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1. Einleitung

Spätestens mit Darwins 1858 beschriebener Evolutionstheorie war gezeigt, dass Eigen-

schaften von Generation zu Generation weitergegeben werden (Darwin, 1859). Darüber-

hinaus konnte Gregor Mendel 1866 erstmals zeigen, dass verschiedene Merkmale eines

Organismus einzeln vererbt werden können und begründete die nach ihm benannten Ver-

erbungsregeln (Mendel, 1866). Nachdem Anfang des 20. Jahrhunderts der Begriff des

Gens (Wilhelm Johanssen) geprägt wurde, waren mit der Entdeckung der Desoxyribo-

nukleinsäure (DNA) als Erbmolekül durch Avery, MacLeod und McCarty 1944 (Avery et

al., 1944) und der Entschlüsselung der Struktur der DNA durch Watson und Crick 1953

(Watson et al., 1953) die nächsten Schritte zur Erklärung der menschlichen Vererbung

von Eigenschaften und auch Krankheiten getan.

1.1. Genetische Variation

Das menschliche Genom, also das gesamte Erbgut, umfasst ca. 3 Milliarden Basenpaare

(Bp), ein relativ kleiner Teil davon (ca. 3%) besteht aus Genen, die für Proteine kodieren

(Schaaf et al., 2008). Der gesamte, potentiell für Proteine kodierende Anteil des Genoms

wird auch als Exom bezeichnet. Die gesamte Erbinformation muss beispielsweise bei der

Meiose, also der Entstehung von Samen- und Eizelle, repliziert werden. Bei diesen Repli-

kationen kommt es trotz verschiedener Korrekturmechanismen zu Fehlern (Strachan et

al., 1999). Dadurch entstehen genetische Varianten, die einerseits strukturell sein können,

also die Anzahl an Kopien oder die Position eines Genabschnitts betreffen, wie zum Bei-

spiel die Duplikation eines ganzen Chromosoms bei der Trisomie 21. Andererseits können

sie nicht strukturell sein und nur die Sequenz der Basenpaare betreffen (Seyffert, 2003).

Die häufigste genetische Veränderung ist der Austausch einer einzelnen Base, ein soge-

nannter Einzelnukleotidaustausch oder Single-Nucleoltide-Variante (SNV) (Schaaf et al.,

2008). Die meisten dieser SNVs befinden sich in den großen intergenischen und introni-

schen Bereichen der DNA; aber auch in den Exons, also den für Proteine kodierenden Ab-

1



1. Einleitung

schnitten der DNA, gibt es solche Varianten (Strachan et al., 1999). Hier können die SNVs

sowohl synonym sein, das heißt sie verändern die Aminosäuresequenz des Proteins nicht,

als auch nicht-synonym. Nicht-synonyme Varianten können nochmals unterteilt werden

in Varianten, die in einem einfachen Austausch einer Aminosäure resultieren (Missense-

Varianten) oder solche, die einen vorzeitigen Stopp der Translation nach sich ziehen und

so zu einem verkürzten Protein führen (Nonsense-Varianten) (Seyffert, 2003).

Die Mutationsrate über das gesamte Genom verteilt, wird pro Basenposition auf un-

gefähr 1, 1 ∗ 10−8 pro Generation geschätzt (Roach et al., 2010; Nachman et al., 2000;

Kondrashov, 2003), bzw. auf 1, 47 ∗ 10−8 pro Person pro Generation bei nicht-synonymen

Veränderungen (Rauch et al., 2012). Genetische Untersuchungen zeigten eine SNV bei

annähernd jedem 52-ten Bp (Fu et al., 2013).

Wenn diese genetischen Varianten nicht nur in einem Individuum zu identifizieren sind,

sondern mit einer Allelfrequez von mindestens 0,01 in einer Population, so spricht man

auch von Einzelnukleotid-Polymorphismen oder Single-Nucleotide-Polymorphisms (SNPs)

(Strachan et al., 1999). Prinzipiell können diese Varianten in allen Häufigkeiten vorkom-

men. Die Häufigkeit wird als sogenannte Minor-Allele-Frequnecy (MAF) angegeben und

beziffert die prozentuale Häufigkeit des selteneren Allels („minor allele“). Die MAFs kön-

nen sich auch populations-spezifisch unterscheiden (Choudhury et al., 2014).

Bei Varianten, die einen negativen Effekt auf die Funktion des Proteins haben, geht

man von einem negativen Zusammenhang zwischen der Häufigkeit einer Variante und

der Stärke dieses Effektes aus (Manolio et al., 2009). Der Grund hierfür ist die negative

Selektion. Negative Selektion tritt dadurch auf, dass der Träger einer Variante, die einen

starken Effekt auf die Funktionsfähigkeit eines Proteins hat, in den meisten Fällen weniger

leistungsfähig im Sinne der Reproduktion ist. Das bedeutet, er wird weniger Nachkommen

zeugen, die dieselbe Variante tragen. Varianten mit einem starken Effekt werden also aus

den Allelen einer Population aussortiert und seltener (Loewe, 2008).

Die nächsten Absätze behandeln genetische Variation im Hinblick auf Erkrankungen.

Ein Teil der bekannten Krankheiten ist multifaktoriell bedingt, das heißt, die Krankheit

entsteht im komplexen Zusammenspiel von verschiedenen genetischen Veranlagungen und

Umwelteinflüssen (Craig, 2008). Bei einigen Erkrankungen überwiegt der Einfluss der

Umweltfaktoren, bei anderen wiederum der der genetischen Veranlagung. Eine besondere

Stellung im Bereich der genetischen Erkrankungen nehmen die monogenen Erkrankungen

ein: Hier löst eine Mutation in einem einzelnen Gen eine Erkrankung aus (Chial, 2008).

2



1. Einleitung

Monogen bedingte Krankheiten können dominant oder rezessiv weitervererbt werden

(Chial, 2008). Für die oben genannte Sonderform der monogenen Erkrankung gilt, dass

beim dominanten Erbgang eine Mutation auf einem der zwei Allele eines Menschen zum

Auftreten der Krankheit reicht; beim rezessiven Erbgang müssen beide Allele, das väter-

liche und das mütterliche, betroffen sein. Entweder mit der gleichen Veränderung (ho-

mozygot) oder mit verschiedenen Veränderungen (compound heterozygot) (Schaaf et al.,

2008). Daraus ergibt sich, dass beim dominanten Erbgang jede Generation einer Fami-

lie betroffen ist, solange das mutierte Allel weitergegeben wird. Beim rezessiven Erbgang

hingegen können auch Generationen „ausgelassen“ werden: diese tragen dann nur ein mu-

tiertes Allel, sind phänotypisch gesund, können dieses Allel aber dennoch als sogenannte

„Carrier“ weitervererben (Strachan et al., 1999).

Jedoch ist es auch bei vielen monogenen Erkrankungen falsch zu postulieren, dass eine

bestimmte Veränderung zwangsläufig zum Ausbruch der Erkrankung führen muss. Man

spricht dann von „unvollständiger Penetranz.“ Dies bedeutet, dass in manchen Indivi-

duen der aufgrund des Genotyps zu erwartende Phänotyp nicht ausgeprägt ist (Miko,

2008). Gründe dafür können im unterschiedlichen genetischen Hintergrund der Individu-

en (Nadeau, 2001), in unterschiedlicher Expression der Gene aufgrund z.B. epigenetischer

Faktoren (Miko, 2008) oder auch in Umwelteinflüssen liegen.

Manche genetische Varianten sind in einer Gruppe von an einer bestimmten Erkrankung

betroffenen Personen häufiger zu beobachten als in einer gesunden Kontrollpopulation

(Manolio et al., 2008). Trotzdem ist die gleiche Variante, jedoch in einer anderen Häufig-

keit, auch in dieser gesunden Kontrollpopulation zu finden. In diesem Falle spricht man

von einem „Risikoallel“, das das Risiko für eine bestimmte Erkrankung erhöht oder ernied-

rigt (Park et al., 2011). Diese Risikoveränderung wird als „Odds Ratio “ (OR) quantifiziert.

ORs größer als eins bedeuten eine Risikoerhöhung. Aber auch der protektive Effekt, den

manche Varianten gegenüber einer Erkrankung bewirken, kann damit ausgedrückt werden.

Der Wert des ORs ist in diesem Fall kleiner eins.

Einige Erkrankungen haben multiple Formen, sie können komplex, oligogen oder auch

monogen auftreten. Das heißt, die Ursache für das Auftreten der gleichen Erkrankung

kann bei verschiedenen Personen unterschiedlich sein. Beispielsweise wurde in dem Gen

für α-Synuclein (SNCA), in dem eine Missense-Variante als Auslöser einer monogenen

familiären Parkinsonerkrankung identifiziert wurde (Polymeropoulos et al., 1997), später

auch ein SNP (rs2736990) nachgewiesen, der eine Assoziation (OR = 1,23) zu sporadischen

3



1. Einleitung

Fällen der Parkinsonerkrankung zeigt (Simón-Sánchez et al., 2009). Eine weitere Ursache

für eine familiäre Parkinsonerkrankung konnte in der Triplikation dieses Genes gefunden

werden (Singleton et al., 2003).

Auch die pathologischen Korrelate können bei monogen und sporadisch auftreten-

den Formen von Erkrankungen dieselben sein. So wurden nach der Identifizierung von

genetischen Varianten in SNCA als Auslöser für familiäre Parkinsonerkrankung (Po-

lymeropoulos et al., 1997) Ablagerungen von α-Synuclein in den sogenannten „Lewy-

Bodies“ in den Gehirnen erkrankter Personen nachgewiesen. Dieser Nachweis gelang

sowohl bei Varianten-tragenden, an einer familiären Parkinsonerkrankung leidenden, als

auch bei nicht-Varianten-tragenden, an einer sporadischen Parkinsonerkankung leidenden

Personen (Spillantini et al., 1997).

Von monogenen Erkrankungen sind eher wenige Menschen betroffen. So sind zum Bei-

spiel (z.B.) Varianten im Gen für Leucine-rich-Repeat-Kinase-2 (LRRK2 ) für nur etwa

1% der sporadischen Parkinson-Fälle verantwortlich, wenn man alle Populationen gemein-

sam betrachet (Cookson et al., 2005). Warum sollte man also diese seltenen Erkrankungen

erforschen, wenn doch die meisten Erkrankungen durch ein komplexes Zusammenspiel ver-

schiedener Faktoren bedingt sind? Als Gründe können aufgeführt werden (Kuhlenbäumer

et al., 2011):

• Spezifischen Mutationen, die monogene Erkrankungen auslösen sind in manchen Po-

pulationen nicht so gering, z.B. Mutationen in LRRK2 bei an Parkinson erkrankten

Ashkenazi-Juden (Ozelius et al., 2006) und arabischstämmigen Nordafrikanern (Le-

sage et al., 2006).

• Monogene Formen einer Erkrankung können helfen, die häufigeren komplexen oder

auch sporadischen Formen der gleichen Erkrankung besser zu verstehen. So wurde

die Amyloid-Hypothese der Alzheimer-Krankheit hauptsächlich nach Entdeckungen

von Varianten in Genen, die für monogene Formen der Erkrankung verantwortlich

sind, begründet (Ertekin-Taner, 2007).

• Da sie einen starken phänotypischen Effekt haben, können monogene Erkrankungen

besser in Zell- und Tiermodellen untersucht werden (Kuhlenbäumer et al., 2011).

• Zusammengenommen sind seltene monogene Erkrankungen mit einer Gesamthäu-

figkeit von bis zu 20/1000 nicht so selten (Schaaf et al., 2008).
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• Im Hinblick auf eventuelle therapeutische Ansätze in der Zukunft ist ein besseres

Verständnis der Krankheit wichtig. Dies kann durch die Identifizierung von seltenen

genetischen Auslösern gelingen.

Die meisten Bemühungen neue genetische Varianten zu identifizieren, die an der Entste-

hung von Krankheiten beteiligt sind, zielen auf solche ab wie sie innerhalb des gepunkteten

Balkens auf Abb. 1.1 dargestellt sind. Also seltene Varianten mit großem Effekt oder häu-

fige Varianten mit kleinem Effekt (Manolio et al., 2009). Seltene Varianten mit kleinem

Effekt sind schwer zu identifizieren (Tennessen et al., 2012) und für häufige Varianten mit

starkem Effekt gibt es nur wenige Beispiele (McCarthy et al., 2008).

Bei der Identifizierung von relativ häufigen Varianten sind sogenannte genomweite As-

soziationsstudien (GWAS) mit Erfolg angewendet worden. Bei diesen wird, z.B. in einer

großen Gruppe von Fällen und Kontrollen, eine große Anzahl von über das gesamte Ge-

nom verteilten SNPs genotypisiert, um eine eventuelle Assoziation zwischen Genotyp und

Phänotyp aufzudecken (Hirschhorn et al., 2005). So wurden für viele komplexe Erkran-

kungen, z.B. das Restless-Legs-Syndrom (Winkelmann et al., 2007), SNPs identifiziert,

die das Risiko zu erkranken, beeinflussen.

Zur Identifizierung von seltenen Varianten mit großem Effekt kommen die im folgenden

Kapitel beschriebenen Methoden zum Einsatz.

In der vorliegenden Ausarbeitung insgesamt geht es um die Analyse genetischer Ursa-

chen der Parkinsonerkrankung.
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Seltene Variante

Kleiner Effekt

Häufige Variante

Großer Effekt
Seltene Variante

Großer Effekt

Häufige Variante

Kleiner Effekt

Effektstärke

Allel-

Häufigkeit
Sehr selten Selten Verbreitet Häufig

Klein

Eingeschränkt

Groß

50,0

3,0

1,5

1,1

0,001 0,005 0,05

Verbreitete Variante

Eingeschränkter

Effekt

Erheblich

Abbildung 1.1. – Effektstärke und Allelhäufigkeit von genetischen Varianten. Nach (Manolio
et al., 2009)

1.2. Identifizierung von Auslösern monogener Erkrankungen

Aus den oben diskutierten Gründen ist es sinnvoll die auslösenden genetischen Varianten

von monogenen Erkrankungen zu identifizieren. Lange Zeit beschränkte sich die Mög-

lichkeit hierzu auf die Linkage-Analyse und Kandidatengensequenzierungen. Mit der Ein-

führung des Next-Generation-DNA-Sequencing (NGS) etablierte sich eine neue Methode

(Kuhlenbäumer et al., 2011). Diese Methoden - mit den sich daraus ergebenden Vor- und

Nachteilen - werden in den nachfolgenden 3 Kapiteln kurz beschrieben.

1.2.1. Linkage-Analysen

Bei der Linkage-Analyse wurden früher DNA-Marker, zum Beispiel sogenannte Short-

Tandem-Repeats (STRs), genutzt. Diese STRs bestehen aus sich wiederholenden Di-,

Tri-, oder Tetranukleotiden und weisen je nach Allel verschiedenste Längen auf. Auf-

grund dieser großen Heterogenität kann in den meisten Fällen zwischen väterlichem und

mütterlichem Allel unterschieden werden (Pulst, 1999).
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Durch die große Anzahl an inzwischen bekannten SNPs, die ebenfalls eine sehr große

Heterogenität zwischen Allelen zeigen, werden heute allerdings SNP-Arrays zur Unter-

scheidung der verschiedenen Allele genutzt (Matise et al., 2003). Betrachtet man zwei

betroffene Familienmitglieder aus aufeinanderfolgenden Generationen, lässt sich also fest-

stellen, auf welchem Allel sich die krankheitsauslösende Variante befinden muss. In der

folgenden Generation wird nun die Rekombinationsfrequenz zwischen verschiedenen Loci

betrachtet. Dabei gilt vereinfacht, dass Genabschnitte, die nah zusammen liegen – die

also gekoppelt sind – während der Meiose weniger wahrscheinlich getrennt werden als

Abschnitte, die weiter voneinander entfernt liegen. Wenn sich feststellen lässt, dass eine

Erkrankung gemeinsam mit einem Marker „segregiert,“ zu den anderen Markern aber we-

niger Kopplung zeigt, so kann man daraus folgern, dass die auslösende Variante in der

Nähe dieses Markers liegen muss (Pulst, 1999). Dieser Genabschnitt kann dann sequen-

ziert und eine eventuell vorhandene Variante identifiziert werden.

Die Wahrscheinlichkeit, dass eine Eigenschaft tatsächlich mit einem Marker assoziiert

ist, wird durch den sogenannten „Logarithm of the Odds“ (LOD)-Score angegeben. Dieser

Wert ist der Logarithmus der Wahrscheinlichkeit, dass tatsächlich eine Kopplung besteht,

geteilt durch die Wahrscheinlichkeit, dass keine Kopplung besteht (Morton, 1955). Bei

einem LOD-Score von mindestens 3 kann von einer Kopplung ausgegangen werden, bei

einem Score von höchstens -2 kann eine Kopplung relativ sicher verneint werden (Pulst,

1999).

Der Nachteil dieser Analyse ist, dass hierzu große Familien mit mehreren betroffenen

Generationen nötig sind. Wegen des späten Beginns der Erkrankungen wirkt sich das

besonders erschwerend auf die Analyse von neurodegenerativen Erkrankungen aus, da

einerseits bei Ausbruch der Krankheit die Elterngeneration häufig schon verstorben ist

und es andererseits noch lange Zeit dauern kann, bis die Generation der Kinder eventuell

ebenfalls erkrankt.

1.2.2. Sequenzierungen

Eine weitere Methode zur Identifizierung von genetischen Varianten ist die direkte Se-

quenzierung des Genoms beziehungsweise (bzw.) des Exoms (alle für Proteine kodieren-

den Bereiche des Genoms). Durch den hohen Personal- und Zeitaufwand und damit auch

den hohen Kosten, die damit verbunden sind große Mengen an DNA mit Hilfe der in

Kapitel 3.2.3 genauer beschriebenen, schon länger verfügbaren Sanger-Sequenzierung zu
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analysieren, war die Sequenzierung ganzer Genome bzw. Exome zur Variantenidentifizie-

rung aber lange Zeit nicht praktikabel.

Diese Möglichkeit erschloss sich erst durch die in Kapitel 1.2.3 beschriebene neue Me-

thode des NGS. Sie ermöglichte die Entdeckung von Genen, die monogenen Erkrankungen

zugrunde liegen, in Fällen, in denen die alten Methoden zum Beispiel aufgrund von zu

wenigen betroffenen Familienmitgliedern gescheitert waren (Bamshad et al., 2011). Hier

kann es ausreichend sein nur eine betroffene Generation einer Familie zu untersuchen.

Dazu werden die Genome bzw. Exome z.B. von nur zwei betroffenen Personen sequen-

ziert und auf gemeinsame Varianten abgeglichen. Mithilfe von inzwischen umfangreichen,

öffentlichen genetischen Datenbanken wie dbSNP (Sherry et al., 2001) können die infrage

kommenden Varianten aufgrund ihrer Allelfrequenz weiter eingegrenzt werden. Bei weite-

ren Verwandten kann dann festgestellt werden, ob sie die Kandidatenvarianten ebenfalls

tragen oder nicht. Diese Methode kann also auch in kleineren Familien angewendet werden

(Kuhlenbäumer et al., 2011) und erleichtert so die Erforschung monogener Erkrankungen.

Die Beschränkung auf das sogenannte „Exom“ ist durch folgende Überlegungen gerecht-

fertigt (Bamshad et al., 2011): Erstens stören die meisten bekannten Varianten, die für

monogene Erkrankungen verantwortlich sind, die Proteinkodierung (Stenson et al., 2003).

Zweitens haben viele seltene Varianten in den Exons wie Missense-Varianten, Nonsense-

Varianten, kurze Insertionen und Deletionen einen funktionellen Effekt auf das Protein

oder schädigen seine Funktion (Kryukov et al., 2007). Und drittens ist auch noch heute die

Sequenzierung des ganzen Genoms ungleich teurer und die Interpretation der Ergebnisse

schwieriger. Das Exom ist also ein an funktionell beeinträchtigenden Varianten angerei-

cherter Ausschnitt der DNA, der zur Analyse von möglicherweise monogenen Erkrankun-

gen geeignet ist (Bamshad et al., 2011). So waren z.B. zwei verschiedene Arbeitsgruppen

in der Lage durch den Einsatz von Exomsequenzierung bei zweien von der Parkinso-

nerkrankung betroffenen Familien eine für die Erkrankung ursächliche seltene Variante

in dem Gen für Vacuolar-Protein-Sorting-35 (VPS35 ) zu identifizieren (Zimprich et al.,

2011; Vilariño-Güell et al., 2011).

1.2.3. Next-Generation-Sequencing

Mit der Entwicklung des NGS, bei der im Gegensatz zur Sanger-Sequenzierung viele Se-

quenzierungsschritte parallel ablaufen und die Amplifizierung und Sequenzierung in einem

Gerät geschehen, wurde die Genom- bzw. Exomsequenzierung für alltägliche wissenschaft-
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liche Fragestellungen anwendbar. Ein ganzes Exom kann mit Hilfe dieser Methode in einem

einzigen, mehrstündigen Durchlauf der Sequenziermaschine analysiert werden. Die Kos-

ten sind im Vergleich zur Sangersequenzierung dadurch um vier Größenordnungen gefallen

(Bamshad et al., 2011).

Beim Illumina Genome Analyzer werden dabei zunächst die zu sequenzierenden Ab-

schnitte der DNA amplifiziert. Zur anschließenden Sequenzierung wird die DNA frag-

mentiert und mit Adaptern ligiert. Diese Fragmente werden nun auf die sogenannten

„Flow-Cell-Chambers,“ auf denen zu den Adaptern komplementäre Oligonukleotide ange-

bracht sind, aufgebracht. Die einzelnen Moleküle werden nun durch „Bridge amplificati-

on“ vervielfältigt, so dass in mehreren Schritten einzelne sogenannte „Cluster“ von gleichen

Molekülen entstehen, welche jeweils ca. eine Millionen Kopien enthalten. Viele tausen-

de Reaktionen laufen dabei parallel ab. Als nächstes folgt der sogenannte „Sequencing-

by-synthesis“-Schritt. Bei diesem werden fluoreszenzmarkierte Nukleotide, deren 3‘-OH

Gruppe chemisch blockiert ist und DNA-Polymerase hinzugefügt. Nach diesem Schritt

wird die Flow-Cell optisch abgetastet und das eingefügte, fluoreszierende Nukleotid in je-

dem „Cluster“ bestimmt. Dann wird die 3‘-OH Blockade aufgehoben und ein neuer Zyklus

beginnt. So entstehen viele sogenannte „Reads“ (in jedem „Cluster“ einer) welche sich in

ihrer Sequenz überschneiden und jetzt anhand einer Referenzsequenz bioinformatisch in

eine Reihe gebracht werden können. (Tucker et al., 2009; Mardis, 2008)

1.3. Morbus Parkinson (PD)

Erstmals beschrieben von James Parkinson im Jahre 1817 (Parkinson, 2002) bestand die

klassische Symptomtrias lange aus Tremor, Rigor und Akinese (Lang et al., 1998a). Heu-

te kommt als viertes Kardinalsymptom noch die posturale Instabilität hinzu (Hughes et

al., 1992). Aber auch nicht-motorische Symptome wie Demenz spielen eine große Rol-

le bezüglich der Lebensqualität (Global Parkinson’s Disease Survey Steering Committee,

2002) von Parkinson-Patienten. Zudem kann es zu vegetativen Symptomen wie Blasenent-

leerungsstörungen, Obstipation oder Blutdruckstörungen kommen (Lim et al., 2009).

