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1 Einleitung und Fragestellung 

In dieser Arbeit sollten genetische Ursachen des Parkinson-Syndroms (PS) unter Anwen-

dung zweier verschiedener Ansätze in fünf Einzelprojekten untersucht werden. Zum einen 

standen in drei Projekten Indexfamilien mit in mehreren Generationen auftretendem PS 

sowie ein diskordantes Zwillingspaar zur Verfügung. Hierbei sollte die Untersuchung 

seltener familiärer PS mittels Exom-Sequenzierung Rückschlüsse auf die Pathogenese des 

idiopathischen PS ermöglichen. Zum anderen erfolgte eine Screening-Studie zum Vorlie-

gen von Mutationen im neu publizierten Parkinson-Gen RAB39B bei PS-Patienten der 

hiesigen Kohorte. Der folgende Abschnitt bietet einen kurzen Überblick über die geneti-

schen Grundlagen und die Thematik der Parkinson-Syndrome, gefolgt von einer Einfüh-

rung in die Methodik des next-generation sequencing (NGS) sowie die Vorstellung der 

bereits erfolgten Vorarbeiten zu den einzelnen Projekten. Zuletzt werden die jeweiligen 

Fragestellungen formuliert. 

1.1 Genetische Grundbegriffe 

Für das erleichterte Verständnis der in dieser Arbeit verwendeten Begrifflichkeiten erfolgt 

an dieser Stelle eine kurze Einführung in die grundlegenden genetischen Mechanismen.  

Zum überwiegenden Teil sind die menschlichen Erbinformationen in Form von 23 ver-

schiedenen Chromosomenpaaren gespeichert. Dabei handelt es sich um 22 Autosomen und 

einem geschlechtsspezifischen Gonosom. Bis auf die haploiden, d. h. mit einfachem 

Chromosomensatz ausgestatteten Keimzellen liegt die Erbinformation in den übrigen 

somatischen Zellen diploid, also doppelt vor. Betrifft eine Mutation beide Allele wird sie 

als homozygot bezeichnet, ist nur ein Allel verändert handelt es sich um einen heterozygo-

ten Mutationsstatus. Ein Gen besteht aus den Exons, welche die für das Genprodukt kodie-

renden Sequenz-Abschnitte enthalten, und den nicht kodierenden Introns, welche beim 

Spleißvorgang entfernt werden. Ein Basentriplett, welches in eine der 20 Aminosäuren 

übersetzt wird, bildet ein Codon. Dabei können mehrere Tripletts für dieselbe Aminosäure 

kodieren, wobei meist die dritte Stelle des Codons variabel ist, wodurch trotz einer Verän-

derung der Basenabfolge synonyme Varianten möglich sind. Kommt es aufgrund eines 

Basenaustauschs zum Einbau einer anderen Aminosäure spricht man von einer missense-
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Mutation. Ein vorzeitiger Abbruch der Polypeptidkette durch die Entstehung eines Stopp-

Codons wird als nonsense-Mutation bezeichnet. Die Verschiebung des Leserasters, bei-

spielsweise durch eine Deletion, Insertion oder Duplikation abweichend vom Triplett-

Code, wird frameshift-Mutation genannt. 

1.2  Das Parkinson-Syndrom 

Das Parkinson-Syndrom (PS) gehört zu den extrapyramidalen Bewegungsstörungen und ist 

neben dem Symptom der Hypo- bzw. Bradykinesie durch die Leitsymptome Rigor, 

(Ruhe-) Tremor und posturale Instabilität charakterisiert. Es bildet dabei einen syndromati-

schen Oberbegriff, welcher je nach Ätiologie in Untergruppen unterteilt wird (AWMF, 

2016). Das idiopathische PS (Morbus Parkinson) stellt mit 75 % der PS die größte Gruppe 

dar und zählt zu den häufigsten neurodegenerativen Erkrankungen (Pringsheim et al., 

2014). Ein atypisches PS tritt im Rahmen anderer neurodegenerativer Erkrankungen auf 

und zeigt weitere, spezifische Symptome, wie im Falle der Lewy-Body Demenz, der Mul-

tisystematrophie, der kortikobasalen Degeneration und der supranukleären Blickparese. 

