56290406, rs9435736, rs761421, rs9435659, rs3170740

rs9435736, rs55682704, rs2076603, rs2076604, rs114407349, rs761421, rs7531163, rs9435659, rs3170740
rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs9435736, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs56047197, rs9435736, rs55682704, rs2076603, rs2076604

rs56047197, rs9435736, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs56047197, rs9435736, rs2076603, rs114407349, rs761421, rs7531163, rs9435659, rs2076605, rs3170740
rs56047197, rs9435736, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs9435736, rs55682704, rs2076603, rs2076604, rs114407349, rs761421, rs7531163, rs9435659, rs2076605,
rs3170740

rs56290406, rs2076603, rs2076604, rs3738815

rs56047197, rs2076603, rs2076604, rs3738815, rs2076605, rs3170740

rs56327781, rs9435736, rs55682704, rs2076604, rs114407349, rs3738815, rs3170740

rs9435736, rs2076603, rs114407349, rs2076605, rs3170740

rs2076603, rs2076604, rs7531163

rs56047197, rs9435736, rs55682704, rs2076603, rs2076604, rs3738815

rs56047197, rs9435736, rs56351817, rs2076603, rs55885047, rs56146840

rs9435736, rs2076603, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs9435736, rs2076603, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs9435736, rs2076603, g.24939C>T, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740
rs9435736, rs2076603, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs56047197, rs9435736, rs2076603, rs7531163

rs56047197, rs9435736, rs55682704, rs2076604, rs7531163

rs56047197, rs9435736, rs3738815, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs56047197, rs2076604, rs3738815

rs2076603, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs2076603, rs3738815, rs7531163

rs2076603, rs114407349, rs3738815, rs761421, rs7531163, rs9435659, rs2076605, rs3170740
rs56047197, rs114407349, rs761421, rs55885047, rs9435659, rs56146840, rs2076605, rs3170740
rs2076604, rs114407349, rs3738815, rs761421, rs7531163, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs9435736, rs2076603, rs2076604, rs3738815 , rs7531163

rs9435736, rs55682704, rs2076603, rs2076604, rs114407349, rs3738815, rs761421, rs7531163, rs9435659,
rs2076605, rs3170740

rs56047197, rs56290406, rs114407349, rs761421, rs7531163, rs9435659

rs56047197, rs2076603, rs3738815

rs2076603, rs2076605, rs3170740

rs56290406, rs2076603, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs140087527, rs2076603, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

rs56047197, rs2076603, rs2076604, rs114407349, rs3738815, rs761421, rs7531163, rs9435659, rs2076605,
rs3170740

rs9435736, rs2076604, rs114407349, rs3738815, rs761421, rs7531163, rs9435659, rs3170740
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Probe Enthaltene SNPs

L-503 rs56290406, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

L-513 rs2076603, rs2076604, rs114407349, rs3738815, rs761421, rs7531163, rs9435659, rs3170740
L-517 rs2076603, rs114407349, rs761421, rs55885047, rs9435659, , rs56146840, rs2076605, rs3170740
L-561 rs56047197, rs2076603, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

L-563 rs56047197, rs2076603, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740

L-564 rs56047197, rs114407349, rs3170740

L-587 rs56047197, rs2076603, rs114407349, rs2076605, rs3170740

rs56047197, rs9435736, rs55682704, rs2076603, rs2076604, rs114407349, rs3738815, rs761421, rs7531163,

1589 rs9435659, rs2076605, rs3170740

L-616 rs56047197, c.322A>G, rs56327781, rs9435736, rs114407349, rs761421, rs9435659, rs2076605, rs3170740
L-644 rs114407349, rs761421, rs55885047, rs9435659, rs56146840

L-865 rs56047197, rs2076603, rs55885047, rs3170740

L-866 rs2076603, rs114407349, rs2076605

L-869 rs2076603, rs7531163

L-872 rs56047197, rs2076603, rs2076604, rs3738815, rs7531163, rs3170740

L-874 rs56047197, rs114407349, rs3170740
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8.4. MOCA-Score

Abb. 35: MOCA-Score zur klinischen Diagnostik einer Demenz

NAME :
MONTREAL COGNITIVE ASSESSMENT (MOCA) Ausbildung : Geburtsdatum :
Geschlecht : DATUM :
VISUOSPATIAL / EXEKUTIV . . .
_ / Wiirfel Eine Uhr zeichnen (Zehn nach elf)
nach- ( 3 Punkte )
® @ zeichnen
@ Ende .~ 7
Beginn
[ 1] [ 1] [ 1] [ ] [ 1 |_ss
Keontur Zahlen Zeiger
_ /3
GECACHTNIS GESICHT| SAMT KIRCHE TULPE ROT Keine
Wortliste vorlesen, wiederholen lassen. 1.Versuch Punkte
2 Durchginge. Nach 5 Minuten dberpriifen (s.u.) 2 Versuch
LA ST LRl Zahlenliste vorlesen (1 Zahl/ Sek.) In der vorgegebenen Reihenfolge wiederholen [ ] 21 8 5 4
Riickwirts wiederholen [ ] 7 4 2 _ /2
Buchstabenliste vorlesen (1 Buchst./Sek.). Patient soll bei jedem Buchstaben ,,A" mit der Hand klopfen. Keine Punkte bei 2 oder mehr Fehlern
[ ] FEACMNAAIKLBAFAKDEAAAJAMOFAAB |—/1
Fortlaufendes Abziehen von 7, mit 100 anfangen [ ] 93 [ 186 [ 170 [ 172 [ 165
4 oder 5 korrekte Ergebnisse: 3 P., 2 oder 3 korrekt:2 P., 1 korrekt: 1 P, O korrekt: 0 P. —/3
SPRACHE Wiederholen: ,,Ich weiB lediglich, dass Hans heute an der Reihe ist zu helfen.” [ 1]
,.Die Katze versteckte sich immer unter der Couch, wenn die Hunde im Zimmer waren.” [ ] _/2
Moglichst viele Worter in einer Minute benennen, die mit dem Buchstaben F beginnen [ ] (N2 11 Warter) _/1
ABSTRAKTION Gemeinsamkeit von z.B. Banane und Apfelsine = Frucht [ ] Eisenbahn - Fahrrad [ 1 Ubr-Lineal _ /2
ERINNERUNG Worte erinnern|GESICHT | SAMT KIRCHE | TULPE | ROT | punkce nur beirichigem | /5
OHNE HINWEIS [ ] [ ] [ ] [ ] [ ] Nennen OHNE Hinweis
Gptional Hinweis zu Kategorie
Mehrfachauswahl
OR [ ] Datum [ 1 Monat [ 1 Jahr [ ] wochentag [ 1 oOrt [ ] stade _/6
© Z Nasreddine MD Version 7.Nov. 2004  deutsche Ubersetzung: SM Bartusch, SG Zipper Normal 2 26 /30 TOTAL /30
www.mocatest.org Untersucher: + 1 Punkt wenn < 12 Jahre Ausbildung )




Anhang XVIII
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