1.3.1. Klinische Präsentation und Diagnose

Um die Diagnosekriterien zu vereinheitlichen, wurden die im Folgenden dargestellten UK

Brain Bank Kriterien (Hughes et al., 1992) erstellt. Auch die Probanden mit PD in dieser
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Arbeit wurden nach diesen Kriterien beurteilt.

• Schritt 1: Diagnose eines Parkinson-Syndroms:

– Bradykinesie

– plus mindestens eines der folgenden:

∗ Steifigkeit

∗ Ruhetremor (4-6Hz)

∗ Posturale Instabilität, die nicht primär aus visueller, vestibulärer, cerebellärer oder

propriozeptiver Dysfunktion entsteht.

• Schritt 2: Ausschlusskriterien für PD

– Zustand nach wiederholten Schlaganfällen mit stufenweisem Fortschritt der Parkinson-Symptome

– Zustand nach wiederholten Kopfverletzungen

– Zustand nach gesicherter Encephalitis

– Blickkrampf

– Behandlung mit Neuroleptika bei Beginn der Symptome

– Mehr als ein ebenfalls betroffener Verwandter

– Anhaltende Remission

– Ausschließlich einseitige Präsentation nach 3 Jahren

– Supranukleäre Blickparese

– Kleinhirn Zeichen

– Frühe, starke autonome Beteiligung

– Frühe, stark ausgeprägte Demenz mit Störungen des Gedächtnisses, der Sprache und der

Praxie

– Positives Babinski-Zeichen

– Darstellung eines Tumors oder Hydrocephalus (nicht okklusiv) in der Computertomographie

– Kein Ansprechen auf große Dosen Levodopa (bei Ausschluss von Malabsorption)

– Expostion gegenüber MPTP (1-Methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridin)

• Schritt 3: Unterstützende positive Kriterien zur Vorhersage der Diagnose PD (drei

oder mehr zutreffend für Diagnose PD)

– Einseitiger Beginn

– Ruhetremor vorhanden

– Fortschreiten der Krankheit

– Bleibende Asymmetrie mit stärkerer Beteiligung der Körperseite des Beginns

– Sehr gutes Ansprechen (70-100%) auf Levodopa

– Starke, Levodopa-induzierte Chorea

– Ansprechen auf Levodopa für 5 Jahre oder mehr

– Klinischer Verlauf über 10 Jahre oder mehr
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Allerdings geht der diagnostizierten Erkrankung oft schon ein jahrelanges Prodromal-

stadium mit nicht-motorischen und motorischen Symptomen voraus. Nicht-motorische

Symptome sind z.B. Geruchsstörungen, Obstipation, Depressionen und REM-Schlaf-

Verhaltensstörungen (Lang, 2011). Motorische Frühsymptome sind oft mit den späte-

ren Symptomen verwandt, wie Gangbildstörungen, Feinmotorikstörungen und einseitiges

vermindertes Armschwingen (Maetzler et al., 2012).

1.3.2. Epidemiologie

Mit einer Prävalenz von ein bis zwei Prozent bei den über 60-Jährigen ist PD die zweithäu-

figste neurodegenerative Erkrankung (Nussbaum et al., 2003). In einigen Studien ist die

Inzidenz bei Männern leicht erhöht mit einem Frau-zu-Mann-Verhältnis von 1 zu 1,1 bis

2,6 (de Lau et al., 2006).

Die Lebenserwartung für Patienten mit PD ist verkürzt (Morens et al., 1996) und das

relative Risiko zu sterben ist, abhängig von der Dauer der Erkrankung, erhöht. In den

ersten 5 Jahren nach der Diagnose betrug es in einer Studie 1,1 nach 5 bis 10 Jahren 2,3

und nach über 10 Jahren 3,5 (Chen et al., 2006).

1.3.3. Pathologie

Pathologisch geht PD mit einem Verlust von mehreren spezifischen Neuronenpopulationen

einher. Aminerge Hirnstammkerne, der Nucleus basalis Meynert (cholinerg), kleine kor-

tikale Neurone, Neurone im Bulbus olfactorius und sympathische und parasympathische

Neurone im Magen-Darm-Trakt sind betroffen (Lang et al., 1998a). Besondere Bedeutung

kommt dem Verlust der neuromelanin-haltigen dopaminergen Neurone der Substantia ni-

gra pars compacta zu. Die hieraus resultierende Minderversorgung des Striatums mit

Dopamin führt zu den klassischen, motorischen Symptomen Akinese und Rigor (Lang et

al., 1998a). Pathophysiologisch kommt es durch den Mangel an Dopamin zu einer ver-

stärkten Akivität des GABAergen, inhibitorisch auf den Thalamus wirkenden Kerns der

Basalganglien, dem Globus pallidus internus. Dies geschieht durch mindestens zwei Me-

chanismen:

• Verminderte Aktivität der direkten, inhibierenden neuronalen Verbindung des Stria-

tums zum Globus pallidus internus (über D1-Rezeptoren werden diese Neurone beim

Gesunden aktiviert) (direkter Pathway).
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• Verstärkte Aktivität der indirekten, exzitatorischen Verbindung über den Globus

pallidus externus und Nucleus subthalamicus zum Globus pallidus internus (über

D2-Rezeptoren werden diese Neurone beim Gesunden gehemmt) (indirekter Pa-

thway).

Die daraus resultierende verstärkte Aktivität des Globus pallidus internus führt zu einer

Inhibierung des Thalamus und dadurch zu einer Hemmung des motorischen Kortex (Lang

et al., 1998b).

Neuropathologische Korrelate sind die sogenannten Lewy-Neurite, ubiquitinylierte neura-

le Fortsätze, die sich in allen betroffenen Hirnstammregionen finden und die etwa bei

Vorkommen im Cornu ammonis 2 des Hippocampus und vorhandener Demenz mit dem

Ausmaß der kognitiven Beeinträchtigung in Zusammenhang stehen (Churchyard et al.,

1997). Desweiteren gibt es intrazelluläre Einschlüsse, die sogenannten Lewy-Körper, die

hauptsächlich aus Alpha-Synuclein-Neurofilamenten und Ubiquitin bestehen (Spillantini

et al., 1997; Kuzuhara et al., 1988). Die Ursache des Zelluntergangs ist allerdings noch

nicht abschließend geklärt. Mitochondriale Dysfunktion (Ottolini et al., 2013; Okatsu et

al., 2012) und oxidativer Stress (Andres-Mateos et al., 2007) scheinen beteiligt zu sein,

aber auch über Toxine (Castello et al., 2007; Langston et al., 1983), neuroinflammato-

rische Faktoren (Lastres-Becker et al., 2012; L’Episcopo et al., 2012) und Effekte von

α-Synuclein (Spillantini et al., 1997; Olanow et al., 2013) wird diskutiert.

Die Schwere der Krankheit bzw. deren Fortschritt korreliert mit dem Vorhandensein

von pathologischen Läsionen in verschiedenen Hirnregionen (Braak et al., 2003). Diese

Läsionen dehnen sich von kaudal nach rostral aus. Die Braak-Stadien beschreiben dieses

Fortschreiten und haben 6 Stufen. Im Stadium 1 ist die Medulla oblongata betroffen, im

Stadium 2 zusätzlich das Tegmentum pontis. In diesen Stadien sind noch keine Motor-

symptome, möglicherweise aber andere Frühsymptome wie Anosmie oder gastrointestinale

Störungen vorhanden. Im Stadium 3 ist zusätzlich das Mesencephalon betroffen, inbeson-

dere die Substantia nigra pars compacta und im Stadium 4 zusätzlich untere Teile des

Prosencephalons. In den Stadien 5 und 6 finden sich Läsionen auch im Telencephalon, zum

Beispiel im präfrontalen Kortex oder teilweise im primär-motorischen Cortex (Braak et al.,

2003). Weitere Untersuchungen zeigten auch eine sehr frühe Beteiligung des enterischen

Nervensystems im Gastrointestinaltrakt (GIT) sowie des sympathischen Nervensystems

und des Myelons (Braak et al., 2008), sodass sogar über einen Beginn der Erkrankung
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im GIT und einem folgenden Aufstieg über den Nervus vagus und schließlich in immer

höhere Hirnregionen diskutiert wird (Hawkes et al., 2009).

Der Untergang der einzelnen Neurone geht vermutlich von den Axonen aus (Burke

et al., 2012). Dies ergibt sich beispielsweise daraus, dass einige Studien zeigen, dass bei

Beginn der Symptome der Verlust von Dopamin im Putamen größer ist (Scherman et al.,

1989; Riederer et al., 1976; Lee et al., 2000; Tissingh et al., 1998) als der Neuronenverlust

in der Substantia nigra pars compacta (Greffard et al., 2006; Ma et al., 1997; Fearnley et

al., 1991).

1.3.4. Therapeutische Möglichkeiten

Mit Dopamin bzw. dessen Blut-Hirn-Schranke-gängiger Vorstufe Levodopa und mit Do-

paminagonisten sind, vor allem zu Beginn der Erkrankung, gut wirksame Medikamente

vorhanden (Goetz et al., 2014). Auch operative Verfahren wie die Tiefen-Hirn-Stimulation

erzielen in manchen Fällen gute Ergebnisse (Lang et al., 1998b).

Bei älteren oder kognitiv auffälligen Patienten kann die Therapie direkt mit Levodopa

begonnen werden (Fuhr et al., 2013), da hier weniger Nebenwirkungen beobachtet werden

(Jann, 2011). Bei jüngeren, kognitiv unauffälligen Patienten kann auch mit einem Dopa-

minagonisten oder mit MAO-B-Hemmern begonnen werden. Davon erhofft man sich eine

Verzögerung des Eintritts von Dyskinesien (Jann, 2011).

Für eine Tiefen-Hirn-Stimulation kommen Patienten mit PD in Frage, die mit medi-

kamentöser Therapie nicht zufriedenstellend behandelt werden können. Sie sollten aber

nicht zu alt sein (<75 Jahre), keine Demenz oder andere, unkontrollierte psychiatrische

Erkrankung haben und sollten prinzipiell ein gutes Ansprechen auf Levodopa zeigen (Fuhr

et al., 2013). Die beiden häufigesten Stimulationsorte sind der Nucleus subthalamicus und

der Globus pallidus internus und sie bringen vergleichbare Resultate (Follett et al., 2010).

Diese Therapien sind aber rein symptomatisch. Neuroprotektive Therapien, die den

Ausbruch der Krankheit verhindern oder deren Fortschreiten aufhalten könnten, existie-

ren derzeit noch nicht. Allerdings gibt es verschiedene Ansätze einen protektiven Effekt zu

finden. Substanzen, die in laufenden Studien untersucht werden sind unter anderem Gluta-

thion, Nikotin, Pioglitazon und der Granulozyten-Kolonie stimulierende Faktor (G-CSF)

(Goetz et al., 2014). Auch Versuche zu Zellersatztherapien konnten teilweise vielverspre-

chende Ergebnisse zeigen (Piccini et al., 1999), allerdings waren in anderen Untersuchun-

gen die Effekte nur gering und es kam zu Nebenwirkungen wie Dyskinesien (Freed et
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al., 2001; Olanow et al., 2013). Um neue protektive oder regenerative Therapieformen

entwickeln zu können, ist die Erforschung der molekularen Mechanismen wichtig, die der

Krankheit zugrunde liegen. Durch die im nächsten Kapitel dargestellten Entdeckungen

genetischer Formen von Parkinson war die Genetik in den letzten Jahren hierbei besonders

erfolgreich (Gasser, 2009).

1.4. Genetische Formen der Parkinsonerkrankung

Eine positive Familienanamnese ist außer dem Lebensalter der stärkste Indikator eines

erhöhten Risikos (OR = 5,49) für PD (Semchuk et al., 1993). Bis zu 20% der PD Pati-

enten berichten über weitere an PD erkrankte Familienmitglieder (Payami et al., 1994;

Bonifati et al., 1995). Wie in Tabelle 1.1 dargestellt, gibt es mehrere Gene mit Varian-

ten, die mendelisch vererbtes Parkinson auslösen können. Sie werden teilweise dominant

und teilweise rezessiv vererbt. Die meisten von ihnen wurden in großen Familien mit-

tels Linkage-Analysen identifiziert. Erst in jüngerer Zeit konnten durch den Einsatz von

Exomsequenzierung auch Varianten in kleineren Familien identifiziert werden (siehe Ka-

pitel 1.2.2 Sequenzierungen).

Teilweise in den gleichen Genen, und teilweise in bis dahin nicht mit Parkinson assoziier-

ten Genen, konnten in GWAS viele Varianten nachgewiesen werden, die zwar alleine nicht

zwangsläufig ein Parkinson-Syndrom auslösen, aber das Risiko, daran zu erkranken, verän-

dern (Gasser et al., 2011). So beträgt das OR für eine Variante in SNCA (rs2736990) 1,23

und das OR für eine Variante im Gen für Microtubule-associated-Protein-Tau (MAPT )

0,77 (Simón-Sánchez et al., 2009). Ein neu identifizierter Locus mit Assoziation ist z.B.

PARK16 mit dem SNP rs823128 und einem OR = 0,66 (Simón-Sánchez et al., 2009).

Tabelle 1.1. – Monogene Formen der Parkinson-Krankheit

Gen Vererbung Funktion/Pathologie Methode Publikation
SNCA dominant Teil der Lewy-Körper Linkage Analyse (Polymeropoulos et al., 1997)
LRRK2 dominant Proteinkinase Linkage Analyse (Zimprich et al., 2004)
PARK2 rezessiv Mitophagie Linkage Analyse (Kitada et al., 1998)
PINK1 rezessiv Mitophagie Linkage Analyse (Valente et al., 2004)
DJ-1 rezessiv Antioxidans Linkage Analyse (Bonifati et al., 2003)
VPS35 dominant Retromer-Komplex Exomsequenzierung (Zimprich et al., 2011) und

(Vilariño-Güell et al., 2011)

Durch die Identifizierung von Varianten in diesen Genen, die eine familiäre Parkinsoner-

krankung auslösen können, wurden auch große Fortschritte in der Erklärung der Pathoge-
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1. Einleitung

nese von PD erzielt (Gasser et al., 2011). So wurde kurz nach der Entdeckung der ersten

SNCA Varianten festgestellt, dass das von diesem Gen kodierte Protein, α-Synuclein, der

Hauptbestandteil der Lewy-Körper ist (Spillantini et al., 1997). Eine weitere Bestätigung,

dass dieses Protein auch an der Entstehung von PD beteiligt ist, lieferte die in einer GWAS

gefundene, oben erwähnte Assoziation zwischen dem SNCA-Locus (rs2736990) und der

Erkrankung an PD (Simón-Sánchez et al., 2009).

Varianten in Parkin und PINK1 lösen rezessive Formen der familiären Parkinsoner-

krankung aus. Die Proteine dieser Gene sorgen für die regelrechte Entsorgung geschädig-

ter Mitochondrien (Narendra et al., 2008; Clark et al., 2006) und schützen vor oxidativem

Stress (PINK1 ) (Narendra et al., 2008). Durch die Identifizierung dieser Varianten als

Auslöser der Erkrankung rückten die oben genannten Proteine, Zellorganellen und Stoff-

wechselwege in den Fokus der Erforschung der Pathogenese der Erkrankung und der Suche

nach möglichen Therapien.

Der durch die bisher beschriebenen Varianten erklärte Anteil an familiären Parkinso-

nerkrankungen wird auf höchstens 20% bis 30% geschätzt (Gasser et al., 2011) und reicht

noch nicht aus, um die beschriebenen familiären Häufungen zu erklären. So wird die He-

ritabilität, also der Anteil an der Erkrankungsveranlagung, der durch Genetik zu erklären

ist, auch nach Ausschluss aller bekannten Mutationen und Risikovarianten auf 0,4 ge-

schätzt (Hamza et al., 2010). Es ist also davon auszugehen, dass noch weitere häufige und

seltene, bisher unentdeckte genetische Varianten existieren, die die familiäre Parkinsoner-

krankung auslösen oder die Erkrankung an PD begünstigen.

Es bleibt zu bemerken, dass sich gezeigt hat, dass einige bisher entdeckte Varianten,

die zwar zu einer monogenen Form des Parkinson-Syndroms führen, dadurch auffallen,

dass deren Penetranz relativ gering ist (zum Beispiel 51% im Alter von 69 Jahren für die

Variante p.Gly2019Ser in LRRK2 ) (Healy et al., 2008).
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2. Fragestellung

Eine positive Familienanamnese ist außer dem Lebensalter der stärkste Indikator eines

erhöhten Risikos für PD, doch die bis heute beschriebenen genetischen Varianten reichen

nicht aus, um den potentiell durch Genetik verursachten Teil der Parkinsonerkrankungen

zu erklären.

Um in diesem Bereich weitere genetische Veränderungen zu identifizieren, wird eine

Patientin untersucht, die an PD mit spätem Erkrankungsbeginn leidet und deren Mutter

und Tante ebenfalls an PD erkrankt waren, sowie ein, auch an PD erkrankter, Cousin 2.

Grades dieser Indexpatientin. Die Erkrankung scheint in der Familie in einem dominanten

Vererbungsmodus weitergegeben zu werden.

Durch eine Analyse mittels Exomsequenzierung soll eine möglicherweise für die Erkran-

kung verantwortliche genetische Variante identifiziert werden.

Desweiteren soll das eventuell verantwortliche Gen in einer Gruppe von PD-Patienten

und in einer Kontrollgruppe mittels hochauflösender Schmelzkurvenanalyse auf weitere

Varianten hin untersucht werden. Die dabei identifizierten Varianten werden mittels in-

silico Prädiktionsalgorithmen auf ihre mögliche Pathogenität untersucht und mittels sta-

tistischer Analysen auf eine Assoziation zu PD überprüft, um so eine mögliche Beteiligung

dieses Gens auch in weiteren sporadischen PD-Fällen zu klären.
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3. Material und Methoden

In diesem Kapitel wird zunächst die betroffene Familie und die Auswahl und Zusammen-

setzung von Kontrollgruppe und Parkinson-Patientenkollektiv beschrieben (Kapitel 3.1).

Es folgen die Darstellungen der Untersuchungsmethoden und verwendeten Geräte und

Reagenzien zur Analyse des gewonnenen DNA-Materials (Kapitel 3.2) sowie der statisti-

schen Techniken zur Auswertung der Ergebnisse (Kapitel 3.3). Zuletzt wird noch auf die

computergestützte Analyse von genetischen Varianten eingegangen (Kapitel 3.4).

3.1. Untersuchte Familie, Kontrollgruppe und

Parkinson-Patientenkollektiv

In der untersuchten Familie wurde zunächst nach einem Kandidatengen gefahndet, welches

möglicherweise ursächlich für die Parkinsonerkrankung ist. Anschließend wurde es in den

weiter unten beschriebenen Fall- und Kontrollpopulationen weiter untersucht.

3.1.1. Beschreibung der untersuchten Familie

Abbildung 3.1. – Stammbaum der Familie

Abb. 3.1 zeigt den Stammbaum der von uns untersuchten Familie. Die Index-Patientin

IV:11 leidet an PD mit spätem Erkrankungsbeginn (Erkrankungsbeginn: 60 Jahre, Dauer

der Erkrankung: 15 Jahre). Ebenso ihr Cousin 2ten Grades IV:18 (Erkrankungsbeginn: 67
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3. Material und Methoden

Jahre, Dauer der Erkrankung: 5 Jahre). Bei der genauen Untersuchung fiel eine tremor-

dominante und Levodopa-responsive Parkinsonerkrankung auf, beide Patienten klagten

über subjektive kognitive Einschränkungen. Bei IV:11 und einem ihrer Kinder besteht

zusätzlich ein Restless-Legs-Syndrom. Transkranieller Ultraschall zeigte eine Hyperecho-

genität in der Substantia nigra von IV:18, wurde aber bei IV:11 nicht durchgeführt. Aus

medizinischen und familiären Aufzeichnungen lässt sich auch bei der bereits verstorbenen

Mutter von IV:11 und einer ebenfalls verstorbenen Tante die Erkrankung feststellen. Da

sie bereits verstorben waren, konnte von ihnen keine DNA gewonnen werden. Eine weitere

Tante von IV:11 litt an einer nicht weiter klassifizierten Demenz (Schulte et al., 2013).

Die Patienten wurden in der auf Bewegungsstörungen spezialisierten Paracelsus-Elena-

Klinik in Kassel rekrutiert und mehrfach von Neurologen untersucht.

3.1.2. KORA Allgemeinbevölkerungskohorte

Die „Kooperative Gesundheitsforschung in der Region Augsburg“ (KORA)-Kohorte be-

steht aus Bewohnern der Region Augsburg (Wichmann et al., 2005). Es handelt sich um

eine Allgemeinbevölkerungskohorte, das heißt, in ihr befinden sich auch Personen, die an

den verschiedensten Erkrankungen leiden, die in der Allgemeinbevölkerung vorkommen.

Die in dieser Arbeit untersuchte KORA-Age-Kohorte ist eine Subgruppe daraus und be-

steht aus Personen, die vor 1944 geboren wurden. Alle Personen, die angegeben hatten

dopaminerge Medikamente zu nehmen, wurden zusätzlich ausgeschlossen. Demographisch

ist diese Gruppe 76,0±6,6 Jahre und zu 50,1% weiblich (Wichmann et al., 2005).

3.1.3. Parkinson-Patientenkollektiv

Die Parkinsonpatienten kommen aus Deutschland, rekrutiert und untersucht von Oberärz-

ten der Paracelsus-Elena Klinik Kassel und aus Österreich, untersucht und rekrutiert von

neurologischen Fachärzten des Wilhelminenspitals und des Allgemeinen Krankenhauses

in Wien. Demographisch handelt es sich um 376 deutsche (71,1±9,4 Jahre; 31,6% weib-

lich) und 486 österreichische (58,7±11,3 Jahre; 35,4% weiblich) Patienten, zusammen

also 862 (64,1±10,5 Jahre; 33,7% weiblich) (Zimprich et al., 2011; Schulte et al., 2012).