Einem symptomatischen (sekundären) PS liegen definierbare Ursachen (vaskulär, medi-

kamentös, metabolisch, toxisch, entzündlich u.a.) zugrunde.  

1.2.1 Morbus Parkinson 

Die erstmalige Beschreibung des Morbus Parkinson  wurde von dem englischen Arzt 

James Parkinson im Jahre 1817 in einer Monografie unter dem Titel „An Essay on the 

Shaking Palsy“ (Parkinson, 1817) verfasst und jährt sich bei Veröffentlichung dieser Ar-

beit zum zweihunderten Male. Eine Metastudie weltweiter epidemiologischer Daten ergab, 

dass bei Europäern die Prävalenz in der Altersgruppe 50 bis 59 Jahren bei 0,11 %, 1,60 % 

bei den 70 bis 79-Jährigen und in der Gruppe der über 80-Jährigen bei 2,95 % liegt. Auch 

scheinen ein männliches Geschlecht und europäische Herkunft mit einem erhöhten Erkran-

kungsrisiko assoziiert zu sein (Pringsheim et al., 2014). Die Zahl der Erkrankten in 

Deutschland wird auf 250.000 bis 400.000 geschätzt (Gerlach et al., 2007), wobei auf-

grund der demografischen Entwicklung bis zum Jahre 2030 mit einer Verdoppelung der 

Prävalenz zu rechnen ist (Dorsey et al., 2007). 
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Die eingangs beschriebenen motorischen Symptome treten initial meist unilateral auf. Der 

Ruhetremor ist durch eine Frequenz von vier bis sechs Hertz charakteristisch und tritt unter 

psychischer Belastung verstärkt hervor. Eine Bradykinesie äußert sich neben einer allge-

meinen Verlangsamung auch durch eine Verkleinerung des Schriftbildes (Mikrografie) und 

eine Verminderung der Mimik (Hypomimie). Der Rigor zeigt sich peripher oft zusammen 

mit einem Zahnradphänomen und einer kleinschrittigen Gangstörung, welche, bedingt 

durch den Verlust der Stellreflexe (posturale Instabilität) im Verlauf häufig zu Stürzen 

führt (Jankovic, 2008). Neben den motorischen Kardinalsymptomen zählen auch nicht-

motorische Symptome zum Krankheitsbild (Berg et al., 2015). Bereits mehr als zehn Jahre 

vor Diagnosestellung können Geruchsverlust, REM-Schlaf-Verhaltensstörungen, Tages-

müdigkeit, Obstipation (Sunyer et al., 2015) sowie Depression und Angststörungen (Chen 

et al., 2013) auftreten. Im weiteren Verlauf tritt oft auch eine demenzielle Entwicklung zu 

Tage. Autonome Funktionsstörungen wie die orthostatische Hypotension, Obstipation, 

Inkontinenz und gesteigerter Speichelfluss können die Lebensqualität teils stärker beein-

trächtigen als die motorischen Symptome (Sveinbjornsdottir, 2016). Der Score der Unified 

Parkinson Disease Rating Scale (UPDRS) ermöglicht die systematische Erfassung der 

Krankheitsschwere und wird sowohl im Rahmen von Studien als auch im klinischen Alltag 

eingesetzt (MDS, 2003).  

Auf pathophysiologischer Ebene stehen die Degeneration dopaminerger Neurone der 

Substantia nigra pars compacta und des Locus ceruleus sowie Proteinablagerungen in 

überlebenden Neuronen in Form von Lewy-Körpern im Vordergrund. Diese Lewy-Körper 

enthalten vor allem das Protein α-Synuclein (SNCA). Neuropathologisch können dabei 

sechs Stadien unterschieden werden (Braak et al., 2003). Der neuronale Untergang führt 

zum Mangel des Neurotransmitters Dopamin im nigro-striatalen System und einer Überak-

tivität cholinerger, den Bewegungsablauf hemmender Neurone. Für die Notwendigkeit 

einer präklinischen Früherkennung spricht, dass beim Auftreten motorischer Symptome 

bereits 50 bis 70 % der Neurone degeneriert sind (Postuma et al., 2010). Eine therapeuti-

sche Intervention vor diesem Stadium wäre daher erstrebenswert. 
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1.2.2 Genetische Parkinson-Syndrome 