Die Parkinson-Diagnosen wurden in Übereinstimmung mit den UK Brain Bank Kriterien

(Hughes et al., 1992) (siehe Kapitel 1.3.1) gestellt.
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3. Material und Methoden

3.2. DNA-Analysetechniken

In den folgenden Kapiteln werden die von mir angewandten DNA-Analysetechniken be-

schrieben.

3.2.1. Polymerase-Ketten-Reaktion (Polymerase chain reaction, PCR)

Die Erfindung der PCR durch Mullis hat die Molekularbiologie revolutioniert. Seitdem ist

es möglich, bestimmte, interessierende DNA zu vervielfältigen und so zu untersuchen. Bei

der PCR dienen zwei Oligonukleotide als sogenannte Primer, sie flankieren den Abschnitt

der DNA, der vervielfältigt werden soll. Sie werden speziell für den jeweiligen Abschnitt

synthetisiert und (in großer Anzahl) zu der DNA hinzugegeben. Des weiteren enthält

der Ansatz eine thermostabile DNA-Polymerase und die Desoxynukleotidtriphosphate

(dNTP) der Moleküle Adenosin (A), Thymin (T), Cytosin (C) und Guanosin (G). Damit

die Polymerase schnell und fehlerarm arbeiten kann, werden noch ideale ph-Werte und

Elektrolytkonzentrationen eingestellt.

Nun wird der gesamte Ansatz erhitzt (Denaturierung). Die DNA wird dadurch ge-

schmolzen und liegt jetzt einzelsträngig vor. Dann wird die Mischung wieder abgekühlt.

Aufgrund der kürzeren Länge der Primer und deren zahlenmäßiger Überlegenheit la-

gern sich diese als erste den einzelnen DNA-Strängen an (Annealing). Als letztes folgt

der Synthese-Schritt: die Polymerase synthetisiert nun einen zu den einzelnen Strängen

komplementären Partnerstrang (Elongation). Die DNA-Moleküle liegen jetzt in doppel-

ter Ausführung vor. Durch Wiederholung der Schritte wächst die Menge an DNA-Kopien

exponentiell an (Mullis et al., 1987; Saiki et al., 1988).

Zur Beurteilung der Güte der bei der PCR entstandenen DNA-Moleküle werden die-

se elektrophoretisch aufgetrennt. So lässt sich beurteilen, ob die durch die PCR ent-

standenen DNA-Produkte gleichartig sind. Hierzu wird 1,5% Agarose in TBE-Puffer

(Tris/Borate/EDTA) gelöst und der interkalierende Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid

hinzugefügt. Durch das dabei entstehende Gel wird 30 min lang eine elektrische Spannung

von 120 Volt gelegt. Die negativ geladenen DNA-Moleküle „wandern“ so durch das Gel in

Richtung Anode und trennen sich der Größe nach auf. Das Ergebnis kann anschließend

unter UV-Licht betrachtet werden.
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3. Material und Methoden

Tabelle 3.1 zeigt den von uns verwendeten Basisansatz zur PCR-Analyse. Die dabei

verwendeten Materialien und Geräte sind in Tabelle 3.9 aufgeführt und Tabelle 3.2 zeigt

das Standard PCR-Programm.

Tabelle 3.1. – PCR-Basisansatz

Inhalt Menge
H

2
O 12,5µl

10xPuffer 2µl
dNTP-Mix (2mM) 2µl
MgCl

2
(25mM) 2µl

Taq-Polymerase 0,2µl
Primer F (10pmol/µl) 0,4µl
Primer R (10pmol/µl) 0,4µl
DNA (50ng/µl) 0,5µl
Gesamtvolumen 20µl

Tabelle 3.2. – Touchdown-PCR-Programm

Temperatur Zeit Zyklen
95◦C 10min

95◦C 30sek
70◦C (-0,5◦C pro Zyklus) 30sek 25 Zyklen
72◦C 30sek

95◦C 30sek
54◦C 30sek 25 Zyklen
72◦C 30sek

72◦C 10min
94◦C 30sek
25◦C 30sek

Die zur PCR verwendeten Primer sind in Tabelle 3.3 beschrieben. Bis auf das nicht

kodierende erste Exon von PLXNA4 wurden sämtliche Exons und, um etwaige splice-site

Varianten zu erfassen, auch die direkt an die Exons angrenzenden intronischen Bereiche,

analysiert.

Um eine möglichst gute Analyse durch den LightScanner (siehe Kapitel 3.2.2) zu ge-

währleisten, musste das verhältnismäßig lange zweite Exon auf drei Produkte aufgeteilt

werden. Die Primer wurden mit Hilfe von ExonPrimer designed und durch die Metabion

international AG, Martinsried hergestellt.
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Tabelle 3.3. – Primer Exons PLXNA4

Exon Richtung Sequenz Produktlänge
2.1 F 5’-CTG AGG GGA CGA CTG TGC-3’ 504 Bp

R 5’-CCC CAG CTT GAA GAG GTC-3’
2.2 F 5’-CAA TGT CAA CAA GAT GCT CCT C-3’ 515 Bp

R 5’-AAA GCC TCA CGA GCT TGG-3’
2.3 F 5’-TGT CTA TGG TTT TAG CAG TGG C-3’ 521 Bp

R 5’-TAC AGG CTG GGG TTC TCA TC-3’
3 F 5’-CTC TGC CAA TTT CCT TGA CG-3’ 306 Bp

R 5’-GAT AAC ATC CAG CCC AGG AG-3’
4 F 5’-CTT TGG CTG AAG TTT GGC TG-3’ 272 Bp

R 5’-GTT TGT ACT GAG CCA CAG GC-3’
5 F 5’-CTC TTC TGG TAC ACT GCT GGG-3’ 224 Bp

R 5’-GGA AGG GAA TTA CCA GGA GG-3’
6 F 5’-CCC TCC CTG GAC CAA GC-3’ 236 Bp

R 5’-GAG GGG AGA GTT TTC CTT GC-3’
7 F 5’-TGT CCT TTT CCC ATT TCA CC-3’ 286 Bp

R 5’-CCC CAC ATC TGT CCT GAG-3’
8 F 5’-GCA GGT GTC ACT GGT CAG G-3’ 231 Bp

R 5’-TTT GGA TGA AAC TTG ACC CC-3’
9 F 5’-GAC TCA AGC CCT CTG CTT TG-3’ 238 Bp

R 5’-CTG TGT CCC ATG CTC ACA AC-3’
10 F 5’-AAC ATC CGG GTT ATG TCT GC-3’ 339 Bp

R 5’-AGT GAT GTG GGT GGG ACT G-3’
11 F 5’-GCC GTA GGC TGA TCA TTT G-3’ 234 Bp

R 5’-CTC TCT ACC CCA TCC CTT CC-3’
12 F 5’-CTG TCC CCA CTG CCA TTC-3’ 329 Bp

R 5’-GCA GAG TTT CCA CAG GGT G-3’
13 F 5’-GCC TCA TCA GCA AGT GAG TG-3’ 270 Bp

R 5’-CTA ACC CGT CTT CCC TCC-3’
14 F 5’-AGG GTC TTG GCT GGA AGT C-3’ 258 Bp

R 5’-TCA CAG AGC TCT AGA GGG GC-3’
15 F 5’-CAG AAG CCT CCT CCA CCC-3’ 265 Bp

R 5’-GCT ACC CTG AAG TCA TTT ACC-3’ TG
16 F 5’-GTG GGA GGG CCT TGA CTC-3’ 300 Bp

R 5’-GAG TCA GGG AAG GGA AAC AG-3’
17 F 5’-CAC TGT CCT TAT TGT CAT AGC TCA G-3’ 271 Bp

R 5’-TAC TTG GGA AGA CCC ACA CC-3’
18 F 5’-GGG CTG TGG GTA TGT GGA G-3’ 373 Bp

R 5’-GTC TGT GAC TTG AAC ACC CC-3’
19 F 5’-AGC TGG TAG CTG TGG TCC TC-3’ 287 Bp

R 5’-TCT TGG AAA GCC TTG GTG G-3’
20 F 5’-TGA TTG GTC TCC TTT CCG TC-3’ 464 Bp

R 5’-CCA GCC TGC TTG TTT GTA TAT G-3’
Fortsetzung auf der nächsten Seite
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Primer PLXNA4 Fortsetzung

Exon Richtung Sequenz Produktlänge
21 F 5’-GAG ATG GAG GTG ACT CCT GG-3’ 281 Bp

R 5’-GAA AGA AGG GGC TGG ACT TG-3’
22 F 5’-CGT GGG GAG GTC ACT GAG-3’ 399 Bp

R 5’-CTG CAA GGC ACG GTG AG-3’
23 F 5’-CAC GGG CTC TGA CCA GC-3’ 199 Bp

R 5’-ATC CCC AGT CAG GCT GC-3’
24 F 5’-CTT TGG AGA AGC AGG GAC TG-3’ 286 Bp

R 5’-AGG GCT ACC CAG GAT GGA AG-3’
25 F 5’-AGG AGC TTT TCC TGC TAC CC-3’ 284 Bp

R 5’-GAC AGG AGA AGG TGA GGT GTG-3’
26 F 5’-CTT CCC CAC AAG AGG GGT C-3’ 239 Bp

R 5’-CCT GTT ATT CCA GGG CAA TG-3’
27 F 5’-ATT TCC TGG AGT GGC AGA GC-3’ 213 Bp

R 5’-TGA CAA CAG CTG CTC AGG AC-3’
28 F 5’-AGC AAG GGA TGC ATG GTA AG-3’ 325 Bp

R 5’-TGA AGT CCC TCT CCA TAG CC-3’
29 F 5’-CAG GTT TTA AAA GCC ATC CTC-3’ 310 Bp

R 5’-TCC CAC CAC CAT TAA CTT GAG-3’
30 F 5’-CCT ACC CAC ACC ACA GCC-3’ 352 Bp

R 5’-GGA GGG GAC CTT TTG TTG AG-3’
31 F 5’-CAT CCA TCT CTC CTC TAC TCC G-3’ 282 Bp

R 5’-CAT GCA GGG TTG TCT TCA TTC-3’
32 F 5’-CAT CCA CAC CAT CTT TGT GC-3’ 236 Bp

R 5’-TAG ACT GAG GCA CGG CTT G-3’
F=Forward, R=Reverse, Bp=Basenpaare

3.2.2. Hochauflösende Schmelzkurvenanalyse (Idaho LightScanner)

Die hochauflösende Schmelzkurvenanalyse macht sich die komplexen Schmelzeigenschaf-

ten der DNA zunutze. Da Guanin und Cytosin in gegenüberliegenden DNA-Strängen über

drei Wasserstoffbrückenbindungen verbunden sind und Adenosin und Thymin nur über

zwei, schmelzen die beiden erstgenannten Basen erst bei höheren Temperaturen ausein-

ander (Mandel et al., 1968). Ein weiterer Aspekt ist die Verwendung von speziellen mit

der DNA interkalierenden Farbstoffen (Wittwer et al., 2003). Diese binden besonders an

doppelsträngiger DNA und fluoreszieren in diesem gebundenen Zustand stark. Sobald die

DNA einzelsträngig vorliegt, wird die Bindung schwach und die Fluoreszenz nimmt deut-

lich ab (Higuchi et al., 1992; Gudnason et al., 2007). Aus diesen beiden Tatsachen ergibt
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sich die Konsequenz, dass verschiedene Basensequenzen eine unterschiedliche Abnahme

der Fluoreszenz bei langsamen Erhitzen zeigen (Wittwer et al., 2003).

Ausgangspunkt für die Analyse waren durch PCR vervielfältigte und mit dem Farb-

stoff LCGreen versetzte DNA-Moleküle. In dem von uns verwendeten Idaho-Technology-

LightScanner HR|384 wurde bei allen untersuchten DNAs konstant während der Erhitzung

die Fluoreszenz gemessen. Anschliessend wurde die Abnahme der Fluoreszenz über dem

Temperaturanstieg mit Hilfe der LightScanner-Software with call-IT grafisch dargestellt.

Jetzt wurden die Schmelzkurven optisch, manuell ausgewertet. Bei diesem Schritt auffäl-

lige DNAs wurden für die weitere Analyse ausgewählt und anschließend zur Bestimmung

der zugrundeliegenden DNA-Veränderung Sanger-sequenziert.

Die Analyse im LightScanner wurde in 384-Well-Platten durchgeführt. Da zur sichereren

und besseren Auswertung die DNA jedes Probanden zweimal nebeneinander bearbeitet

wurde und jeweils 4 Negativ-Kontrollen auf einer Platte vorhanden waren, konnten 188

verschiedene DNAs pro Platte untersucht werden. Von jeder auffälligen Schmelzkurven-

form wurde die DNA eines Pärchens sequenziert, sowie zusätzlich zur Kontrolle die DNA

eines Pärchens, das eine unauffällige Schmelzkurve zeigte.

In Tabelle 3.4 ist der PCR-Ansatz zur Vervielfätigung der DNA dargestellt. Hierfür wur-

den ebenfalls die in Tab 3.3 beschriebenen Primer verwendet. Falls das sofortige Zufügen

des LCGreen-Farbstoffes in fehlerhafter PCR resultierte, wurde erst der in Tabelle 3.5 dar-

gestellte Ansatz verwendet. Anschließend wurde in einem extra Farbeinlagerungsschritt

der Farbstoff (1:3 verdünnt und 2µl pro Ansatz) hinzugefügt und durch das Durchlaufen

des in Tabelle 3.6 dargestellten Zyklus in den PCR-Maschinen in die DNA integriert.

Tabelle 3.4. – Protokoll PCR (für LightScanner)

Inhalt Menge
H

2
O 3µl

10xPuffer 0,5µl
dNTP-Mix (2mM) 0,5µl
MgCl

2
(25mM) 0,5µl

LCGreen Dye 0,25µl
Taq-Polymerase 0,05µl
Primer F (10pmol/µl) 0,1µl
Primer R (10pmol/µl) 0,1µl
Gesamtvolumen 5µl
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Tabelle 3.5. – Protokoll PCR ohne LCGreen (für LightScanner)

Inhalt Menge
H

2
O 3,25µl

10xPuffer 0,5µl
dNTP-Mix (2mM) 0,5µl
MgCl

2
(25mM) 0,5µl

Taq-Polymerase 0,05µl
Primer F (10pmol/µl) 0,1µl
Primer R (10pmol/µl) 0,1µl
Gesamtvolumen 5µl

Tabelle 3.6. – Farbeinlagerungsprogramm

Temperatur Zeit Zyklen
95◦C 20sek
55◦C 30sek 7 Zyklen
94◦C 30sek

10◦C 1min

In Abb. 3.2 ist eine analysierte Platte des 5. Exons von PLXNA4 zu sehen, darauf zeigt

sich eine einzelne auffällige Schmelzkurve eines DNA-Pärchens, sie entsprach der Variante

p.Thr535Ile. In Abb. 3.3 (31. Exon von PLXNA4 ) sind mehrere auffällige Schmelzkurven

zu sehen, sie zeigen einen SNP (rs75848889), der mehrfach, sowohl heterozygot als auch

homozygot, vorkam sowie eine zusätzliche synonyme Variante (c.5574C>A). In Abb. 3.4

(17 Exon von PLXNA4 ) sind viele verschiedene Schmelzkurven zu sehen; dies entspricht

drei SNPs (rs3734983, rs3734984 und rs3734985) in verschiedenen homo- und heterozy-

goten Kombinationen, sowie einer zusätzlichen Variante (p.Val1060Ile).
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Abbildung 3.2. – Schmelzkurven von PLXNA4 Exon 5; Rot p.Thr535Ile; Oben ist die Po-
sition des auffälligen Schmelzkurvenpaares auf der 384er-Platte zu sehen; Unten die grafische
Darstellung der auffälligen Schmelzkurve

Abbildung 3.3. – Schmelzkurven von PLXNA4 Exon 31; Rot: rs75848889 heterozygot, grün:
rs75848889 homozygot, blau: c.5574C>A; Oben sind die Positionen der auffälligen Schmelzkur-
venpaare auf der 384er-Platte zu sehen; Unten die grafische Darstellung der auffälligen Schmelz-
kurven
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Abbildung 3.4. – Schmelzkurven von PLXNA4 Exon 17; Orange, rot, grün, blau und
grau: rs3734983, rs3734984 und rs3734985 in hetero- und homozygoten Kombinationen, lila:
p.Val1060Ile; Oben sind die Positionen der auffälligen Schmelzkurvenpaare auf der 384er-Platte
zu sehen; Unten die grafische Darstellung der auffälligen Schmelzkurven

3.2.3. Sanger-Sequenzierung

Vor der Sequenzierung wurden die PCR-Produkte mit Hilfe von NucleoFast-Reinigungs-

platten von Macherey-Nagel von überflüssigen dNTPs, Primern, ausgefallenen Salzen oder

übriggebliebenem Öl gereinigt.

Die von Sanger im Jahre 1977 entwickelte Sequenzierungsmethode (Sanger et al., 1977)

wird folgendermaßen durchgeführt: Eine ausreichende Anzahl gleichartiger DNA-Moleküle

wird zusammen mit thermostabiler DNA-Polymerase, Primern und Nukleotiden gemischt,

wobei zusätzlich zu den gewöhnlichen Nukleotiden fluoreszensmarkierte (jedes der 4 DNA-

Nukleotide in einer eigene Farbe) 2‘,3‘-Didesoxynukleotide hinzugefügt werden. Es folgt

nun eine PCR-Reaktion (siehe Kapitel 3.2.1: Polymerase-Ketten-Reaktion). Da an den

2‘,3‘-Didesoxynukleotiden aber keine Elongation stattfinden kann, bricht die DNA-Synthese

an diesem Strang ab, sobald eines dieser Moleküle eingebaut wird. So entstehen viele DNA-

Moleküle in verschiedenen Längen, die je nach letzter Base nach Anregung mit einem

Laser in einer anderen Farbe fluoreszieren. Von uns wurden hierzu Big-Dye-Terminator

v3.1-Reagenzien von Applied Biosystems verwendet.
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Zum maschinellen Lesen des entstandenen Produkts wurde dieses mittels Säulen-Filtration

(Sephadex, Sigma-Aldrich) nochmals von störenden Molekülen (Polymerase, Primer, Puf-

fer) gereinigt. Die Produkte wurden anschließend in einem AB|Hitachi 3730-DNA-Analyzer

ausgelesen und mithilfe der Staden-Package-Software grafisch dargestellt und ausgewertet.

Für die PCR-Reaktion wurden dieselben Primer verwendet, wie in Tab 3.3 beschrieben.

Es wird pro Ansatz (siehe Tabelle 3.7) aber nur der Primer für eine Richtung hinzugefügt.

Das durchlaufene PCR-Programm ist in Tabelle 3.8 dargestellt.

Tabelle 3.7. – Ansatz Sequenzier-PCR

Zusatz Menge
H

2
O 1µl

5xBig Dye Sequenzier-Puffer 1,5µl
Big Dye Terminator 0,5µl
Primer (10pmol/µl l) 1µl l
PCR-Produkt 1µl l
Gesamtvolumen 5µl

Tabelle 3.8. – Sequenzier PCR-Programm

Temperatur Zeit Zyklen
96◦C 1min

96◦C 10sek
50◦C 5sek 35 Zyklen
60◦C 4min

4◦C 5min

3.2.4. Segregationsanalyse

Bei der von uns durchgeführten Sanger-basierten Segregationsanalyse wird die DNA der

Familienmitglieder an der interessierenden Stelle mittels der oben beschriebenen Sanger-

Sequenzierung sequenziert (siehe Kapitel 3.2.3) und untersucht, welche Familienmitglie-

der welches Allel tragen. Es wird also untersucht welche Familienmitglieder Träger einer

bestimmten identifizierten Variante sind und welche nicht. Man spricht auch von Geno-

typisierung mittels Sanger-Sequenzierung.
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3.2.5. Geräte und Reagenzien für die PCR

Soweit nicht anders beschrieben wurde die PCR bei den oben beschriebenen Analysetech-

niken mit den in Tabelle 3.9 aufgeführten Reagenzien und Geräten durchgeführt.

Tabelle 3.9. – Verwendete Reagenzien und Geräte für die PCR

Funktion Produkt
Polymerase Thermo-StartTM Taq DNA Polymerase von ABgene R© Ltd. Waltham, USA

Puffer Thermo-Start High Performance PCR Buffer von ABgene R© Ltd. Waltham, USA
Nukleotide dNTP Set von Fermentas, Waltham, USA
Farbstoff LCGreen Dye von Idaho Technology Inc. Salt Lake City, USA

PCR-Cycler Biorad-S1000-Thermal-Cycler von Bio-Rad, Hercules, USA

3.3. Statistische Analysen

Um Aussagen darüber treffen zu können, ob beobachtete Häufigkeitsunterschiede bei der

Anzahl der Variantenträger in unseren Fall- und Kontrollpopulationen nur durch Zufall

entstanden sind, werden statistische Analysen durchgeführt. Dabei wurde das Signifikanz-

niveau auf 5% festgelegt, das heißt ein p-Wert bzw. eine Wahrscheinlichkeit <0,05 wird

als statistisch signifikant gewertet.

3.3.1. Chi-Quadrat-Test

Um zu testen, ob in zwei unterschiedlichen Stichproben (in unserem Fall Kontroll- und

Fallpopulation) die relativen Häufigkeiten eines Merkmals - hier eine Variante in PLX-

NA4 - aus identisch verteilten Populationen stammen, bietet sich als erstes der X 2-

Homogenitätstest an (Weiß et al., 2005).

Die Ausgangssituation kann einfach in einer Vierfeldertafel (Tabelle 3.10) dargestellt

werden:

Tabelle 3.10. – Vierfeldertafel für den X 2-Homogenitätstest

Merkmal: „Parkinson“

Pk=erkrankt Pk=nicht erkrankt Randsummen

Merkmal: „Variante in
PLXNA4 “

Vn = Variantenträger a b a+b

V n=kein Variantenträger c d c+d

Randsummen a+c b+d n=a+b+c+d
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In unserem Fall bedeutet „Pk“ an Parkinson erkrankt zu sein und „Pk“ bedeutet gesund

zu sein. „Vn“ bedeutet eine Variante zu tragen und „V n“ bedeutet keine Varianten zu

tragen. Die Häufigkeiten in den 4 Merkmalsklassen sind mit a,b,c und d gekennzeichnet.

• Unter der Nullhypothese sind die Ereignisse Pk und Vn unabhängig voneinander, es

gilt also (Weiß et al., 2005):

H0 : P (Pk | V n) = P (Pk)

Das heißt, es ist genauso wahrscheinlich das Merkmal Pk zu tragen, wenn man Träger

des Merkmals Vn ist, wie es generell wahrscheinlich ist, das Merkmal Pk zu tragen -

unabhängig davon, ob man das Merkmal Vn trägt.

Übertragen auf die oben genannten Häufigkeiten in Tabelle 3.10 lautet die Nullhypo-

these H0 (Weiß et al., 2005):

H0 :
a

a+ b
=

a+ c

n

Beim X 2-Test werden nun die beobachteten Häufigkeiten a, b, c und d mit den unter

der Nullhypothese zu erwartenden Häufigkeiten nach folgender Formel verglichen (Weiß

et al., 2005):

(beobachtete Häufigkeit − erwartete Häufigkeit)2

erwartete Häufigkeit
=

(B − E)2

E

Die Summe dieser Quotienten ergibt die Prüfgröße X 2. In einem Ausdruck zusammen-

gefasst:

X 2 =
4∑

i=1

(Bi− Ei)2

Ei

Unter der Verwendung der Definition „Ei = Produkt der jeweiligen Randsummen, geteilt

durch die Gesamtzahl“ (z.B. E1 =
(a+b)(a+c)

n
) und übersetzt in die Bezeichnungen a, b, c,

d, erhält man nach Umformung (Weiß et al., 2005):

X 2 =
n · (ad− bc)2

(a+ b)(a+ c)(c+ d)(b+ d)

In dem Extremfall, dass alle beobachteten Häufigkeiten mit den erwarteten überein-

stimmen wäre X 2 = 0. Allerdings sind auch kleinere Abweichungen noch mit der Null-

29



3. Material und Methoden

hypothese vereinbar. Je größer jedoch die Abweichung, desto unwahrscheinlicher wird die

Nullhypothese (Weiß et al., 2005). Falls der Wert der Prüfgröße innerhalb des Intervalls

[0,X 2
df ;1−α] liegt, wird die Nullhypothese auf dem Niveau α beibehalten. Der Freiheitsgrad

df ist in unserem Fall von je 2 Merkmalsausprägungen gleich 1 und das Signifikanzniveau

α wurde auf 5% gesetzt. Aus der zugehörigen X 2-Verteilung kann der Wert X 2
1;0,95 = 3, 841

abgelesen werden.

Das bedeutet, wenn die Prüfgröße X 2 größer als 3,841 ist, kann mit einer Irrtums-

wahrscheinlichkeit von 5% davon ausgegangen werden, dass die Nullhypothese (also die

Unabhängigkeit der Ereignisse) falsch ist (Weiß et al., 2005).

Voraussetzung für die Benutzung des X 2-Tests ist, dass jede der erwarteten Häufigkeiten

≥ 5 ist.

Ist eine dieser Bedingungen nicht erfüllt, so bietet sich als Alternative der „exakte Test

nach Fisher“ an.

3.3.2. Exakter Test nach Fisher

Bei diesem Test wird die Wahrscheinlichkeit – der p-Wert – der konkreten Kontingenztafel

direkt berechnet. Im Falle einer Vierfeldertafel, wie sie bei uns vorliegt, geht man wie folgt

vor:

Die Merkmale der 2x2-Tabelle werden so angeordnet, dass die kleinste Häufigkeit oben

links steht (also a entspricht, siehe Tabelle 3.10).

Die Wahrscheinlichkeit, dass genau diese Situation eintritt, lässt sich mit folgender

Formel berechnen (Weiß et al., 2005):

P =
(a+ b)!(c+ d)!(a+ c)!(b+ d)!

n! · a! · b! · c! · d!

Ist diese Wahrscheinlichkeit alleine schon größer als α wird die Nullhypothese beibehal-

ten (d.h., es besteht keine Abhängigkeit zwischen dem Tragen von Merkmal A und dem

von Merkmal B).

Falls dies nicht zutrifft, werden weitere Vierfeldertafeln für noch extremere Situationen

gebildet. Das heißt, unter Beibehaltung der Randsummen wird a immer weiter um 1

reduziert, bis a = 0 entspricht. Alle so errechneten Einzelwahrscheinlichkeiten werden

addiert und ergeben bei einer einseitigen Fragestellung den Gesamt-p-Wert. In unserem

Fall ist allerdings eine zweiseitige Fragestellung anzuwenden, da eine Variante in PLXNA4
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nicht nur eine Risikoerhöhung, sondern auch eine Risikoerniedrigung für die Erkrankung

an Parkinson bedeuten könnte. Deswegen ist hier der p-Wert noch zu verdoppeln. Ist

dieser anschließend kleiner als α, wird die Nullhypothese abgelehnt (Weiß et al., 2005).

3.4. In silico Prädiktionsalgorithmen

Es gibt verschiedene bioinformatische Algorithmen, die aufgrund von strukturellen Ei-

genschaften der Proteine und/oder aufgrund von sequenzbasierten Vergleichen zwischen

homologen Proteinen Aussagen darüber treffen, wie schädlich ein durch eine genetische

Variante verursachter Aminosäurewechsel für die Funktion des Proteins ist. Die gängigen

darunter sind PolyPhen2 (Adzhubei et al., 2010), MutationTaster (Schwarz et al., 2010)

und SIFT (Ng et al., 2006). Alle von uns identifizierten Varianten wurden mit diesen

online verfügbaren Diensten auf ihre mögliche Pathogenität getestet.

3.4.1. SIFT

SIFT (Sorting Intolerated from Tolerated) benutzt für seine Vorhersage ausschließlich

Sequenz-basierte Informationen. Dabei sucht der Algorithmus erst nach homologen Pro-

teinsequenzen und bringt diese in vergleichbare Positionen (Alignment). Nun wird für das

Auftreten jeder möglichen Aminosäuresubstitution die Wahrscheinlichkeit berechnet und

gegenüber der Wahrscheinlichkeit der am häufigsten beobachteten Aminosäure normali-

siert. So wird ein Score (0-1) gebildet und falls eine Variante einen gewissen Schwellenwert

(0,05) unterschreitet, wird sie als schädigend eingestuft (Kumar et al., 2009).

3.4.2. MutationTaster

Der Algorithmus von MutationTaster benutzt zusätzlich zu den squenzbasierten Analysen

auch solche zu strukturellen Eigenschaften der Proteine, sowie Annotationen zu bestimm-

ten Veränderungen aus Datenbanken. Außerdem bietet er den Vorteil, dass auch syn-

onyme und splice-site-Veränderungen analysiert werden können. Es werden die in Tabel-

le 3.11 dargestellten Datenquellen genutzt. Zusätzlich werden splice-site-Veränderungen

über die NNsplice-Software evaluiert und eine Polyadenylations-Signal-Analyse über die

polyadq-Software. Desweiteren wird eine Kozak-Konsens-Sequenz-Analyse durchgeführt

und mögliche Beeinflussungen von Proteineigenschaften und die Länge des Proteins ge-

wertet (Schwarz et al., 2010). Mithilfe dieser Daten wird eine Vorhersage über das Schädi-
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gungspotential getroffen. Der zusätzlich angegebene Score (1-0) kennzeichnet die Sicher-

heit dieser Aussage (je näher 1, desto sicherer).

Tabelle 3.11. – Datenquellen von MutationTaster

Daten Datenquelle
Ensembl Transcript und Gen ID (Gen Posti-
on, Transkripte, Exons, Translation)

Ensembl

Homologe Gene von Menschen und 10 ande-
ren Spezies

Ensembl

DNA- und Aminosäuresequenzen des Men-
schen und anderer Spezies

Ensembl

NCBI und Gen ID, HGNC Symbol NCBI Entrez Gene
SNPs und deren chromomosomale Position dbSNP/Ensembl
SNPs und deren zugehöriger Phenotyp HapMap
SwissProt ID, Proteineigenschaften SwissProt/UniProt
(Schwarz et al., 2010)

3.4.3. PolyPhen2

PolyPhen2 benutzt ebenfalls sequenzbasierte und strukturbasierte Verfahren für die Vor-

hersage des Schädigungspotentials. Die in Tabelle 3.12 dargestellten Charakteristika der

Variante werden, wenn verfügbar, genutzt, um eine Vorhersage über deren Schädigungs-

potential zu treffen. Dabei wird ein Score zwischen 0 und 1 gebildet. Ist dieser >0,85 wird

die Variante als „wahrscheinlich schädigend“ klassifiziert. Bei einem Score zwischen 0,85

und 0,15 als „möglicherweise schädigend“ und bei einem Score <0,15 als „nicht schädi-

gend.“(Adzhubei et al., 2010)
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Tabelle 3.12. – Von PolyPhen2 genutzte Informationen

-PSIC-Score des mutierten Allels und Unterschiede des PSIC-Score zwischen Wildtyp und
Variante.
(Erklärung: Der PSIC-Score berücksichtigt homologe Proteine und deren Varianz an der
betrachteten Stelle.)
-Anzahl der an dieser Position beobachteten Aminosäuren beim multiplen Alignment und
Kongruenz der Variante zu den beobachteten Aminosäuren.
(Erklärung: Beim multiplen Alignment werden die Sequenzen von gleichen Proteinen bei
verschiedenen Spezies verglichen.)
-Ähnlichkeiten zum nähesten Homolog das vom Wildtyp-Allel abweicht.
-Lage der Variante innerhalb oder außerhalb einer speziellen Proteindomäne.
(Erklärung: Proteindomänen sind solche, die in der Pfam-Datenbank definiert sind.)
-Entstehung der Variante im Zusammenhang mit CpG-Transition.
-Veränderung des Volumens der Seitenkette der Aminosäure.
-B-Faktor oder Temperaturfaktor.
(Erklärung: Der B-Faktor wird in kristallografischen Studien verwendet und steht mit der
Toleranz gegenüber Aminosäure-Austauschen in Zusammenhang.)
-Normalisierte Oberfläche der Aminosäure.
(Erklärung: Oberflächengrößen werden aus der Protein Structure Database (PDB) und dem
Dictionary of Secondry Structure in Proteins (DSSP) errechnet.)
-Änderung der Ladung der Oberflächen von verborgenen Aminosäuren durch die Variante.
(Adzhubei et al., 2010)
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4.1. Untersuchung der betroffenen Familie

Die genauere Beschreibung der Parkinsonerkrankung der Indexpatientin und ihres Cousins

sowie deren Familienanamnese und Stammbaum finden sich in Kapitel 3.1.1. Von 17

Familienmitgliedern der Generation der Indexpatientin, sowie deren Kindern und Enkeln,

konnte DNA gewonnen werden. Darunter ein etwa gleichaltriger Bruder von IV:11, zwei

weitere Geschwister (einer ca. 10 Jahre älter und einer ca. 10 Jahre jünger) von IV:18,

sowie dessen Halbschwester.

In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der durchgeführten DNA-Analysen in

dieser Familie dargestellt.

4.1.1. Ergebnisse der Exomsequenzierung

Die DNA der betroffenen Familienmitglieder IV:11 und IV:18 wurde aus Lymphozyten

isoliert und die Exom-Sequenzen angereichert (SureSelect Human All Exon 38 Mb bzw. 50

Mb target enrichment, Agilent) und mittels NGS sequenziert. Hierbei wurden 153.734.568

bzw. 197.684.804 Reads generiert und bei einer durchschnittlichen Abdeckung von 108,46-

fach bzw. 154,13-fach eine 8-fache Abdeckung von 93,67% bzw. 94,74% erreicht (Schulte

et al., 2013). Das Alignment der Sequenzen wurde mit Burrows-Wheeler-Aligner (Version

0.5.8) durchgeführt und SNVs und kleine Insertionen und Deletionen mittels SAMtools

(Version 0.1.7) identifiziert. Wie in Tabelle 4.1 dargestellt wurden dabei 28.803 gemeinsa-

me Varianten gefunden (Schulte et al., 2013). Nach dem Abgleich mit der Exomdatenbank

des Helmholtz-Zentrums München (n=1.739) blieben noch 14 Varianten, die in dieser Kon-

trollpopulation seltener als 1% vorkamen. Eine weitere Variante hatte in der dbSNP131

Datenbank (Sherry et al., 2001) eine MAF von >5% und war somit als Kandidat einer

kausalen Variante ungeeignet. Unter den übrigen 13 Varianten befanden sich 10, die die

Aminosäuresequenz des jeweiligen Proteins veränderten (splice-site, frameshift, nonsense-

und missense-Mutationen) und so als Kandidaten in Betracht gezogen wurden. In keiner
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der beiden DNAs fielen Varianten auf, die sich in einem Gen befanden, das bereits in

Zusammenhang mit der Entstehung des Parkinson-Syndroms gebracht wurde (Schulte et

al., 2013).

Tabelle 4.1. – Durch Exomsequenzierung identifizierte Varianten

Gemeinsame Varianten
Insgesamt 28.803

<1% in In-House Exomen (n=1.739) 14
MAF<5% in dbSNP131 (Sherry et al., 2001) 13

Nicht synonym 10

Die 10 übriggebliebenen Varianten wurden über eine Frequenzanalyse in einer Fall- und

Kontrollpopulation weiter untersucht. Dies geschah bei 975 Parkinson-Patienten und 1014

Kontroll-Probanden der KORA-Age Kohorte (zum Großteil dieselben Kohorten wie in

Kapitel 3.1.2: KORA und Kapitel 3.1.3: Parkinson-Patienten beschrieben) mittels Geno-

typisierung durch Matrix-Assisted-Laser-Desorption/Ionization-Time of Flight (MALDI-

TOF) Massenspektrometrie (SequenomR© Plattform). Aufgrund ihrer Häufigkeit sowohl

in den Fällen als auch in den Kontrollen erschien es bei den in Tabelle 4.2 aufgeführten

sechs Varianten als unwahrscheinlich, dass sie die kausale Ursache der Parkinsonerkran-

kung sind:

Tabelle 4.2. – Nach Filterung verbleibende Varianten mit erhöhter Frequenz

Frequenz
Gensymbol Chromosom Variante (Transcipt-ID) Funktion PD:KORA dbSNPt

ARPP21 Chr3 p.Ala576Thr (uc003cga.2) missense 9:11
PHF2 Chr9 p.Ser840Asn (uc004aub.2) missense 15:26 rs41276200

SLC22A13 Chr3 p.Arg16His (uc011ayn.1) missense,3utr 20:23 rs72542450
SPANXE ChrX p.Leu42Ile (uc004fbq.2) missense 14/7:9/15
RBM28 Chr7 p.Asp300Gly (uc003vmo.2) missense 6:5
IMPDH Chr7 p.His296Arg (uc011kol.1 missense 6:5 rs61751223

Die Frequenzangaben zu der Variante in SPANXE auf dem X-Chromosom unterscheidet

hetero- und homozygotes Vorkommen; t(Sherry et al., 2001)

In Anbetracht aller Untersuchungen blieben also folgende in Tabelle 4.3 gezeigten 4

Varianten, die als Auslöser der Parkinsonerkrankung in der betrachteten Familie in Frage

kamen:
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Tabelle 4.3. – Nach Filterung und Frequenzanalyse verbleibende Varianten

Frequenz
Gensymbol Chromosom Variante (Transcipt-ID) Funktion PD:KORA
PLXNA4 Chr7 p.Ser657Asn (uc003vra.3) missense 1:0

OGN Chr9 c.373_374delAA (uc004asb.3) frameshift 1:0
CPNE1 Chr20 p.Ser178Thr (uc002xdg.2) missense,5utr 1:1

GOLGA4 Chr3 p.Gln425Arg (uc010hgr.1) missense 2:0

Interessant ist noch zu bemerken, dass bei beiden Probanden eine weitere nicht syn-

onyme Variante in PLXNA4 identifiziert werden konnte: p.Phe40Leu bei IV:11 und die

sehr seltene Variante p.Arg302His bei IV:18; die Varianten sind in den ESP-Exomen

(Exome Sequencing Project, 2015) mit einer Frequenz von 111/8489 (p.Phe40Leu) und

3/8597 (p.Arg302His) vorhanden, bzw. haben eine MAF von 1,3% (p.Phe40Leu) und

0,03% (p.Arg302His). Auch diese Varianten wurden auf Segregation in der Familie unter-

sucht. Die Ergebnisse dieses Kapitels entstanden in Zusammenarbeit mit Eva Schulte.

4.1.2. Linkage-Analyse

Um den Kreis der möglichen Kandidaten weiter einzuengen, führten wir eine Linkage-

Analyse durch. Hierzu wurden sechs Familienmitglieder (IV:11, IV:14, IV:16, IV:18, IV:20,

IV:21, siehe Abb. 3.1) mit einem Oligonukleotid SNP Array (500K, Illumina) genotypisiert

und eine parametrische Linkage-Analyse mit einem Anteil von 12.875 SNPs durchgeführt.

Für Simulationen in MERLIN wurde ein Modell mit autosomal-dominanter Vererbung

und einer Penetranz von 70% angenommen (Schulte et al., 2013).

Hierbei wurden 25 Regionen im Genom identifiziert, die einen LOD-Score ≥ 0,5 zeigten

(Abb. 4.1). Von den übriggebliebenen Varianten lag nur PLXNA4 in einer dieser Regionen.

Dieser gering positive LOD-Score reicht nicht aus, um von einer signifikanten Kopplung

zu sprechen (siehe Kapitel 1.2.1: Linkage-Analyse), er kann aber als weiterer Hinweis für

die PLXNA4 -Variante als geeignete Kandidaten-Variante gewertet werden. So wurden

auch in anderen Exom- bzw. Genomsequenzierungsstudien erfolgreich niedrig-schwellige

LOD-Scores zum weiteren Filtern von Varianten eingesetzt (Johnson et al., 2010; Sobreira

et al., 2010). Die Ergebnisse dieses Kapitels entstanden in Zusammenarbeit mit Darina

Czamara.
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Abbildung 4.1. – Dargestellt sind die menschlichen Chromosome; Grüne Kästen zeigen Re-
gionen mit LOD ≥ 0,5; Sterne markieren Position der Varianten: p.Gln425Arg in GOLGA4

auf Chromosom 3, p.Ser657Asn in PLXNA4 auf Chromosom 7, c.373_374delAA in OGN auf
Chromosom 9, p.Ser178Thr in CPNE1 auf Chromosom 20; (Schulte et al., 2013)

4.1.3. Segregation der Kandidatenvarianten aus der Exomsequenzierung

Um zu evaluieren, ob das Tragen der durch die Exomsequenzierung identifizierten und in

den Frequenzanalysen sehr seltenen Varianten p.Ser178Thr in CPNE1, p.Gly425Arg in

GOLGA4, c.373_374delAA in OGN und p.Ser657Ap in PLXNA4 und die Erkrankung

an PD in der Familie segregieren, wurde DNA von 17 Personen aus der 4., 5., und 6. Ge-

neration der von uns untersuchten Familie gewonnen und durch Genotypisierung mittels

Sanger-Sequenzierung analysiert.
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Abbildung 4.2. – Segregation der Variante p.Ser178Thr in CPNE1 : Grün umrandet
A/A (Wildtyp), rot umrandet: A/T.

Abbildung 4.3. – Segregation der Variante p.Gly425Arg in GOLGA4 : Grün umrandet
A/A (Wildtyp), rot umrandet: A/G.

Abbildung 4.4. – Segregation der Variante c.373_374delAA in OGN : Grün umrandet
keine Deletion (Wildtyp), rot umrandet: Deletion.
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Abbildung 4.5. – Segregation der Variante p.Ser657Asp in PLXNA4 : Grün umrandet
C/C (Wildtyp), rot umrandet: C/T.

Für unsere Fragestellung ist vor allem die Betrachtung der Generation der beiden Be-

troffenen wichtig, da in deren Kindergeneration noch keine Erkrankung an Parkinson

aufgetreten ist.

Wie in Abb. 4.2 dargestellt, sind beide Betroffene (IV:11 und IV:18) sowie der Bruder

(IV:16) von IV:18 Träger der Variante p.Ser178Thr in CPNE1. Daraus ergibt sich eine

Penetranz von 66,67%.

Die Variante p.Gly425Arg in GOLGA4 zeigt in der Generation der Betroffenen das

gleiche Segregationsmuster (siehe Abb. 4.3).

Die Variante c.373_374delAA in OGN war bei beiden Betroffenen (IV:11 und IV:18) so-

wie bei dem Bruder (IV:16) und der Schwester (IV:20) von IV:18 nachzuweisen.(Abb. 4.4)

Daraus ergibt sich eine Penetranz von 50%.

In Abb. 4.5 ist das Segregationsmuster der Variante p.Ser657Asp in PLXNA4 zu sehen.

Träger der Variante sind beide Betroffenen (IV:11 und IV:18) sowie der Bruder (IV:16),

die Schwester (IV:20) und die Halbschwester (IV:21) von IV:18. Daraus ergibt sich eine

Penetranz von 40%.

Bei den verschiedenen Kandidatenvarianten ließen sich also Penetranzen zwischen 40%

und 66% errechnen. Dies ist wie in Kapitel 5.1.4: Unvollständige Penetranz, diskutiert

noch vergleichbar mit der Penetranz anderer, etablierter Parkinsongene.

4.1.4. Segregation der weiteren PLXNA4-Varianten

Die Analyse der zusätzlichen Varianten p.Arg302His und p.Phe40Leu durch Sanger-

Sequenzierung zeigte, dass die ursprünglich bei IV:18 identifizierte und in den ESP-

Exomen (Exome Sequencing Project, 2015) mit einer Frequenz von 3/8597 (MAF=0,03%)

vorkommende Variante p.Arg302His bei 7 weiteren Familienmitgliedern vorhanden ist
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(siehe Abb. 4.6). Anders als bei den Ergebnissen der Exomsequenzierung war auch die In-

dexpatientin IV:11 Trägerin dieser Variante. Die Variante p.Phe40Leu (Frequenz in ESP

Exomen 111/8489, MAF=1,3%) wurde noch bei drei weiteren Familienmitgliedern iden-

tifizert (siehe Abb. 4.7). Die Kombination aus p.Ser657Asn und p.Phe40Leu war nur bei

der Indexpatientin vorhanden. Die Kombination aus p.Ser657Asn und p.Arg302His war

bei 7 Individuen zu finden.

Abbildung 4.6. – Segregation der Variante p.Arg302His in PLXNA4 : Grün umrandet
G/A (Wildtyp), rot umrandet: G/G.

Abbildung 4.7. – Segregation der Variante p.Phe40Leu in PLXNA4 : Grün umrandet
G/A (Wildtyp), rot umrandet: G/G.