Der Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt auf der Untersuchung der (mono-) geneti-

schen Formen des PS (PARK1-23), für die mittlerweile 18 Gene identifiziert wurden 

(Tab. 1). Alle bisher bekannten monogenetischen Formen zusammengenommen erklären 

etwa 30 % der familiären und 3-5 % der sporadischen Fälle (Kumar et al., 2011). Die im 

Laufe der vergangenen Jahre stetig gewachsene Klassifikation der genetischen PS weist 

Schwächen auf. So enthält sie zurzeit gleichermaßen Genorte, welche Risikofaktoren oder 

monogen krankheitsverursachend sind, wie auch nicht replizierte Befunde. Auch erfolgte 

die Nummerierung chronologisch entsprechend dem Zeitpunkt der Erstbeschreibung. 

Daher ist eine Revision der Klassifikation zurzeit Gegenstand der Arbeit einer Taskforce 

im Auftrag der International Parkinson and Movement Disorder Society (Marras et al., 

2016) mit dem Ziel, eine bessere Konsistenz zu erreichen. Die vorgeschlagene neue Sys-

tematik der Bezeichnung der hereditären PS ist in Tabelle 1 aufgeführt. Hierbei wird der 

Phänotyp (Parkinson Syndrom, PARK) als Präfix vor den Gennamen (z. B. SNCA) gestellt. 

Bei komplexen Erkrankungen werden mehrere Suffixe verwendet (z. B. NBIA/ 

DYT/PARK-PLA2G6). Dies soll den Zusammenhang zwischen Gen und Phänotyp deutli-

cher kenntlich machen und die Nutzung im klinischen Alltag vereinfachen. Die in jüngerer 

Zeit identifizierten Genorte zu PARK19 bis PARK23 werden voraussichtlich aufgrund der 

eingangs erwähnten Revision der Nomenklatur nicht mehr in die Liste des HUGO Genome 

Nomenclature Committees (HGNC) aufgenommen, auch wenn sie unter Umgehung dieses 

offiziellen Weges (HGNC) bereits ihren Weg in die Datenbank OMIM gefunden haben.  

Ein autosomal-dominanter Erbgang konnte für Mutationen in den Genen SNCA (PARK1), 

LRRK2 (PARK8) und VPS35 (PARK17) nachgewiesen werden. Die Identifizierung des 

Gens SNCA, welches für das Protein α-Synuclein kodiert, brachte im Jahre 1997 den ersten 

Beweis für eine erbliche Komponente in der Pathogenese des PS (Polymeropoulos et al., 

1997). α-Synuclein ist Hauptbestandteil der Lewy-Körperchen, welche als pathologisches 

Kennzeichen auch bei der idiopathischen Form des PS vorkommen (Spillantini et al., 

1997). Die Penetranz variiert in Abhängigkeit der vorliegenden Mutation im SNCA-Gen. 

Aufgrund der Korrelation des Vorliegens genomischer Duplikationen und Triplikationen 

des SNCA-Locus mit früherem Beginn und größerer Schwere der Erkrankung wird von 

einem Gen-Dosis-Effekt ausgegangen (Ross et al., 2008). Die physiologische Funktion des 

α-Synuclein ist bisher nur unzureichend verstanden. Dennoch konnte beobachtet werden, 

dass eine Überexpression von α-Synuclein eine reduzierte Neurotransmitterausschüttung  



1 Einleitung und Fragestellung 5 

 

 

Tab. 1: Loci genetischer Parkinson-Syndrome (vgl. Marras et al. 2016) 

Altes 

Symbol 
Gen 

Neues  

Symbol  
Erbgang Region Phänotyp 

PARK1 *  SNCA PARK-SNCA AD 4q21-22 
bestätigt als 

klassisches PS 

PARK2 *  Parkin PARK-Parkin AR 6q25.2-q27 
bestätigt als  

early-onset PS 

PARK3 *  n. b.  AD 2p13 unbestätigt, evtl. RF 

PARK4 *  SNCA PARK-SNCA AD 4q21-q23 
identisch zu PARK1  

(Kartierungsfehler) 