4.2. DNA-Analysen der Fall- und Kontrollpopulation und

statistische Auswertung der identifizierten Varianten

Das Kandidatengen PLXNA4 wurde aufgrund von Frequenzanalyse, Linkage-Analyse und

funktioneller Überlegungen (siehe Kapitel 5.2.2: Plexine) zur genaueren Betrachtung aus-

gewählt. In den folgenden Kapiteln werden die Ergebnisse der weiteren DNA-Analysen

dieses Gens in den in Kapitel 3.1.2 und Kapitel 3.1.3 beschriebenen Fall- und Kontrollpo-

pulationen sowie die statistische Analyse der dabei identifizierten Varianten dargestellt.
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4.2.1. Hochauflösende Schmelzkurvenanalyse

Zur Identifikation weiterer eventuell vorhandener Varianten wurden alle 31 kodierenden

Exons von PLXNA4 in den DNAs der Parkinson-Patienten (n=862) und der Kontroll-

Probanden (n=940) zunächst mittels der in Kapitel 3.2.2: Hochauflösende Schmelzkur-

venanalyse beschriebenen Methode untersucht. Anschließend wurden die dabei auffälligen

Schmelzkurven mittels Sanger-Sequenzierung (siehe Kapitel 3.2.3) sequenziert.

Aus den 330 Platten für PLXNA4 wurden mittels Schmelzkurvenanalyse insgesamt

1.704 Produkte zur Sequenzierung ausgewählt, dabei fand sich in 873 tatsächlich eine Vari-

ante. 342 Produkte wurden als Kontrollen sequenziert und zeigten erwartungsgemäß keine

Variante. Die restlichen 489 (28,7%) Produkte trugen trotz initial auffälliger Schmelzkur-

ven keine Variante.

4.2.2. Identifizierte Varianten

Die Häufigkeiten der, durch Sanger-Sequenzierung der DNAs mit auffälligen Schmelz-

kurven, identifizierten Varianten in den jeweiligen Variantenklassen sind in Tabelle 4.4

dargestellt. Insgesamt wurden 118 verschiedene Varianten in PLXNA4 identifiziert. Diese

fanden sich in und um jedes Exon, außer bei Exon 30, in dem keine Variante gefunden

wurde. Davon waren 82 (=69,5%) bis dahin unbeschrieben und 86 (72,9%) waren sehr sel-

ten mit einer MAF ≤ 0, 5% ((Manolio et al., 2009; Tennessen et al., 2012) und Diskussion

in Kapitel 5.1.1).

81 davon lagen in den Exons. Hiervon wiederum waren 65 (=80,2%) unbeschrieben und

69 (=85,3%) waren sehr selten (MAF ≤ 0, 5%).

Es wurden 44 Varianten identifiziert, die die Aminosäuresequenz des Proteins ändern.

Davon waren 38 (=86,4%) unbeschrieben und 38 (=86,4%) sehr selten (MAF ≤ 0, 5%).

Tabelle 4.4. – Häufigkeiten der identifizierten Varianten

Variantenklasse Anzahl neu MAF≤ 0, 1% MAF≤ 0, 2% MAF≤ 0, 5% MAF≤ 1%

Alle Varianten 118 82 (69,5%) 69 (58,5%) 77 (65,3%) 86 (72,9%) 90 (76,2%)
kodierende Varianten 81 65 (80,2%) 53 (65,4%) 60 (74,1%) 69 (85,3%) 71 (87,7%)

Nicht-synonyme 44 38 (86,4%) 31 (70,5%) 35 (79,5%) 38 (86,4%) 40 (90,9%)

Die Verteilung nach der Kollabierung (hierbei werden jeweils alle Varianten in den

Fällen und alle Varianten in den Kontrollen addiert, siehe auch Kapitel 5.1.2) der einzelnen

Varianten zwischen den untersuchten Populationen (Parkinson-Patienten (n=862) und
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KORA-Kontrollen (N=940)) und die dazugehörigen p-Werte aus der statistischen Testung

sind in Tabelle 4.5 und Tabelle 4.6 dargestellt.

Tabelle 4.5 zeigt die Verteilung von nicht-synonymen Varianten in Abhängigkeit von

deren MAF. Hierbei offenbart sich ein zunehmender Unterschied im Vorkommen zwischen

Fällen und Kontrollen je niedriger der MAF-Cut-Off gewählt wird.

Tabelle 4.6 stellt die Verteilung von sehr seltenen Varianten (MAF ≤ 0, 5%) in Ab-

hängigkeit von deren Klasse dar: 111 Parkinson-Patienten und 103 Kontrollprobanden

trugen eine sehr seltene Variante. Bei 29 (PD) bzw. 18 (KORA) davon war es eine in-

tronische Variante und bei 35(PD) bzw. 55 (KORA) war es eine synonyme Variante. 47

Parkinson-Patienten und 30 Kontroll-Probanden trugen eine nicht-synonyme Variante.

Tabelle 4.5. – Verteilung der nicht-synonymen Varianten in PLXNA4 bezogen auf die MAF

Anzahl in
Fällen Kontrollen

MAF n=862 n=940 p-Wert Test
MAF ≤ 0, 1% 26 9 0,002 X 2

MAF ≤ 0, 2% 34 17 0,006 X 2

MAF ≤ 0, 5% 47 30 0,018 X 2

MAF ≤ 1% 60 59 >0,05 X 2

alle MAFs 146 147 >0,05 X 2

Tabelle 4.6. – Verteilung der sehr seltenen Varianten in PLXNA4 bezogen auf die Art der
Variante

Anzahl in
Fällen Kontrollen

Variantenklasse n=862 n=940 p-Wert Test
Alle Varianten (MAF ≤ 0, 5%) 111 103 >0,05 X 2

Intronische Varianten (MAF ≤ 0, 5%) 29 18 >0,05 X 2

Synonyme Varianten (MAF ≤ 0, 5%) 35 55 >0,05 X 2

Nicht-synonyme Varianten (MAF ≤ 0, 5%) 47 30 0,018 X 2

≥ 2 Varianten 36 25 >0,05 X 2

≥ 2 nicht-synonyme Varianten 10 8 >0,05 X 2

≥ 2 nicht-synonyme Varianten (MAF ≤ 0, 5%) 3 >0,05 F
F: Exakter Test nach Fisher

Ebenfalls in Tabelle 4.6 zu sehen ist die Verteilung von Probanden bei denen mehr als ei-

ne Variante identifiziert wurde. 36 der Parkinson-Patienten und 25 der Kontrollprobanden

trugen mehr als eine Variante. 10 der Parkinson-Patienten und 8 der Kontrollprobanden

trugen zwei nicht-synonyme Varianten. 3 der Parkinson-Patienten und kein Kontrollpro-

band trugen außerdem zwei sehr seltene (MAF ≤ 0, 5%) nicht-synonyme Varianten.
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Es wurde eine Deletion identifiziert (c.4872_4874delGAT bzw. p.Met1624del), die aber

zu keiner Leserasterverschiebung führt; sie konnte bei drei Parkinson-Patienten festgestellt

werden und bei keinem Kontroll-Probanden. Kodierende Insertionen oder eine Nonsense-

Mutation wurde nicht gefunden.

In Tabelle 4.7 sind alle Varianten aufgelistet, die in den, direkt den Exons angrenzenden,

intronischen Bereichen identifiziert wurden. Diese reichten je nach Exon bis zu 70 Bp über

das Exon hinaus. Von möglicher funktioneller Relevanz sind dabei hauptsächlich Varianten

im Bereich von ±10 Bp, also an den Spleiß-Stellen (Berg JM, 2002).
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Tabelle 4.7. – Identifizierte intronische Varianten in PLXNA4

Allel-Häufigkeit in
Fällen Kontrollen MAF in

Genomische Lage dbSNP141t Veränderung n=1724 n=1880 1000Genomestt

chr7:132192231 rs156960 c.1185+34T>C 675 662 37%
chr7:131910891 rs11761569 c.1982+29C>T 18 8 2,9%
chr7:131888230 neu c.2294-53_2294-52ins* 79 121
chr7:131888230 neu c.2294-52G>T 1
chr7:131887391 rs12154424 c.2586+14C>G 17 15 0,4%
chr7:131878787 neu c.2856+34C>T 1
chr7:131878791 neu c.2856+30G>A 1
chr7:131872220 neu c.2993+9A>G 1 1
chr7:131866972 rs3734983 c.3159-23T>C 450 519 28,1%
chr7:131866833 rs3734984 c.3252+23T>C 162 179 16,1%
chr7:131866817 rs3734985 c.3252+39T>C 450 519 19,2%
chr7:131866112 rs199629511 c.3492+28G>T 1 0,1%
chr7:131865336 neu c.3639+9G>A 1
chr7:131864407 rs3734990 c.3874+39C>T n/a n/a 10,7%
chr7:131864379 rs57665981 c.3874+67A>G n/a n/a 18,2%
chr7:131859496 rs7808586 c.4017+41A>G n/a n/a 26,8%
chr7:131849986 rs118159408 c.4287-27C>T n/a n/a 0,1%
chr7:131849981 rs17166207 c.4287-22A>G n/a n/a 13,9%
chr7:131849975 rs189094062 c.4287-15C>T 4 0,2%
chr7:131848893 rs113388134 c.4501+8C>T 17 17 1%
chr7:131844217 neu c.4660+16C>A 1
chr7:131844187 rs56254512 c.4660+45G>A 23 19 1,4%
chr7:131833427 rs2671108 c.4661-22A>G 113 107 24,8%
chr7:131833425 rs10256987 c.4661-20C>T 84 88 11,7%
chr7:131832627 rs1450882 c.4864+32C>T 16 21 0,6%
chr7:131832626 neu c.4864+35delG 1
chr7:131832787 rs369869195 c.4765-29C>T 1 n/a
chr7:131830086 rs2598198 c.5056-39G>A 117 115 24,9%
chr7:131830080 rs2671100 c.5056-33C>T 117 115 24,9%
chr7:131829836 rs377298220 c.5225+42C>T 1 n/a
chr7:131825606 rs199928075 c.5226-36G>A 1 0,04%
chr7:131817993 neu c.5440-36G>A 1
chr7:131815391 neu c.5590-58G>A 1
chr7:131815372 neu c.5590-39delC 1
chr7:131815343 rs10954361 c.5590-10T>C 388 428 28,3%
chr7:131815220 rs10954360 c.5685+18T>C 490 486 40,2%
chr7:131815218 rs377264937 c.5685+20G>A 2 n/a

*TGCCGTAGGCTGATCATTTGGGCCCTCTCTA; n/a: Nicht verfügbar; t(Sherry et al., 2001);
tt(Abecasis et al., 2010)

Tabelle 4.8 stellt alle in PLXNA4 identifizierten synonymen Varianten dar.
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Tabelle 4.8. – Identifizierte synonyme Varianten in PLXNA4

Allel-Häufigkeit in
Veränderung Fällen Kontrollen MAF in

Genomische Lage dbSNP141t Nukleotid Triplet n=1724 n=1880 Domäne 1000Genomestt

chr7:132193312 neu c.143C>T CCC>CCT 1 sema
chr7:132193224 rs78248128 c.230C>T AGC>AGT 2 7 sema 3,1%
chr7:132193186 rs139250180 c.269C>T GAC>GAT 1 sema 0,1%
chr7:132193006 neu c.449G>T CTG>CTT 1 sema
chr7:132192982 rs151121557 c.473G>A GAG>GAA 8 4 sema 0,2%
chr7:132192949 rs156962 c.506G>A TCA>TCG 680 705 sema 37,1%
chr7:132192499 rs142028036 c.956G>A GCG>GCA 8 9 sema 0,2%
chr7:132192322 rs142219743 c.1133C>T GGC>GGT 3 sema n/a
chr7:132192295 rs156961 c.1160C>T CTC>CTT 675 662 sema 37,2 %
chr7:131982919 neu c.1436C>T CCC>CCT 1 sema
chr7:131913126 neu c.1709C>T TCC>TCT 1 PSI
chr7:131912227 rs76286420 c.1817C>G GTC>GTG 1 PSI 6,3%
chr7:131908289 rs376773119 c.2096C>T CCC>CCT 1 PSI n/a
chr7:131895867 neu c.2135G>T CTG>CTT 1 PSI
chr7:131895861 neu c.2141C>T CCC>CCT 1 PSI
chr7:131887495 rs117847895 c.2498C>T TGC>TGT 1 2 PSI 0,1%
chr7:131887471 neu c.2522C>T GCC>GCT 1 PSI
chr7:131878878 rs200014828 c.2801C>T TGC>TGT 1 IPT 0,1%
chr7:131872271 rs377114297 c.2954C>T AAC>AAT 2 IPT n/a
chr7:131870108 rs3734980 c.3110T>C TAT<TAC 2 1 IPT 11%
chr7:131866934 rs357929449 c.3176C>T ATC>ATT 1 IPT n/a
chr7:131866320 neu c.3314T>C GGT>GGC 1 IPT
chr7:131866206 rs17166227 c.3428G>A CCG>CCA 79 62 IPT 7,5%
chr7:131865474 rs201637265 c.3512G>A CCG>CCA 1 IPT 0,05%
chr7:131865456 rs201842720 c.3530C>T AAC>AAT 1 1 IPT 0,05%
chr7:131865417 rs144287352 c.3569G>A CCG>CCA 6 IPT 0,1%
chr7:131864603 neu c.3719C>T ATC>ATT 1 TM
chr7:131864591 rs3734989 c.3731A>G GCA>GCG 710 885 TM 28%
chr7:131859678 rs13232207 c.3878C>A GCC>GCA 2 cyto 9,3%
chr7:131848964 neu c.4439C>T GGC>GGT 1 cyto
chr7:131832705 rs199524845 c.4820C>T AAC>AAT 1 cyto 0,1%
chr7:131831350 rs370460371 c.4976C>T CAC>CAT 1 1 cyto n/a
chr7:131829917 neu c.5160C>T CTG>TTG 2 cyto
chr7:131829892 rs201002816 c.5213C>T ACC>ACT 1 cyto 0,05%
chr7:131817850 rs75848889 c.5549A>G GCA>GCG 140 188 cyto 10,9%
chr7:131817823 rs190064869 c.5576C>A GGC>GGA 3 6 cyto 0,2%
chr7:131815310 rs2671103 c.5615T>C GAT>GAC 249 262 cyto 10,3%

sema: Semaphorinbindungsdomäne; PSI: Domäne von Plexinen, Semaphorinen und Integrinen; IPT:
Immunglobulin(Ig)-ähnliche Domäne von Plexinen und Transkriptionsfaktoren; TM: Transmembrando-
mäne; cyto: Zytoplasmatische Domäne; n/a: Nicht verfügbar; t(Sherry et al., 2001); tt(Abecasis et al.,
2010)

In Tabelle 4.9 sind alle identifizierten nicht-synonymen Varianten in PLXNA4 darge-

stellt. Abb. 4.8 zeigt die Verteilung der Varianten in Bezug zu den verschiedenen Domänen

in PLXNA4.
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Tabelle 4.9. – Identifizierte nicht-synonyme Varianten in PLXNA4

Allel-Häufigkeit in
Veränderung Fällen Kontrollen MAF in

Genomische Lage dbSNP141t Nukleotid Aminosäure n=1724 n=1880 Domäne 1000Genomestt

chr7:132193371 rs113830939 c.82C>T p.Arg28Trp 1 sema 1,6%
chr7:132193335 rs145024048 c.118T>C p.Phe40Leu 36 29 sema 0,9%
chr7:132193311 rs139738239 c.142G>A p.Ala48Thr 1 1 sema n/a
chr7:132192971 neu c.482C>T p.Ser161Leu 1 sema
chr7:132192810 rs142904267 c.643G>A p.Ala215Thr 8 2 sema 0,2%
chr7:132192664 neu c.789C>T p.Met263Ile 1 sema
chr7:132192636 neu c.817G>C p.Glu273Gln 1 sema
chr7:132192549 neu c.904C>T pArg302Cys 1 sema
chr7:132192548 rs143813209 c.905G>A p.Arg302His 1 sema 0,02%
chr7:132192530 rs149257060 c.923G>A p.Arg309His 1 sema n/a
chr7:132192327 rs151233036 c.1126C>T p.Arg376Trp 2 sema n/a
chr7:132192307 neu c.1146C>A p.Asp382Glu 1 sema
chr7:132174173 rs142386862 c.1249G>A p.Asp417Asn 26 35 sema 0,8%
chr7:132174152 rs142997259 c.1270G>A p.Val424Ile 6 4 sema 0,2%
chr7:132174125 rs139356539 c.1297A>G p.Thr433Ala 1 sema n/a
chr7:131982880 neu c.1473C>A p.His491Gln 1 sema
chr7:131925916 rs112682233 c.1513G>A p.Val505Ile 3 5 sema 0,1%
chr7:131925880 neu c.1549G>A p.Gly517Ser 2 PSI1
chr7:131925825 neu c.1604C>T p.Thr535Ile 1 PSI1
chr7:131912264 neu c.1828A>G p.Ile610Val 1 n/a
chr7:131912221 neu c.1871T>A p.Ile624Asn 1 n/a
chr7:131910932* neu c.1970G>A* p.Ser657Asn* 1 PSI2
chr7:131908387 rs186378769 c.1996G>A p.Val666Met 1 PSI2 0,07%
chr7:131908372 neu c.2011C>T p.Arg671Cys 1 PSI2
chr7:131908372 rs199651527 c.2011C>A pArg671Ser 1 PSI2 0,09%
chr7:131895706 rs201526825 c.2294C>T p.Thr765Ile 2 n/a 0,1%
chr7:131888127 rs374819408 c.2350G>A p.Val784Met 1 n/a n/a
chr7:131887568 neu c.2423G>A p.Arg808His 1 PSI3
chr7:131887415 rs201337636 c.2576G>A p.Arg859His 1 IPT1 0,09%
chr7:131883311 rs62622406 c.2671G>A p.Ala891Thr 26 23 IPT1 0,9%
chr7:131878934 neu c.2743G>A p.Val915Met 1 IPT1
chr7:131870089 rs117458710 c.3127G>A p.Val1043Met 7 14 IPT3 0,4%
chr7:131866930 rs200738128 c.3178G>A p.Val1060Ile 1 IPT3 n/a
chr7:131865473 rs192855926 c.3511C>T p.Pro1171Ser 4 4 IPT4 0,2%
chr7:131864652 neu c.3668C>T p.Pro1223Leu 1 IPT4
chr7:131853148 rs73155258 c.4201G>A p.Ala1401Thr n/a n/a cyto 0,05%
chr7:131833340 neu c.4726A>T p.Asn1576Tyr 1 RBD
chr7:131832686 rs201134213 c.4837G>A p.Val1613Ile 1 cyto 0,1%
chr7:131832662 neu c.4861T>C p.Tyr1621His 2 cyto
chr7:131831449-451 neu c.4872_4874delGAT p.Met1624del 3 cyto
chr7:131829903 neu c.5200G>A p.Val1734Ile 1 cyto
chr7:131817926 neu c.5471T>C p.Ile1824Thr 1 cyto
chr7:131815315 rs150228337 c.5608C>T p.His1870Tyr 6 15 cyto 0,4%
chr7:131815312 rs201799383 c.5611G>A p.Asp1871Asn 1 cyto 0,1%

sema: Semaphorinbindungsdomäne; PSI: Plexin, Semaphorin und Integrin Domäne; IPT: Ig-ähnlich,
in Plexinen und Transkriptionsfaktoren; TM: Transmembrandomäne; cyto: Zytoplasmatische Domäne;
RBD: Rho-GTPase bindende Domäne; n/a: Nicht verfügbar; * markiert die Variante der Indexpatientin;
t(Sherry et al., 2001); tt(Abecasis et al., 2010)
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4.3. Familienanamnesen der Variantenträger

Bei 17 PD-Patienten mit Varianten in PLXNA4 waren auch Informationen zur Famili-

enanamnese vorhanden: 3 berichteten über einen erst- oder zweitgradigen Verwandten mit

PD und in einem Fall über essentiellen Tremor der Mutter und eines Onkels (Schulte et al.,

2013). Besonders interessant ist dabei der Fall des Patienten mit der Variante Arg302Cys,

da dessen Bruder ebenfalls an Parkinson erkrankt ist und seine DNA verfügbar war. Die

Sequenzierung bestätigte, dass dieser ebenfalls die gleiche Variante trägt.

4.4. In silico Prädiktion

Die Analyse aller nicht-synonymen Varianten in PLXNA4 mittels der drei in Kapitel 3.4

beschriebenen Prädiktionsalgorithmen brachte die in Tabelle 4.10 dargestellten Ergebnis-

se. Nur drei Varianten in PLXNA4 (zwei in Kontrollen und eine in PD-Patienten) werden

von allen Algorithmen als schädigend eingestuft. Die bei drei PD-Patienten vorhandene

Deletion konnte mit PolyPhen2 nicht analysiert werden, wird aber von den beiden anderen

Algorithmen als schädigend eingestuft.

Die in den einzelnen Algorithmen als schädigend vorhergesagten und sehr seltenen

(MAF≤0,05%) Varianten wurden jeweils kollabiert und ergaben bei der statistischen Tes-

tung auf Abhängigkeit zwischen dem Tragen einer Variante und PD mit Hilfe des X 2-Tests

bzw. dem Exakten Test nach Fisher die in Tabelle 4.11 gezeigten p-Werte. In Abb. 4.9 sind

die Unterschiede im Vorkommen der sehr seltenen Varianten in PLXNA4 zwischen Fällen

und Kontrollen graphisch dargestellt. Die Deletion konnte in PolyPhen2 nicht bewertet

werden und wurde deshalb in diesem Algorithmus nicht beachtet.
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Tabelle 4.10. – Ergebnisse der Prädiktionsprogramme für Varianten in PLXNA4

Allel-Häufigkeit in
PD KORA SIFTt PolyPhen2tt MutationTasterttt

Variante n=1724 n=1880 Präd. score Präd. score Präd. score
p.Arg28Trp 1 0 DAM 0.02 Prob. Dam. 0.990 Poly 0.934
p.Phe40Leu 35 29 TOL 0.33 Pos Dam 0.611 Poly 0.968
p.Ala48Thr 1 1 TOL 0.6 Ben 0.000 Poly 0.988
p.Ser161Leu 0 1 DAM 0.01 Prob Dam 1.000 DisCaus 0.999
p.Ala215Thr 8 2 TOL 0.44 Prob Dam 0.966 DisCaus 0.984
p.Met263Ile 1 0 TOL 0.2 Pos Dam 0.478 DisCaus 0.963
p.Glu273Gln 0 1 TOL 0.17 Prob Dam 0.966 DisCaus 0.964
p.Arg302Cys 1 0 DAM 0.05 Prob Dam 0.962 Poly 0.789
p.Arg302His 1 0 TOL 0.14 Ben 0.001 Poly 0.903
p.Arg308His 1 0 TOL 0.08 Prob Dam 1.000 DisCaus 0.992
p.Arg376Trp 2 0 DAM 0.01 Prob Dam 0.986 Poly 0.685
p.Asp382Glu 1 0 TOL 1 Ben 0.022 DisCaus 0.961
p.Asp417Asn 26 35 TOL 0.47 Ben 0.001 Poly 0.999
p.Val424Ile 6 4 TOL 0.31 Ben 0.000 Poly 0.995
p.Thr433Ala 0 1 TOL 0.11 Prob Dam 0.995 DisCaus 0.989
p.His491Gln 0 1 TOL 0.69 Ben 0.000 Poly 0.966
p.Gly517Ser 0 2 TOL 0.91 Ben 0.000 Poly 0.897
p.Thr535Ile 0 1 n/a n/a Ben 0.023 DisCaus 0.987
p.Ile610Val 0 1 TOL 1 Ben 0.004 DisCaus 0.947
p.Ile624Asn 1 0 TOL 0.58 Pos Dam 0.942 DisCaus 0.998
p.Ser657Asn* 1 0 TOL 0.19 Prob Dam 0.997 DisCaus 0.986
p.Val666Met 1 0 TOL 0.06 Prob Dam 1.000 DisCaus 0.991
p.Arg671Cys 1 0 DAM 0.02 Prob Dam 0.997 DisCaus 0.503
p.Arg671Ser 0 1 TOL 0.3 Pos Dam 0.772 Poly 0.693
p.Thr765Ile 0 2 TOL 0.27 Pos Dam 0.938 DisCaus 0.994
p.Val784Met 1 0 TOL 0.17 Ben 0.154 Poly 0.595
p.Arg808His 1 0 TOL 0.54 Prob Dam 1.000 DisCaus 0.998
p.Arg859His 1 0 TOL 0.11 Pos Dam 0.853 DisCaus 0.998
p.Val915Met 1 0 DAM 0.05 Prob Dam 1.000 DisCaus 0.999
p.Val1060Ile 1 0 TOL 0.17 Ben 0.117 DisCaus 0.994
p.Pro1171Ser 4 4 TOL 0.08 Ben 0.060 DisCaus 0.997
p.Pro1223Leu 1 0 TOL 0.88 Prob Dam 1.000 DisCaus 0.998
p.Asn1576Tyr 1 0 DAM 0 Pos Dam 0.808 DisCaus 0.861
p.Val1613Ile 1 0 TOL 0.42 Ben 0.011 DisCaus 0.979
p.Tyr1621His 0 2 TOL 0.19 Prob Dam 1.000 DisCaus 0.999
p.Met1624del 3 0 DEL -6.97 n/a n/a DisCaus 1
p.Val1734Ile 1 0 TOL 0.17 Ben 0.039 DisCaus 0.997
p.Ile1824Thr 0 1 DAM 0 Prob Dam 0.999 DisCaus 0.999
p.His1870Tyr 6 15 DAM 0.01 Ben 0.158 Poly 0.521
p.Asp1871Asn 0 1 TOL 0.22 Prob Dam 0.959 DisCaus 0.998
p.Val505Ile 3 5 TOL 0.27 Pos Dam 0.613 DisCaus 0.970
p.Val1043Met 7 14 TOL 0.23 Ben 0.005 Poly 0.964
p.Ala1401Thr n/a n/a TOL 0.36 Prob Dam 1.000 DisCaus 0.990
p.Ala891Thr 26 23 TOL 0.6 Pos Dam 0.709 Poly 0.96

Grau unterlegt sind Felder in denen ein Algorithmus eine Variante als schädigend einstuft.
Präd: Prädiktion; DAM: Damaging; TOL: Tolerated; Prob Dam: Probably damaging; Pos Dam: Possibly
damaging; Ben: Benign; DisCaus: Disease causing; Poly: Polymorphism, n/a: Nicht verfügbar;
t(Ng et al., 2006); tt(Adzhubei et al., 2010); ttt(Schwarz et al., 2010)
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4. Ergebnisse

Tabelle 4.11. – Statistische Testung der sehr seltenen (MAF≤0,5%) „schädlichen“ Varianten in
PLXNA4

Häufigkeit in
PD KORA

Gen „schädigend“ in n=862 n=940 p-Wert Test
PLXNA4 SIFT 10 2 0,0178 Exakter Test nach Fisher
PLXNA4 PolyPhen2 19 9 0,033 X 2-Test
PLXNA4 MutationTaster 33 23 >0,05 X 2-Test

A
n

z
a

h
ly
d

e
ry

V
a

ri
a

n
te

n

10

20

30

40

50
*

*

*

Fälle

Kontrollen

Gesamt MutationTaster PolyPhen2 SIFT

AlsyIschädigendIyvorhergesagtyin

33 23 19 9 10 247 30

Abbildung 4.9. – Häufigkeitsverteilungen der sehr seltenen Varianten in PLXNA4 :
Stern markiert einen statistisch signifikanten Unterschied

50



5. Diskussion

5.1. Chancen und Risiken bei der Ergebnisbeurteilung

Die statistische Auswertung zeigt einen Zusammenhang zwischen sehr seltenen Varianten

in PLXNA4 und einer Erkrankung an PD. Schließt man die Ergebnisse der Prädiktions-

programme mit ein so bestätigt sich der Zusammenhang bei zwei (SIFT und Poylphen2)

von drei Algorithmen, jedoch im Fall von PolyPhen2 weniger signifikant. Es gilt allerdings

einige Punkte zu berücksichtigen, die die Aussagekraft dieses beobachteten Zusammen-

hangs für PLXNA4 einschränken.

5.1.1. Definition einer seltenen Variante

Ein essentieller Punkt des oben beschriebenen Zusammenhangs ist dabei die Definition

einer sehr seltenen Variante. Obwohl es hierzu keine verbindlichen Definitionen gibt, wer-

den die Varianten häufig in 3 Gruppen unterteilt: Varianten mit MAFs von mehr als 5%

werden als häufig beschrieben, Varianten mit MAFs zwischen 5% und 1% oder 0,5% als

Varianten mit geringer Frequenz und Varianten mit MAFs von weniger als 1% oder 0,5%

als selten oder sehr selten (Manolio et al., 2009; Tennessen et al., 2012). Allgemein wird

von einem negativen Zusammenhang zwischen Effektstärke und MAF ausgegangen (siehe

auch Kapitel 5.2.1: Seltene genetische Varianten bei komplexen Erkrankungen).

Wenn man nun den MAF-Cut-Off für seltene Varianten schrittweise erniedrigt, so zeigt

sich in unseren Ergebnissen ein immer stärker ausgeprägter relativer Anstieg des Anteils

der Varianten in der Patientengruppe. Bei MAF≤5% und ≤1% sind die Varianten in

beiden Populationen mit 146 zu 147 beziehungsweise 60 zu 59 noch gleich verteilt. Bei

MAFs≤0,5% (47 zu 30, p=0,018) zeigen sich bereits statistisch signifikant mehr Varianten

in der Patientengruppe und bei MAFs≤0,2% (34 zu 17, p=0,006) und MAF≤0,1% (26 zu

9, p=0,002) wird der Unterschied noch deutlicher.

Wie in Kapitel 5.2.1 beschrieben ist die Wahrscheinlichkeit der Pathogenität bei sehr

seltenen Varianten erhöht. Prinzipiell zeigt sich hier also ein Verhalten der Variantenver-
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teilung wie es bei einer möglichen Bedeutung von PLXNA4 -Varianten bei der Pathogenese

von PD zu erwarten wäre.

Dass dieser Unterschied nicht einfach durch eine Häufung von seltenen Varianten in der

Patientengruppe, sondern mit einer Häufung möglicherweise funktionell relevanter selte-

ner Varianten zu erklären ist, ergibt sich aus der Betrachtung synonymer und intronischer

Varianten, also solcher Varianten, die weniger wahrscheinlich eine Funktionsbeeinträchti-

gung des Proteins nach sich ziehen (Nelson et al., 2012). So zeigt sich, dass der Unterschied

an der Anzahl sehr seltener Varianten zwischen den Gruppen bei diesen Varianten nicht

mehr signifikant ist. Mit einer MAF≤0,5% finden sich 29 zu 18 (p>0,5) synonyme Varian-

ten und 35 zu 55 (p>0,5) intronische Varianten bei den Gruppen. Mit einer MAF≤0,2%

finden sich 14 zu 23 (p>0,5) synonyme und 11 zu 10 (p>0,5) intronische Varianten.

5.1.2. Statistische Beurteilung seltener Varianten

Die meisten identifizierten Varianten in PLXNA4 waren wie die Indexvariante in der

untersuchten Familie sehr selten. So hatten 86,4% der nicht-synonymen Varianten in der

von uns untersuchten Population eine MAF≤0,05%; 63,6% davon waren sogar sogenannte

Singletons, das heißt, diese Varianten sind nur bei einer untersuchten Person zu finden.

Einerseits zeigt sich in neuen Untersuchungen eine erhöhte Wahrscheinlichkeit für Pa-

thogenität einer seltenen Variante (siehe Kapitel 5.2.1: Seltene genetische Varianten bei

komplexen Erkrankungen). Andererseits ist die statistische Analyse seltener Varianten

komplex, da die Teststärke, Zusammenhänge zu finden, niedrig ist und die benötigte An-

zahl an Fällen und Kontrollen dadurch sehr groß wird (Bansal et al., 2010).

Bei einer univariaten Analyse, die einen Zusammenhang bei jeder Variante einzeln mit-

tels Verfahren wie dem X 2-Test oder dem exakten Test nach Fisher nachzuweisen versucht,

wird die Teststärke besonders durch die nötige Korrektur für multiples Testen erniedrigt

(Li et al., 2008a). Wenn man die Alternative einer multivariaten Analyse mittels Verfah-

ren wie Hotellings T 2-Test oder logistischer Regression wählt, wird die Power durch die

dann vorhandenen vielen Freiheitsgrade erniedrigt (Li et al., 2008a).

Diesen Problemen kann man mit dem sogenannten Cohort-Allelic-Sums-Test (CAST)

begegnen (Morgenthaler et al., 2007). Dabei werden alle Varianten in einem Gen (oder

auch in mehreren Genen einer Familie) in der gesamten untersuchten Population zusam-

mengefasst, die Allelfrequenzen werden also, getrennt über alle Fälle bzw. Kontrollen,

kollabiert. So wären bei einer Variante mit der Frequenz von 2,5% bei den Kontrollen
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(unter der zusätzlichen Bedingung, dass sie in Fällen doppelt so häufig vorkommt wie in

Kontrollen) ca. 10.000 Fälle und Kontrollen nötig, um 80% Teststärke bei der Feststel-

lung eines Unterschiedes zu erreichen. Wenn aber zwei solche Varianten zusammengefasst

werden, kann mit einer Frequenz von 5% bei den Kontrollen gerechnet werden. Die Zahl

der benötigten Fälle und Kontrollen verringert sich auf ca. 3.000 (Bansal et al., 2010).

Welche Varianten kollabiert werden sollen kann aufgrund verschiedener Merkmale wie

Variantenklassen, MAF, funktioneller Relevanz (Bonnefond et al., 2012) oder Vorkom-

men im gleichen Signalweg (Pinto, 2010) entschieden werden. Das Problem des CAST

ist seine Anfälligkeit bei Fehlklassifikationen. Wenn funktionell wirksame Varianten von

der Analyse aus- oder funktionell nicht wirksame Varianten in die Analyse eingeschlossen

werden, sinkt auch hier die Teststärke zur Aufdeckung von Assoziationen deutlich (Li et

al., 2008a). Die Güte des Testverfahrens hängt also auch von der Auswahl der Varianten

zur Analyse ab.

Eine Möglichkeit die Robustheit der Analyse gegen Fehlklassifikationen zu erhöhen, bie-

tet die Combined-Multivariate-and-Collapsing Methodik (Li et al., 2008a). Hierbei werden

beispielsweise alle sehr seltenen Varianten kollabiert und dann zusammen mit den häufige-

ren in einer multivariaten Analyse getestet. Der Variable-Weight-Test (Price et al., 2010)

berücksichtigt die vorhergesagte Schädlichkeit der Varianten und der Adaptive-Sums-Test

(Han et al., 2010) ist geeignet, wenn zusätzlich protektive Varianten mit eingeschlossen

werden. Da das Verfahren des NGS relativ neu ist, gibt es noch wenig Erfahrung und

noch kein einheitliches Vorgehen, wie mit den vielen zusammengetragenen Daten am bes-

ten umgegangen werden sollte.

5.1.3. Kontrollprobanden bei PD

Parkinson ist eine Erkrankung des alten Menschen, deren Prävalenz mit Zunahme des Al-

ters immer weiter ansteigt (de Lau et al., 2006). Dies stellt ein Problem für die Auswahl

der Kontrollprobanden dar, besonders bei Untersuchungen und Studien zur Pathogenese

der Erkrankung. Die Schwierigkeit besteht in der Möglichkeit, dass eine als gesund be-

trachtete Person im weiteren Verlauf noch an Parkinson erkranken oder sich bereits in

einem, noch asymptomatischen oder undiagonstizierten Zustand der Krankheit befinden

kann. Auf der anderen Seite benötigt man zur Analyse seltener Varianten eine möglichst

große Zahl an Probanden. Um dieses Problem zu minimieren, wurden die Kontrollen aus

der KORA-Age-Kohorte (siehe Kapitel 3.1.2 KORA Allgemeinbevölkerungskontrolle) re-
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krutiert. Dass sich trotz dieser Maßnahme Probanden in der Kontrollgruppe befinden, die

noch an PD erkranken werden oder sich bereits in einem undiagnostizierten Anfangssta-

dium der Erkrankung befinden, kann nicht ausgeschlossen werden.

In Bezug auf unsere Untersuchung sind durch solche Fehlklassifikationen zwei Rich-

tungen der Beeinflussung denkbar. Eine fälschlicherweise in unserer Kontrollpopulation

identifizierte seltene Variante hätte in Wahrheit zu den Varianten der Fallpopulation ge-

zählt werden müssen. Der beobachtete Zusammenhang würde in diesem Fall unterschätzt.

Andererseits würde ein falsch klassifizierter, an PD erkrankter Proband, der keine Vari-

ante trägt, fälschlicherweise die Kontrollpopulation vergrößern. Der beobachtete Zusam-

menhang würde in diesem Fall überschätzt. Durch die relativ große Anzahl an Fällen

und Kontrollen und der relativ geringen Anzahl an seltenen Varianten, wäre der zuerst

beschriebene Effekt jedoch wesentlich stärker ausgeprägt.

5.1.4. Unvollständige Penetranz

Ein damit in Zusammenhang stehendes Problem ist das der unvollständigen Penetranz, al-

so der Tatsache, dass nicht alle Variantenträger erkranken. So sind auch in der von uns un-

tersuchten Familie gesunde Familienmitglieder Träger der Variante. Dies muss aber nicht

unbedingt gegen die Beteiligung der PLXNA4 -Variante an der Entstehung der Erkran-

kung sprechen. Auch andere Varianten in etablierten Parkinson-Genen wie z.B. LRRK2,

weisen eine Penetranz auf, die weit unter 100% liegt. Das Risiko an einem Parkinson-

syndrom zu erkranken, liegt bei Trägern der häufigsten LRRK2 -Variante (p.Gly2019Ser)

bei 28% im Alter von 59 Jahren und steigt auf 74% im Alter von 79 Jahren (Healy et

al., 2008). In Anbetracht dessen liegt die von uns beobachtete Penetranz in der Familie

noch im erwartbaren Rahmen anderer familiärer Parkinsonerkrankungen mit autosomal

dominanten Vererbungsmodus.

Da in beiden betroffenen Familienmitgliedern auch noch andere PLXNA4 -Varianten ge-

funden wurden, muss auch eine oligogene Genese in Betracht gezogen werden. Das heißt,

dass eine Variante nicht ausreicht, um PD auszulösen, sondern dass weitere Varianten im

selben oder auch anderen Genen nötig sind, um die Erkrankung auszulösen. Man spricht

auch von „mutational Load,“ also der Summe aller schädigenden Varianten im gesamten

Genom eines Individuums, die zu einer Verringerung seiner reproduktiven Fitness (Agra-

wal et al., 2012) bzw. zum Entstehen eines Phänotyps (Zaghloul et al., 2010) beitragen.

So wurden bei Patienten mit Kortison-Reduktase-Mangel Varianten in zwei verschiedenen
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Genen (HSD11B1 und H6PD) identifiziert. Alle von der Erkrankung Betroffenen trugen

nicht nur eine von diesen Varianten, sondern mindestens drei veränderte Allele in diesen

beiden Genen (Draper et al., 2003). Die von uns identifizierte Variante würde in einem

solchen Fall also im Zusammenspiel mit anderen genetischen Faktoren die Krankheit be-

günstigen.

Es kann durch eine Variante auch nur zu einer Phänotypmodifikation im Zusammenspiel

mit anderen Varianten kommen. So gibt es Varianten, die beispielsweise den Erkrankungs-

beginn von PD (Varianten im PARK10 -Locus (Li et al., 2002; Oliveira et al., 2005)) und

Alzheimer (APOE -Allele (Li et al., 2002; Corder et al., 1993)) beeinflussen.

5.1.5. Schwächen eines Screeningverfahrens

Die Güte eines Screeningverfahrens (in unserem Fall die hochauflösende Schmelzkurven-

analyse) wird durch die zwei Parameter Sensitivität und Spezifität bestimmt. Die Sen-

sitivität eines Tests gibt an, wie viele der tatsächlich positiven Befunde auch als positiv

erkannt werden (in unserem Fall, wie viele der DNAs mit genetischer Variante auch er-

kannt werden). Die Spezifität gibt an, wie viele der tatsächlich negativen Befunde auch

als negativ erkannt werden (in unserem Fall wie viele DNAs ohne Variante als solche ein-

gestuft wurden). In der Realität ist es schwierig Tests zu finden, die in beiden Fällen einen

Wert von 100% erreichen; das heißt, es kommt immer wieder zu Fehlklassifikationen.

Die Sensitivität der hochauflösenden Schmelzkurvenanalyse als Suchverfahren für Vari-

anten liegt für Amplicons <400Bp Länge nahe 100%, die Spezifität bei 80%. Für längere

Amplicons sinkt die Sensitivität auf 81%, während die Spezifität mit 84% relativ gleich

bleibt (Garritano et al., 2009).

Probleme bei der Detektion bereiten beispielsweise homozygote Varianten (Audrezet et

al., 2008), GC-reiche und variantenreiche Regionen (Laurie et al., 2009), sowie Insertionen

oder Deletionen nahe längeren Mononukleid-Sequenzen (Garritano et al., 2009). Bei einer

falsch positiven Einteilung (Spezifität) fällt der Fehler auf, in unserem Fall, bei der an-

schließenden Sequenzierung. Eine falsch negative Einteilung (Sensitivität) führt dagegen

zum Übersehen einer Variante. Dies sollte die Fall- und Kontrollpopulation in gleichem

Maße betreffen.

Insgesamt ist die hochauflösende Schmelzkurvenanalyse aber ein relativ schnelles, ein-

faches und kosteneffektives Verfahren um relativ große Populationen auf neue genetische

Varianten hin zu untersuchen (Garritano et al., 2009). Weitere Vorteile sind, dass es sich

55



5. Diskussion

in den meisten Fällen um ein sogenanntes, für Verunreinigungen unanfälliges, „closed tu-

be“ System handelt, also nach dem Start der PCR keine weiteren Bearbeitungsschritte

nötig sind (Gundry et al., 2003; Wittwer et al., 2003). Außerdem wird die DNA während

der Bearbeitung nicht geschädigt und kann so zur weiteren Analyse (z.B. zur Sequenzie-

rung) verwendet werden (Garritano et al., 2009).

5.1.6. Einschränkungen der Exomsequenzierung

Durch die Entwicklung des NGS wurde die Sequenzierung von großen Teilen von DNA

um ein vielfaches schneller und günstiger und die Sequenzierung beispielsweise ganzer

Exome wurde in großem Maßstab möglich (Metzker, 2010). Aber auch die Exomsequen-

zierung durch NGS ist kein fehlerfreies Verfahren (Mamanova et al., 2010). Ein Problem

stellt die Definition der Zielstrukturen, die als Exom gelten, dar: da das Wissen über alle

tatsächlich für Proteine kodierenden Bereiche der DNA nicht vollständig ist, hängen die

Zielstrukturen vom aktuellen Kenntnisstand ab und sind möglicherweise nicht vollständig

(Bamshad et al., 2011). Außerdem schwankt die Effektivität der Sonden für verschie-

dene Zielstrukturen teilweise stark und manche Sequenzen entziehen sich der Erfassung

durch Sonden komplett (Bamshad et al., 2011). So kann ein hoher Gehalt an A und T

zu Problemen beim Annealing und ein hoher Gehalt an G und C zu Problemen durch

Sekundärstrukturen führen (Mamanova et al., 2010).

Bei der Anreicherung der gewählten Zielstrukturen aus der zu untersuchenden DNA

geben folgende Kenngrößen Aufschluss über die Güte des Verfahrens:

1. Sensitivität, also der Anteil an Basen aus der Zielstruktur, die von einem oder meh-

reren „Reads“ gedeckt sind.

2. Spezifität, also der Anteil an Sequenzierprodukten, der zu den Zielstrukturen gehört.

3. Uniformität oder die Variabilität in der Abdeckung unter den Zielstrukturen.

4. Reproduzierbarkeit oder wie stark die Ergebnisse von wiederholenden Experimenten

korrelieren.

Die in unserem Fall genutzte „In-solution hybrid capture“-Methode erreicht eine Sensi-

tivität von >99,5%, eine Spezifität von 80%, eine Uniformität von 61% und eine Repro-

duzierbarkeit von >96% (Mamanova et al., 2010). Auch wenn diese Werte im Vergleich

zu anderen Verfahren als robust zu sehen sind (Mamanova et al., 2010), so besteht doch

auch hier die Möglichkeit, eine eventuell entscheidende Variante zu übersehen.
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Ein Problem speziell dieser Arbeit stellt die Verwendung verschiedener Anreicherungs-

kits mit einer anderen Größe und verschiedenen Zielstrukturen und Sonden zur Sequenzie-

rung der DNA der beiden Index-Patienten dar (sh. Kapitel 4.1.1: Ergebnisse der Exom-

sequenzierung). So wurden eventuell vorhandene weitere gemeinsame Varianten mögli-

cherweise übersehen. Der Grund für die Verwendung der unterschiedlichen Kits liegt in

der zeitlich versetzten Analyse. Bei der Sequenzierung der Indexpatientin zum Ausschluss

einer bekannten PD Variante war das 38 Mb Kit noch das aktuelleste. Nach Rekrutierung

und Gewinnung der DNA für das zweite Exom stand bereits das größere 50 Mb Kit zur

Verfügung und wurde genutzt.