PARK5 *  UCHL1  AD 4p13 unbestätigt 

PARK6 *  PINK1 PARK-PINK1 AR 1p35-p36 
bestätigt als  

early-onset PS 

PARK7 *  DJ-1 PARK-DJ-1 AR 1p36 
bestätigt als 

early-onset PS 

PARK8 *  LRRK2 PARK-LRRK2 AD & RF 12q12 
bestätigt als 

klassisches PS 

PARK9 *  ATP13A2 PARK-ATP13A2 AR 1p36 
bestätigt als  

atypisches/komplexes PS 

PARK10 *  n. b.  RF 1p32 n. b. 

PARK11 *  GIGFY2 folgt nicht  
AD oder 

RF 
2q36-27 widerlegt 

PARK12 *  n. b.  RF Xq21-q25 n. b. 

PARK13 *  HTRA2 folgt 
AD oder 

RF 
2p12 bestätigt 

PARK14 *  PLA2G6 
NBIA/DYT/PARK-

PLA2G6 
AR 22q13.1 

bestätigt als  

atypisches/komplexes PS 

PARK15 * FBXO7 PARK-FBXO7 AR 22q12-q13 
bestätigt als  

atypisches/komplexes PS 

PARK16 * n. b.  RF 1q32 n. b. 

PARK17 * VPS35 PARK-VPS35 AD 4p16 
bestätigt als 

klassisches PS 

PARK18 * EIF4G1  AD 6p21.3 unbestätigt 

PARK19  DNAJC6 PARK-DNAJC6 AR 1p31.3 
bestätigt als 

atypisches/komplexes PS 

PARK20  SYNJ1 PARK-SYNJ1 AR 21q22.11 
bestätigt als  

atypisches/komplexes PS 

PARK21  DNAJC13  AD 3q22.1 unbestätigt 

PARK22  CHCHD2  AD 7p11.2 noch unklar 

PARK23  VPS13C  AR 15q22.2 unbestätigt 

 RAB39B  XLR Xq28 
nicht bei klassischem PS (vgl. 

Löchte et al. 2016) 

n. b.- nicht bekannt; AD - autosomal dominant; AR - autosomal rezessiv; XLR - X-chromosomal rezessiv; 

RF - Risikofaktor; * - in HGNC gelistet; vgl. http://www.genenames.org, http://www.omim.org, Marras 

et al., 2016; grau hinterlegt – in dieser Arbeit untersucht 
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und Anzahl synaptischer Vesikel zur Folge hat (Nemani et al., 2010). Darüber hinaus 

konnten SNPs im SNCA-Gen mithilfe von genomweiten Assoziationsstudien (GWAS) 

auch als Risikofaktor in sporadischen PS-Patienten identifiziert werden (Edwards et al., 

2010; Nalls et al., 2011; Trotta et al., 2012). 

Mutationen im LRRK2-Gen (PARK8) sind mit 10 % der Fälle die häufigste Ursache für ein 

familiäres (late-onset) PS (Paisan-Ruiz et al., 2008; Lesage et al., 2009). Sie treten jedoch 

auch bei 3,6 % der sporadischen (nicht-familiär) Erkrankten und bei 1,8 % der Gesunden 

auf (Lesage et al., 2006). Die Penetranz der p.Gly2019Ser Mutationen nimmt altersabhän-

gig zu und beträgt bei 79 Jahren 74 % (Hernandez et al., 2016). Erst kürzlich konnte von 

Trinh et al. gezeigt werden, dass die Variante rs2421947 im Gen DNM3 die Penetranz der 

LRRK2 Gly2019Ser-Mutation beeinflusst und als Haplotyp-Marker genutzt werden kann 

(Trinh et al., 2016). Der klinische Verlauf und das Erkrankungsalter der LRRK2-

Mutationsträger gleicht dem der idiopathischen PS-Patienten (Haugarvoll und Wszolek, 