Es besteht auch die Möglichkeit, dass die in unserer Familie für die Erkrankung ver-

antwortliche Variante im intronischen Bereich der DNA liegt. Dieser wurde bei unserer

Untersuchung jedoch komplett ausgeklammert. Dies erscheint allerdings weniger wahr-

scheinlich, da die meisten der bekannten, für monogene Erkrankungen verantwortlichen,

Varianten die Proteinfunktion beeinträchtigen (Stenson et al., 2003) und in den Exons

oder an Spleißstellen zu finden sind (Kuhlenbäumer et al., 2011).

Weitere Schwachstellen des NGS sind die Identifizierung von kleinen Insertionen oder

Deletionen (Shigemizu et al., 2013) und von Copy-Number-Variations (CNVs) (Bams-

had et al., 2011). CNVs sind Abschnitte von DNA von mindestens 1000 Bp Länge, die,

im Vergleich zu einem Referenzgenom, in unterschiedlicher Anzahl an Kopien vorhanden

sind (Feuk et al., 2006). Aufgrund der relativ kurzen „Reads“ können diese, teilweise sehr

langen, CNVs mit dem oben beschriebenen Verfahren des NGS nicht problemlos identi-

fiziert werden und hätten in unserer Untersuchung übersehen werden können (Bamshad

et al., 2011). Es gibt aber Beispiele dafür, dass Veränderungen in der Anzahl von Kopien

eines Gens an der Entstehung von Parkinson beteiligt sind. So konnte in einer Unter-

suchung eine Verdreifachung von SNCA als Ursache für familiäre Parkinsonerkrankung

verantwortlich gemacht werden (Singleton et al., 2003).

Das weitere Filtern der gemeinsamen Varianten aufgrund von Häufgikeiten in Kontroll-

populationen ist ebenfalls problematisch. So kann nicht ausgeschlossen werden, dass auch

Personen, die an der untersuchten Erkrankung leiden in dieser Population vorhanden sind

und das Ergebnis verzerren (Bamshad et al., 2011).

Auch gilt es, die Möglichkeit in Betracht zu ziehen, dass der Proband IV:18 nur eine

Phänokopie darstellt und die Erkrankung in seinem Fall eine andere Ursache hat als bei

den anderen Familienmitgliedern. In diesem Fall wäre die Filterung nach gemeinsamen
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Varianten nicht zielführend und die Anzahl der zu untersuchenden Kandidatenvarianten

würde sich vervielfachen (Schulte et al., 2013).

5.1.7. Korrektheit der Prädiktionsprogramme

Die statistische Testung der in den drei Prädiktionsalgorithmen als schädigend vorherge-

sagten Varianten brachte bei den Programmen SIFT und PolyPhen2 ebenfalls signifikante

Ergebnisse. Bei dem Programm SIFT mit der Einschränkung, dass wieder nur die selte-

nen Varianten berücksichtigt wurden. In dem Programm MutationTaster zeigten sich zwar

mehr Varianten (33 zu 23) in den Fällen, dieser Unterschied war aber nicht signifikant

(p=0,091, X 2-Test).

Doch auch die Aussagen der verschiedenen Prädiktionsprogramme an sich sind unter

Vorbehalt zu sehen. Zur Beurteilung werden, wie in Kapitel 3.4 beschrieben, strukturelle

Eigenschaften der Proteine und sequenzbasierte Verfahren zur Bewertung von Aminosäu-

resubstitutionen herangezogen. Dem zugrunde liegen die Beobachtungen, dass Verände-

rungen an konservierten Positionen (sequenzbasiert) und Veränderungen an im Inneren

des Proteins gelegenen Aminosäuren (strukturbasiert) besonders häufig eine funktionelle

Konsequenz haben (Ng et al., 2006).

Bei der Analyse mit Hilfe von strukturellen Eigenschaften ist zu beachten, dass es für

viele Proteine gar keine hierzu relevanten Informationen gibt. Auch wird häufig die reine

Kristallstruktur betrachtet und supramolekluare Interaktionen dabei nicht berücksich-

tigt (Ng et al., 2006). Aber selbst die Hinzunahme von funktionellen Annotationen aus

Datenbanken wie Swiss-Prot (Bairoch et al., 2005) über Domänen des Proteins, die für

die Bindung von Liganden, Protein-Protein Interaktionen oder die Bildung von Disulfid-

Brücken wichtig sind, kann das Resultat nicht immer verbessern (Ng et al., 2006).

Bei den sequenzbasierten Methoden ist vor allem die Auswahl der homologen Proteine

und deren Alignment wichtig. So können zu ähnliche Proteine oder auch Proteine, deren

Funktion sich geändert hat oder die unter positiver Selektion standen, zu Fehlklassifika-

tionen führen (Ng et al., 2006).

Zum Trainieren und zum Testen der Algorithmen werden SNP-Sets genutzt, die schäd-

liche und neutrale Varianten beinhalten. Zur Auswahl der schädlichen Varianten werden

z.B. Datenbanken genutzt, die genetische Varianten auflisten, die zu einer Erkrankung füh-

ren (Schwarz et al., 2010; Ng et al., 2006). Dazu gehören beispielsweise Online-Mendelian-

Inheritance-in-Man (OMIM) (Hamosh et al., 2005), und Human-Gene-Mutation-Database
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(HGMD) (Stenson et al., 2003). Zur Auswahl neutraler Varianten werden entweder SNPs

verwendet, die in Datenbanken und Literatur als Polymorphismen gewertet werden (Ng

et al., 2006; Schwarz et al., 2010) oder solche, die Unterschiede zwischen nah verwand-

ten Spezies in homologen Proteinen zeigen und als nicht schädigend eingeschätzt werden

(Adzhubei et al., 2010). Hierbei kann es zu Fehlklassifikationen kommen, die die Genau-

igkeit der Vorhersagen beeinträchtigen und die im folgenden genannten Testergebnisse

verfälschen.

PolyPhen2 erreicht dabei bei einer Falsch-Positiv-Rate von 20% eine wahre Positiv-Rate

von 92% (Adzhubei et al., 2010), MutationTaster eine Gesamtgenauigkeit von 91,1±0, 1%

(Falsch-Positiv-Rate 17% und wahre Positiv-Rate von 85%) (Schwarz et al., 2010) und

SIFT eine Falsch-Negativ-Rate von 31% bei einer Falsch-Positiv-Rate von 20% (Ng et al.,

2006).

Während die Prädiktionsprogramme bei Varianten, die monogene Erkrankungen aus-

lösen, relativ gute Ergebnisse liefern, sind sie zum Testen von häufigen Varianten mit

kleinem Effekt bei komplexen Erkrankungen weniger geeignet (Thomas et al., 2004; Ng

et al., 2006). Zum Untersuchen von seltenen Varianten mit stärkerem Effekt, die zu kom-

plexen Erkrankungen beitragen, scheinen sie hingegen wieder besser geeignet zu sein (Ng

et al., 2006).

Es handelt sich insgesamt betrachtet bei einer Vorhersage als „schädigend“ also nur um

ein weiteres Indiz, das auf eine wahrscheinliche Schädlichkeit der Varianten hinweist. Um

einen tatsächlich vorhandenen Effekt nachzuweisen, muss die Variante einer funktionellen

Analyse unterzogen werden. Die ständig fortschreitende Entdeckung, Charakterisierung

und Sammlung von Varianten und SNPs in Datenbanken wie dbSNP (Sherry et al., 2001),

dem 1000 Genomes Project (Abecasis et al., 2010) und das Vorantreiben von Projekten wie

der „Encyclopedia of DNA Elements“ (ENCODE), (E. N. C. O. D. E Project Consortium,

2012) die es sich zum Ziel gemacht haben alle funktionell relevanten Teile der DNA zu

charakterisieren, werden die Beurteilung von Varianten in Zukunft erleichtern.

5.2. Beurteilung des Zusammenhangs seltener Varianten in

PLXNA4 und einer Erkrankung an PD

Bei der durchgeführten Exomsequenzierung stellte sich eine Variante in PLXNA4 als

geeigneter Kandidat heraus, um in der untersuchten Familie der Auslöser der Parkinson-
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Erkrankung zu sein. Während bei Berücksichtigung aller identifizierten Varianten in PLX-

NA4 die Verteilung zwischen den Gruppen (PD und KORA) noch relativ gleich ist – wie

bei zufälliger Aufteilung zu erwarten – ist jedoch die Zahl der seltenen Missense-Varianten

im Kollektiv der Parkinson-Patienten erhöht. Das gilt genauso für die als schädigend vor-

hergesagten Varianten mit einer MAF≤ 0, 5% in zwei von drei Prädiktionsalgorithmen.

Eine mögliche Erklärung für diesen Unterschied ist, dass eine genetische Variante, die zu

einer verminderten Funktionsfähigkeit von PLXNA4 führt, ein Risikofaktor für das Auf-

treten von PD ist. Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse unterstützen diese Hypothese.

Zur Bestätigung der möglichen Pathogenität wären weitere betroffene Familien, bei

denen die gleiche Variante mit der Erkrankung segregiert, wünschenswert. Auch könn-

te in einer weiteren, unabhängigen Fall- und Kontrollgruppe eine Häufung von seltenen

PLXNA4 -Varianten repliziert werden und eine Häufung von solchen seltenen Varianten in

den anderen Kandidaten-Genen ausgeschlossen werden. Hierbei gilt es aber zu beachten,

dass auch bei der Rekrutierung so großer Fallzahlen ein möglichst homogener genetischer

Hintergrund vorhanden ist. Die Anzahl an Varianten, die von verschiedenen Populationen

geteilt werden, nimmt mit der geographischen Distanz ab, dies gilt im Besonderen für

seltene Varianten (Nelson et al., 2012). Obwohl dieser Effekt im innereuropäischen Nord-

Süd-Gefälle und zwischen verschiedenen Kontinenten besonders stark ist, wirken sich bei

der Analyse seltener Varianten auch schon geringe Effekte auf die Ergebnisse aus (Nelson

et al., 2012). Eine weitere Möglichkeit zur Bestätigung wären funktionelle Untersuchun-

gen an Tier- oder phänotyprelevanten Zellmodellen, um zu zeigen, dass die Variante in

PLXNA4 tatsächlich mit einem Parkinson-spezifischen Funktionsverlust einhergeht.

Doch auch die folgenden Überlegungen zur Rolle von seltenen genetischen Varianten bei

komplexen Erkrankungen und der Funktion von Plexinen bzw. Axon-Guidance-Molekülen

liefern interessante Aspekte zu möglichen Zusammenhängen.

5.2.1. Seltene genetische Varianten bei komplexen genetischen Erkrankungen

In den letzten Jahren konnten durch GWAS viele genetische Varianten identifiziert wer-

den, die zur Entstehung von komplex-genetischen und häufigen Erkrankungen beitragen.

Dies betrifft SNPs, die mit einer relativ hohen MAF (≥5%) in der Bevölkerung vorkom-

men (Hardy et al., 2009). Den klassischen GWAS zugrunde liegt die „common disease,

common variant“-Hypothese (Cargill et al., 1999), also die Annahme, dass zumindest ein

Teil der beobachteten Heritabilität von häufigen Erkrankungen aufgrund von allelischen
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Varianten zustande kommt, die mit relativ hoher Frequenz in einer Population zu finden

sind (Manolio et al., 2009). Die Heritabilität ist der Anteil an phänotypischer Varianz,

der auf genetische Varianz zurückzuführen ist und nimmt einen Wert zwischen 0 und 1

an (Seyffert, 2003). Die Effektstärken der bei den GWAS identifizierten Varianten sind

allerdings meist sehr niedrig (die meisten ORs liegen bei 1,1) und erklären bei kaum einer

Krankheit oder einem körperlichen Merkmal mehr als 10% der prinzipiell mit Genetik

erklärbaren Varianz (Frazer et al., 2009). Trotz der vielen neu identifizierten genetischen

Risikofaktoren, die auch neue Einsichten in die molekularen Mechanismen vieler Erkran-

kungen brachten (International Parkinson’s Disease Genomics Consortium et al., 2011;

Winkelmann et al., 2007; McAllister et al., 2015; Raj et al., 2012), zeigte sich auch, dass

die bei GWAS identifizierten Varianten nur einen Teil der beobachteten Heritabilität von

komplexen Erkrankungen erklären. In einer Studie von Hamza et al betrug die Heritabili-

tät für Parkinson 0,6 (Hamza et al., 2010). Nach Ausschluss aller Träger einer bekannten,

Parkinson auslösenden Variante oder eines bekannten Risikoallels betrug sie immer noch

0,41 (Hamza et al., 2010) .

Wie kann man also den Rest, die sogenannte „missing heritability“ (Manolio et al., 2009)

erklären? Neben der Möglichkeit, dass größere Abberationen der DNA wie beispielsweise

CNVs daran beteiligt sind (Eichler et al., 2010), gibt es die Hypothese, dass zumindest ein

Teil davon durch seltene Varianten zu erklären sein könnte (Manolio et al., 2009). Eine

Reihe von Überlegungen legen nahe, dass genetische Varianten, die einen Funktionsverlust

nach sich ziehen, durch Selektion aussortiert werden und deshalb selten sind (Tennessen

et al., 2012). So konnte in einer Auswertung von Daten im Rahmen des 1000-Genome-

Projects beispielsweise gezeigt werden, dass synonyme Varianten häufiger vorkommen als

nicht-synonyme (synonyme sind in etwa so häufig wie Varianten im gesamten Genom)

(Marth et al., 2011). Ausserdem sind nicht-synonyme Varianten gehäuft unter den SNPs

mit niedriger Frequenz zu beobachten: 63% aller nicht-synonymen Varianten sind mit

einer Frequenz von ≤ 1% vorhanden, bei den synonymen Varianten sind es nur 53%. Dies

alles reflektiert eine negative Selektion schädigender Varianten (Marth et al., 2011).

Auch unsere Untersuchungen unterstützen diese Hypothese; so stieg der Anteil an Va-

rianten mit MAF≤ 1% in PLXNA4 von 83,8% bei den synonymen auf 90,9% bei den

nicht-synonymen. Berücksichtigt man auch die intronischen Varianten, so liegt der Anteil

an seltenen Varianten, die die Aminosäuresequenz nicht beeinflussen, bei 67,6%.
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Aus diesen Überlegungen lässt sich ein negativer Zusammenhang zwischen Allelhäu-

figkeit und Effektstärke ableiten (siehe Abb. 1.1) (Manolio et al., 2009). Zum anderen

bekräftigt dies die „common disease, rare variant“-Hypothese, also die Annahme, dass zu-

mindest ein Teil der oben genannten „missing heritability“ von häufigen Erkrankungen

wie PD durch seltene Varianten mit stärkerem Effekt zu erklären ist (Nelson et al., 2012;

Kryukov et al., 2007).

In einer großen Studie (Tennessen et al., 2012) konnte vor kurzem gezeigt werden, dass

der Großteil aller Varianten -nämlich 86%- eines Menschen selten (MAF ≤ 1%) sind. Aus-

serdem lag der Anteil an seltenen Varianten, die einen vorhergesagten funktionellen Effekt

hatten, bei ca. 95,7%. Darüber hinaus wurde eine negative Korrelation zwischen vorherge-

sagter Schädlichkeit und MAF festgestellt. Insgesamt erklären die Autoren diesen hohen

Anteil der seltenen Varianten mit dem geringen Selektionsdruck während des exponenti-

ellen Bevölkerungswachstums der letzten ca. 4500 Jahre und gehen davon aus, dass diese

seltenen Varianten stark zu phänotypischen Unterschieden und zur Krankheitsvererbung

beitragen (Tennessen et al., 2012).

Gleichzeitig zeigte sich aber auch, dass die Teststärke, kausale Varianten zu entdecken,

niedrig ist (Tennessen et al., 2012). So erreichten bei einer Fall- und Kontrollpopulation

von je 400 weniger als 5% der getesteten Gene über 80% Teststärke, obwohl mit relativ

hohen ORs von 5 gerechnet wurde.

Auch eine weitere Untersuchung zeigte einen großen Überschuss an seltenen Varianten

in Genen für Proteine, die als pharmakologische Angriffspunkte dienen, von denen viele

funktionelle Beeinträchtigungen verursachten (Nelson et al., 2012). Bei 14.002 Teilneh-

mern wurde insgesamt alle 17 Basenpaare eine Variante identifiziert, 95% davon waren

selten (MAF ≤ 0, 5%) und mehr als 74% waren nur in ein oder zwei Individuen zu be-

obachten. Im Verhältnis von synonymen zu nicht-synonymen Varianten zeigte sich hier

eine ständige Zunahme des Anteils der synonymen Varianten, je höher die Frequenz der

betrachteten Varianten ist. Dies wird als weiteres Indiz für die negative Selektion schädi-

gender Varianten gesehen und spricht für eine höhere Wahrscheinlichkeit an Pathogenität,

je seltener die Variante ist. Die Analyse der Varianten mittels Prädiktionsprogrammen

brachte das erwartete Resultat: je seltener die Variante, desto eher gilt sie als schädigend

(Nelson et al., 2012).

Im Sinne dieser Überlegungen ist eine funktionelle Relevanz der vielen seltenen von uns

entdeckten Varianten also durchaus plausibel, auch wenn man vorsichtigerweise nicht
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von einer monogenen, durch Varianten in PLXNA4 ausgelösten Form von Parkinson

ausgeht. Ein weiterer Hinweis auf die Wichtigkeit einer intakten PLXNA4 -Funktion im

menschlichen Organismus ist die Tatsache, dass in allen untersuchten DNAs keine einzige

Nonsense-Mutation gefunden wurde.

Insgesamt zeigte PLXNA4 in unserer Kontrollpopulation eine Häufigkeit an nicht-

synonymen Varianten von 8, 4 ∗ 10−5 Varianten pro Person pro Aminosäure. Dies kann

man als Indikator für den Selektionsdruck sehen, der auf dem Gen liegt, es zeigt also wie

gut eine veränderte oder verlorene Funktion eines Proteins noch vom Organismus aus-

geglichen werden kann. Um die Toleranz gegenüber Varianten auch mit anderen Genen

zu vergleichen, kann man die Anzahl der durch das 1000Genome Projekt (Abecasis et

al., 2010) identifizierten nicht synonymen SNPs betrachten. Hier zeigt sich PLXNA4 mit

einer Rate von 0,049 SNPs pro Aminosäure zwischen sehr konservierten Genen, wie von

Histonen (0,007 für H3F3A) und sehr variablen Genen des Immunsystems, wie beispiels-

weise von Interferonen (0,086 für IFNB1 ). Bei PLXNA4 scheint es sich um ein Gen zu

handeln, das relativ tolerant gegenüber Fehlern ist. Dies würde eher gegen eine Beteiligung

an einer Erkrankung, die einen direkten, starken Einfluss auf die Reproduktionsfähigkeit

hat, sprechen. PD ist jedoch eine Erkrankung des alten Menschen, das bedeutet, dass dies

nicht automatisch bedeuten muss, dass Varianten in PLXNA4 nicht als Auslöser oder

Risikofaktor für diese Erkrankung in Frage kommen.

5.2.2. Plexine

Die richtige Vernetzung der Nervenzellen des zentralen Nervensystems (ZNS) während

der Entwicklung ist ein hochkomplexer Vorgang. Um die korrekte Verschaltung und da-

mit auch die Funktionsfähigkeit gewährleisten zu können, muss dieser Vorgang bis ins

kleinste Detail reguliert werden. Hierfür sind verschiedenste Signalmoleküle und Signal-

wege verantwortlich.

Eine Klasse dieser Signalmoleküle bilden die Semaphorine, die unter anderem Axon- und

Dendritenwachstum und Verzweigung regulieren (Winberg et al., 1998) und die Verteilung

und Morphologie dendritischer Dornfortsätze kontrollieren (Tran et al., 2009). Um ihre

meist Axon-abstoßende Wirkung entfalten zu können, benötigen sie Rezeptoren auf den

wachsenden Neuronen (Kitsukawa et al., 1997; Chen et al., 2000). Eine Gruppe dieser

Rezeptoren bilden die Plexine (Takahashi et al., 1999; Tamagnone et al., 1999).
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Plexine sind große Transmembranproteine mit einer N-terminalen extrazellulären Sema-

Domäne. Ihr folgen eine Kombination von drei cysteinreichen PSI- (Plexin, Semapho-

rin, Integrin) und sechs IPT-Domänen (Ig domain shared by plexins and transcirption

factors). Auf der zytoplasmatischen Seite befindet sich eine Ras-GTPase-aktivierende-

Protein(GAP)-Domäne mit einer darin enthaltenen Rho-GTPase-bindenden-Domäne (RBD)

(Abb. 4.8) (Janssen et al., 2010).

Die unterschiedlichen Plexine, die auch verschiedene Semaphorine als Liganden haben,

werden auf unterschiedlichen Neuronen, zu unterschiedlichen Zeitpunkten und mit unter-

schiedlichen Funktionen exprimiert (Negishi et al., 2005). PLXNA4 ist der Rezeptor des

sezernierten Klasse-3-Semaphorins SEMA3A (Suto et al., 2003) und der transmembran-

ären Klasse-6-Semaphorine SEMA6A und SEMA6B (Suto et al., 2005). Für die Trans-

duktion der Signale der sezernierten gelösten SEMA3A-Moleküle benötigt PLXNA4 nach

aktuellem Kenntnisstand den Co-Rezeptor Neuropilin1 (Suto et al., 2003), während dies

für die Transduktion der Signale der membranär gebundenen SEMA6A- und SEMA6B-

Moleküle wohl nicht der Fall ist (Suto et al., 2005).

Durch die Bindung von Semaphorinen kann die GAP-Domäne der Plexine ihre Arbeit

aufnehmen und sorgt so für eine Inaktivierung von GTPasen der Roh-Familie (besonders

Rnd1) und für eine Aktivierung/Inaktivierung weiterer Signalmoleküle wie CRMP2/CRAM,

GSK3β, Cdk5 und Fyn (Reviewed in (Negishi et al., 2005)) (Abb. 5.1). Dadurch kommt

es unter anderem durch Veränderungen in der Zytoskelettstabilität zu dessen Umbau und

damit in den meisten Fällen zum Zusammenbruch der Wachstumsaussprossungen der

Nervenzellen (Negishi et al., 2005).
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Abbildung 5.1. – Schematische Darstellung von an der Signalstransduktion von Se-
maphorinen und Plexinen beteiligten Signalmoleküle: Linker Teil nach (Zhuang et al.,
2009); rechter Teil nach (Negishi et al., 2005)

PlxnA4-/- Mäuse zeigen folgende Fehlbildungen des ZNS und des peripheren Nerven-

systems (PNS):

• Fehlerhafter Verlauf und Ausbreitung von peripheren sensiblen Nerven des Myelons,

des Nervus (N) ophtalmicus, des N. trigeminus. des N. facialis, des N. glossopharyn-

geus und des N. vagus. (die gleichen Effekte, in abgeschwächter Form, waren auch

bei heterozygoten Mäusen zu beobachten) (Suto et al., 2005)

• Fehlerhafte Austritte und Verläufe der Axone aus sympathischen, paravertebralen

Ganglien und des Ganglion stellatums. Es zeigten sich Einwüchse in die anteriore

vertebrale Muskulatur und in paravertebrales Bindegewebe sowie atypische Aus-

sprossungen nach medial. (Suto et al., 2005; Waimey et al., 2008)

• Fehlerhafte Kreuzung der Fasern in der vorderen Kommissur (Suto et al., 2005)

• Fehlerhafte Bildung des Barrel-Cortex (Suto et al., 2005)

• Verminderte Bildung basaler Dendriten der kortikalen Pyramiden-Neurone in Layer

5 des Kortex (Tran et al., 2009)

• Fehlerhafte Migration sympathischer Neurone zu ihren Ganglien (bei gleichzeitigem

Fehlen von Plxna3 ) (Waimey et al., 2008)

• Fehlerhafte Projektion der Moosfasern im Hippocampus (Suto et al., 2007)
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Bei Versuchen an Hühnerembryos konnte darüberhinaus gezeigt werden, dass PLX-

NA4 am Dendritenwachstum spinaler Motoneurone beteiligt ist (Zhuang et al., 2009) und

an Zebrafischen wurde die Bedeutung von Plxna4 in der Aussprossung sensibler Axone

gezeigt (Miyashita et al., 2004).

Desweiteren ist PLXNA4 möglicherweise an der Entstehung von Alzheimer beteiligt.

So wurde in einer GWAS ein SNP in der Sema-Domäne identifiziert, der eine Assoziation

zu der Erkrankung an Alzheimer zeigte (Jun et al., 2014). Außerdem wurde nachgewie-

sen, dass PLXNA4 an der Phosphorylierung von Tau beteiligt ist, ein Protein, dass in

der Pathogenese von Alzheimer eine Rolle spielt (Grundke-Iqbal et al., 1986). Auch die

Expression von PLXNA4 in post-mortem Hirngewebe war bei Alzheimer Patienten um

das 1,9-fache (p=6 ∗ 10−4) erhöht (Jun et al., 2014).

5.2.3. Axon-Guidance-Moleküle als Auslöser neurodegenerativer Erkrankungen

Auch unter biologischem, beziehungsweise funktionellem Blickwinkel erscheint eine Rolle

von PLXNA4 in der Pathogenese von PD plausibel. Die Idee, dass Defekte in Molekülen,

die für das Axonwachstum zuständig sind, ein Auslöser für neurodegenerative Erkrankun-

gen sein könnten, ist nicht neu.

In einer GWAS von Maraganore et al. wurde ein SNP (rs7702187) in SEMA5A, einem

Liganden eines Plexin-Rezeptors, als ein möglicher Suzeptibilitätsfaktor für Parkinson

identifiziert (Maraganore et al., 2005). Es handelt sich hierbei um eine sehr frühe GWAS,

die lediglich 775 Fälle und 775 Kontrollen einschloss. Eine andere Studie, die den glei-

chen SNP in SEMA5A auf Assoziation zu Parkinson untersuchte, konnte diese in einer

taiwanesischen Population (n=303+171) feststellen, aber in einer, sehr kleinen, finnischen

Population (146+135) nicht replizieren (Clarimon et al., 2006). Auch eine weitere Studie

mit 427 Fällen und 412 Kontrollen aus Europa und Asien konnte keine Risikoerhöhung

durch den SNP rs7702187 in SEMA5A nachweisen (Bialecka et al., 2006).

In einer weiteren GWAS von Fung et al. mit 537 Fällen und Kontrollen konnte eine

Assoziation ebenfalls nicht repliziert werden (Fung et al., 2006). Auch in späteren größeren

GWAS (Simón-Sánchez et al., 2009; Edwards et al., 2010; Satake et al., 2009) und Meta-

Analysen (International Parkinson’s Disease Genomics Consortium et al., 2011; Lill et al.,

2012) konnte diese Assoziation nicht repliziert werden.

Allerdings konnte im Rahmen anderer Pathway-basierter Ansätze ein Zusammenhang

zwischen SNPs in Genen, die eine Rolle im Axonwachstum spielen, und der Erkrankung
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selbst und dem Erkrankungsbeginn von Parkinson gezeigt werden (Lesnick et al., 2007;

Srinivasan et al., 2009). So ließ sich in einer Untersuchung von Lesnick et al., aufgrund

einer Auswahl aus 1.460 untersuchten SNPs in 117 Genen, die eine Rolle im Axonwachs-

tum spielen, recht sicher zwischen Fällen und Kontrollen unterscheiden (Konkordanz von

0,7 in der ersten (n=886 ) und 0,9 in der zweiten (n=537 ) Versuchsgruppe) (Lesnick et

al., 2007). Außerdem konnten 68% der in der ersten und 71% der in der zweiten Ver-

suchsgruppe beobachteten Unterschiede im Zeitpunkt des Erkrankungsbeginns durch das

Auftreten einer Auswahl aus diesen SNPs erklärt werden (Lesnick et al., 2007).

Weiterhin wurde die Expression der in dieser Studie untersuchten Gene in post-mortem

Gewebe von Parkinson-Patienten (n=22) und Kontrollen (n=23) untersucht. In den un-

tersuchten Regionen des Gehirns (Substantia nigra, Putamen und Nucleus caudatus) fiel

dabei in mehr Genen eine vermehrte oder verminderte Genexpression in der Patienten-

gruppe auf, als durch Zufall zu erwarten wäre (Lesnick et al., 2007). Während sich der

Zusammenhang zwischen diesen SNPs in Genen des Axonwachstums und Parkinson in

einer zweiten Assoziationsstudie von Srinivasan et al. (Srinivasan et al., 2009) sowohl

mit dem Datensatz von (Lesnick et al., 2007), als auch in einer eigenen Versuchsgruppe

(n=187+187) replizieren ließ, scheiterte diese Replikation in dem Datensatz von Fung et

al. (Fung et al., 2006).

Auch in einer weiteren Studie mit 525 Fällen und 518 Kontrollen, bei der dieselben SNPs

wie bei (Lesnick et al., 2007) analysiert wurden, konnten die Ergebnisse nicht repliziert

werden (Li et al., 2008b).

Die Ergebnisse zu einem möglichen Zusammenhang zwischen Parkinson und Varian-

ten in Axonleitmolekülen allgemein oder SEMA5A im speziellen, sind also höchst wi-

dersprüchlich und lassen keine Schlüsse zu. Ein Problem der hier besprochenen frühen

GWAS ist die relativ kleine Anzahl an Fällen und Kontrollen. Dies wirkt sich besonders

erschwerend auf die Detektion von Effekten mit kleinen ORs aus.

Zusammen betrachtet ist es möglich, dass es sich bei den in GWAS identifizierten Asso-

ziationen um falsch-positive Ergebnisse handelt. Besonders die nicht mögliche Replikation

der Assoziationen aus den frühen GWAS in zwei großen Studien mit über 3.400 Fällen

und 3.700 Kontrollen (Evangelou et al., 2010) bzw. über 5.500 Fällen und über 6.600

Kontrollen (Elbaz et al., 2006) lässt dies wahrscheinlich erscheinen. Allerdings konnte ei-

ne kürzlich erschienene Studie (Jun et al., 2014) eine Assoziation zwischen PLXNA4 und

Alzheimer herstellen (näher beschrieben in: Kapitel 5.2.2).
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Zu einem möglichen Zusammenhang zwischen seltenen genetischen Varianten in PLXNA4

und einer Erkrankung an PD gibt es derzeit noch keine weiteren Untersuchungen.

Funktionell sind mehrere Mechanismen denkbar, die einen Zusammenhang zwischen

fehlerhaftem Axonwachstum und Neurodegeneration erklären könnten. Zum einen eine

fehlerhafte Vernetzung der entsprechenden Neurone während der Embryogenese. So hat

das betroffene Individuum von Anfang an eine verminderte Anzahl an voll funktionsfähi-

gen, beispielweise dopaminergen, Neuronen. Dieses Individuum hat nun weniger Reserven,

um altersbedingte oder durch Umwelteinflüsse entstandene Verluste von spezifischen Neu-

ronen zu kompensieren und erkrankt leichter an einer neurodegenerativen Erkrankung.

Zum anderen gibt es Hinweise, dass Axon-Leitmoleküle im erwachsenen Gehirn über

gegenseitige Stimulation des prä- und postsynaptischen Neurons auch für die Aufrecht-

erhaltung von synaptischen Verbindungen verantwortlich sind (Lin et al., 2009). Es wur-

de auch eine Beteiligung von SEMA3A an der Zerstörung der Axone und sogar an der

Apoptose neuronaler Zellen gezeigt (Shirvan et al., 2000). In diesem Rahmen sind zum

Beispiel eine Verkümmerung synaptischer Verbindungen und dadurch fehlende retrograde

Wachstumsreize aus der Peripherie vorstellbar (Lin et al., 2009). Dies passt auch zu der

Beobachtung, dass der Untergang der Neurone bei neurodegenerativen Erkrankungen von

den Axonen ausgeht.(Vgl. Kapitel 1.3 Morbus Parkinson).

Aus diesen funktionellen Überlegungen könnte es also durchaus zutreffen, dass Varian-

ten in PLXNA4 eine neurodegenerative Erkrankung wie Parkinson begünstigen können.

5.3. Weiteres Vorgehen

Zusammengefasst kann man aufgrund der hier dargestellten Untersuchung weder aus-

schließen, dass die PLXNA4 -Variante in unserer Familie an der Entstehung von PD be-

teiligt war, noch kann man diesen Zusammenhang aus den Ergebnissen schlussfolgern.

Es ergaben sich aber Hinweise auf eine mögliche Beteiligung, die die Variante als in-

teressanten Kandidaten für weitere Untersuchungen herausstellen. Auch bietet sich mit

dieser Variante die Möglichkeit, den oben beschriebenen eventuellen Zusammenhang zwi-

schen Axon-Leitmolekülen und Neurodegneration weiter zu erforschen und eventuell zu

bestätigen.

Eine Möglichkeit hierzu bieten funktionelle Untersuchungen, z.B. an Zellen der unter-

suchten Patienten, die den Gendefekt tragen. Allerdings tragen die Zellen der betroffenen
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Patientin alle Kandidatenvarianten. Um eine einzelne Variante zu untersuchen müsste man

also mehrere Zelllinien parallel züchten und die jeweils anderen Varianten korrigieren.

Die besten Zellen für eine aussagekräftige Untersuchung wären in diesem Fall dopami-

nerge Neurone. Allerdings ist es nicht möglich, bzw. nicht verhältnismäßig, solche direkt

durch eine Biopsie zu gewinnen. Einen möglichen Ausweg bietet die Entnahme von Fi-

broblasten der betroffenen Patienten, um daraus erst sogenannte induzierte pluripotente

Stammzellen (iPSCs) und daraus schließlich dopaminerge Zellen zu generieren. Für die-

ses Verfahren gibt es bereits beschriebene Protokolle (Sánchez-Danés et al., 2012). Eine

Alternative bietet die direkte Induzierung von dopaminergen Neuronen aus Fibroblasten

(Caiazzo et al., 2011). Dies bietet den Vorteil, dass der Umweg über die iPSCs vermie-

den wird, außerdem besitzen diese Zellen ein geringeres Entartungspotential. Der Nachteil

dieser Methode besteht darin, dass postmitotische Zellen entstehen, die kein Selbsterneue-

rungspotential mehr haben. Abhilfe könnte hier die Generierung von induzierten neuralen

Stammzellen (iNSCs) schaffen. Solche Zellen haben wenig Entartungspotential und besit-

zen noch die Fähigkeit zur Selbsterneuerung in der Kultur (Ring et al., 2012).

Ein erster Schritt in diese Richtung wurde bereits unternommen. Sowohl von der Index-

Patientin (IV:11), als auch von einem nicht variantentragenden Kind wurden Fibroblasten

kultiviert. In ersten Versuchen wurde damit die subzelluläre Lokalisation von PLXNA4

mittels Immunzytochemie bestimmt. Desweiteren wurden die Zellen auf ihre Überlebens-

fähigkeit getestet. Dies ist insofern interessant, als bei einer degenerativen Erkrankung die

Lebensspanne der Zellen verkürzt sein kann. So wurden bei Patienten mit einer Variante

in ATP13A2, welche eine rezessive Form eines early-onset Parkinson-Syndroms auslösen

kann (Ramirez et al., 2006) und sich auf die Lysosomfunktion auswirkt, bereits in Fibro-

blastenkulturen Unterschiede in der Überlebensfähigkeit der Zellen sichtbar (Dehay et al.,

2012).

In Fibroblasten, mit der p.Ser657Asn-Variante und ohne zeigten sich keine Unterschiede

in der subzellulären Lokalisation von PLXNA4 (Abb. 5.2) oder im Überleben der Fibro-

blasten (Abb. 5.3) (Schulte et al., 2013).
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Abbildung 5.2. – Subzelluläre Lokalisation: Immunzytochemie an Fibroblasten mit und
ohne Variante p.Ser657Asn: Rot: Aktin. Grün: PLXNA4; (Schulte et al., 2013)

Abbildung 5.3. – Zellüberleben von Fibroblasten mit und ohne Variante p.Ser657Asn:
Linker Balken: Wildtyp. Rechter Balken: PLXNA4 p.Ser657Asn; Assay mit live/dead staining
und FACS (Schulte et al., 2013)

Um als nächstes abweichendes Axon- und Dendritenwachstum zu zeigen, könnte jetzt

für weitere Untersuchungen also die Generierung von Neuronen folgen. Dies wurde bei-

spielsweise bei einer Studie zu autosomal dominanter hereditärer spastischer Paraplegie

getan (Zhu et al., 2014). Nachdem bei einer betroffenen Patientin eine Variante in ATL1

als Auslöser identifiziert wurde, wurden Fibroblasten gewonnen und aus diesen anhand be-

kannter Protokolle erst iPSCs und später glutamerge Vorderhirn-Neurone generiert. Diese

Neurone wurden in ihren sogenannten Neurospheres (frei schwimmende Ansammlungen
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dieser Zellen) auf Deckgläser gebracht und nach 48 Stunden wurde das stattgefundene

Axonwachstum der Neurone untersucht. Hierbei fiel ein Unterschied in der Länge der

gewachsenen Axone auf (Zhu et al., 2014).

In einer weiteren Studie wurde abweichendes Neuritenwachstum von murinen sympa-

thischen Nervenzellen in Abhängigkeit vom Plexin-A4 -Status der Zellen gezeigt. Auf je

zwei Schichten L-Zellen, eine davon exprimierte Sema6B, wurden sympathische Nerven-

zellen von PlxnA4-/- und Wildtyp-Mäusen aufgebracht. Nach 24-stündiger Kultivierung

wurde die Länge der Neurite gemessen. Nur die Zellen der Wildtyp-Mäuse reagierten auf

das vorhanden sein von Sema6B mit einer massiven Verkürzung der Neurite (Suto et al.,

2005).

5.4. Abschließende Betrachtung

Die Variante p.Ser657Asn in PLXNA4 stellte sich in dieser Arbeit als bester Kandidat

heraus, um in der untersuchten Familie für die Erkrankungen an PD verantwortlich zu

sein. Allerdings ist dieses Ergebnis unter Vorbehalt zu sehen.

Kritikpunkte sind die Beschränkung der Analyse auf das Exom, das Verwenden un-

terschiedlicher Anreicherungskits sowie die Benutzung des gering positiven LOD-Scores

als Hinweis aus der Linkage-Analyse. Auch ist auf die geringe Penetranz der Variante in

der Familie hinzuweisen und auf die Möglichkeit, dass es sich bei dem betroffenen Ver-

wandten der Indexpatientin nur um eine Phänokopie handelt und somit keine gemeinsame

Variante der Auslöser ist. Da die identifizierte Variante sehr selten ist und keine weitere

betroffene Familie mit der gleichen Variante gefunden wurde, bleiben als Möglichkeit zum

Nachweis einer eventuellen Pathogenität z.B. zusätzliche funktionelle Analysen an Zell-

oder Tiermodellen.

Außerdem zeigte sich in dieser Arbeit eine statistisch signifikante Häufung seltener,

nicht-synonymer Varianten in PLXNA4 bei PD-Patienten im Vergleich zu einer Kontroll-

gruppe.

Ein Problem bei der Analyse dieser seltenen Varianten sind die großen Fall- und Kon-

trollpopulationen, die nötig sind, um Assoziationen aufzudecken (Bansal et al., 2010).

Statistische Verfahren wie der von uns verwendete CAST können helfen die nötigen Zah-

len zu verkleinern (Morgenthaler et al., 2007). Problematisch ist hierbei die unsichere

Klassifizierung zwischen schädlichen, neutralen und möglicherweise sogar protektiven Va-
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rianten. Eine Möglichkeit, die Schädlichkeit identifizierter Varianten zu verifizieren, bietet

auch hier die funktionelle Analyse. Eine solche Analyse bei mehreren Varianten durch-

zuführen, besonders wenn diese möglicherweise nur in sehr spezifischen Situationen ihre

Wirkung zeigen, erfordert allerdings einen sehr großen zeitlichen und technischen Auf-

wand. Um eine mögliche Beteiligung seltener Varianten in PLXNA4 an der Entstehung

von PD zu bestätigen, sollten die Ergebnisse in einer unabhängigen und größeren Fall- und

Kontrollpopulation repliziert werden. Hierbei muss man jedoch beachten, dass trotz der

Rekrutierung möglichst großer Fallzahlen auch ein homogener genetischer Hintergrund

gewährleistet sein muss.

Zusammenfassend stützen die Ergebnisse dieser Arbeit die Hypothese, dass seltene ge-

netische Varianten bei der Entstehung komplex-genetischer Erkrankungen eine Rolle spie-

len. Sie zeigen, dass PLXNA4 im speziellen oder Axon-Guidance-Moleküle im allgemeinen

interessante Kandidaten zur weiteren Erforschung dieser Gene bzw. Signalwege für neu-

rodegenerative Erkrankungen wie PD sind.
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Die genetische Forschung konnte durch die Identifizierung von seltenen genetischen Va-

rianten als kausale Krankheitsauslöser viel zum Verständnis der Pathogenese monogener

Krankheiten beitragen. In GWAS wurden bei komplex-genetischen Erkrankungen häufige

genetische Varianten identifiziert, die per se keine Erkrankung verursachen, aber mit einer

niedrigen OR das Risiko für eine Krankheit erhöhen. Zusammengenommen erklären diese

Erkenntnisse über seltene und häufige genetische Varianten noch nicht die Heritabilität

vieler Erkrankungen. Ein Teil dieser sogenannten „missing heritability“ lässt sich mögli-

cherweise durch bisher noch unentdeckte monogene sowie auch weitere häufige genetische

Varianten erklären. Möglicherweise spielen auch seltene Varianten mit mittelgroßen ORs

eine Rolle.

Auch bei PD ist durch die bisher identifizierten genetischen Varianten die beobachtete

Heritabilität nicht erklärt.

In dieser Arbeit wurde eine Parkinson-Familie, in der die Erkrankung laut Stammbau-

manalyse dominant vererbt wird, mittels Exomsequenzierung analysiert. Das Ziel war es,

eine seltene genetische Variante zu identifizieren, die in dieser Familie für eine monogen

ausgelöste Form der Parkinson-Erkrankung verantwortlich ist.

Die durch NGS, Linkage-Analyse und Allelhäufigkeit bestimmte Kandidatenvariante

p.Ser657Asn in PLXNA4 ist sehr selten (MAF< 0,001) und wurde beim Abgleich mit

verschiedenen Datenbanken (In-House Exom-Datenbank des Helmholtz Zentrums Mün-

chen, dbSNP, 1000 Genomes Project) bei keiner Person außerhalb der betrachteten Familie

identifiziert. Bei der Segregationsanalyse innerhalb der Familie zeigte die Variante zum

Untersuchungszeitpunkt eine Penetranz von 40%.

Um festzustellen, ob auch bei anderen PD-Patienten seltene Varianten in PLXNA4

zu identifizieren sind, wurden alle kodierenden Regionen (31 Exons) von PLXNA4 in

einer Gruppe von Parkinson-Patienten (N=862) und in einer gesunden Kontrollgruppe

(N=940) auf weitere genetische Varianten hin untersucht. Dabei zeigte sich eine signi-

fikante Häufung seltener, nicht-synonymer Varianten in der Patientengruppe (47 zu 30,
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p=0,018 X 2-Test). Dies spricht für eine Beteiligung seltener Varianten in PLXNA4 als

Risikofaktor einer Erkrankung an PD.

PLXNA4 kodiert für ein Transmembranprotein aus der Gruppe der Plexine. Dies sind

Rezeptoren auf Nervenzellen, die während der Embryogenese als Axon-Guidance-Moleküle

für ein korrektes Axonwachstum spezifischer Neurone nötig sind.

Zum Nachweis der tatsächlichen Pathogenität der Variante p.Ser657Asn in PLXNA4

sind weitere funktionelle Analysen, die eine veränderte Funktion oder einen Verlust der

Funktion des Proteins zeigen, nötig. Darüber hinaus sollten zur Bestätigung weitere

Parkinson-Familien mit genetischen Varianten in PLXNA4 identifiziert werden. Eine Mög-

lichkeit um zusätzliche Hinweise zur Beteiligung seltener Varianten in PLXNA4 an der

Entstehung von PD zu erhalten, wäre die Replikation der Ergebnisse in unabhängigen,

größeren Fall- und Kontrollpopulationen.

Zusammenfassend stützen die Ergebnisse dieser Arbeit die Hypothese, dass seltene ge-

netische Varianten bei der Entstehung komplex-genetischer Erkrankungen eine Rolle spie-

len. Sie zeigen, dass PLXNA4 im speziellen oder Axon-Guidance-Moleküle im allgemeinen

interessante Kandidaten zur weiteren Erforschung dieser Gene bzw. Signalwege für neu-

rodegenerative Erkrankungen wie PD sind.
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