2009). Auch wenn bereits über 100 verschiedene nonsense und missense LRRK2-Varianten 

bekannt sind, ist nur für einen Bruchteil (p.Arg1441Cys/Gly/His, p.Tyr1699Cys, 

p.Ser1761Arg, p.Ile2012Thr, p.Gly2019Ser, und p.Ile2020Thr) eine eindeutige Pathogeni-

tät nachgewiesen (Healy et al., 2008; Aasly et al., 2010; Nuytemans et al., 2010; Bardien 

et al., 2011; Lorenzo-Betancor et al., 2012). Dabei tritt die Mutation p.Gly2019Ser in 

Abhängigkeit der untersuchten Ethnie am häufigsten auf. Eine besondere Verbreitung 

findet sich unter der Bevölkerung Nordafrikas, des Nahen Ostens und den aschkenasischen 

Juden, wobei man davon ausgeht, dass die Träger dieser Mutation von einer Founder-

Population in Nordafrika abstammen (Healy et al., 2008). Auch konnte gezeigt werden, 

dass das p.Gly2019Ser mutierte Protein eine dauerhaft erhöhte Kinase-Aktivität aufweist 

(Greggio, 2012). Neben der autosomal-dominanten Vererbung wurden LRRK2-Varianten 

mittels genomweiter Assoziationsstudien auch als Risikofaktoren in asiatischen Populatio-

nen identifiziert (Wu et al., 2012). 

VPS35 (PARK17) war der erste durch NGS-Methoden entdeckte Parkinson-Locus, wobei 

Mutationen automal-dominant segregieren. Insgesamt sind VPS35-Mutationen mit etwa 

1 % der familiären und 0,2 % der sporadischen Fälle eine eher seltene Ursache für ein PS 

(Zimprich et al., 2011; Lesage et al., 2012; Nuytemans et al., 2013). Auch im Falle des 

VPS35-assoziierten PS ähnelt das klinische Bild dem idiopathischen PS mit einem mittle-

ren Erkrankungsalter von 53 Jahren. Die einzige etablierte Mutation p.Asp620Asn konnte 

bei mehreren Familien als krankheitsverursachend identifiziert werden, weist jedoch, 
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ähnlich wie LRRK2-Mutationen, eine reduzierte Penetranz auf (Kumar et al., 2012). Unter-

suchungen an von PS-Patienten gewonnenen, induzierten pluripotenten Stammzellen aus 

Fibroblasten zeigten, dass p.Asp620Asn-Mutanten einen gestörten Abbau von α-Synuclein 

aufweisen (Follett et al., 2014).  

Zu den autosomal-rezessiven Parkinson-Genen zählen Parkin (PARK2), PINK1 (PARK6), 

DJ-1 (PARK7) und deutlich seltener ATP13A2 (PARK9), PLA2G6 (PARK14) sowie 

FBXO7 (PARK15), welche für etwa 20 % der early-onset PS verantwortlich sind. Etwa die 

Hälfte der an rezessivem early-onset PS Erkrankten sind Träger von Mutationen im Par-

kin-Gen, welches als zweiter PS-Locus erstmals 1998 beschrieben (Kitada et al., 1998) 

wurde. Mittlerweile sind über 140 verschiedene exonische Mutationen bekannt, von denen 

mehr als die Hälfte größere Deletionen bzw. Duplikationen eines oder mehrerer kompletter 

Exons, 13 % kleinere Deletionen und ein Drittel Punktmutationen darstellen (Hedrich et 

al., 2001; Hedrich et al., 2004; Grunewald et al., 2010). Klinisch fallen die Patienten durch 

ein Erkrankungsalter von unter 40 Jahren, fokale Dystonien, psychiatrische Symptome und 

ein deutliches Ansprechen auf die anticholinerge sowie dopaminerge Therapie, was an die 

L-Dopa-responsive Dystonie erinnert (Khan et al., 2003; Lohmann et al., 2003), auf. Par-

kin kodiert für eine Ubiquitin-Protein-Ligase (E3-Protein), welche nach der Phosphorylie-

rung durch PINK1 die Einleitung der Phagozytose geschädigter Mitochondrien (Mitopha-

gie) vermittelt und so einer Apoptose der Zelle vorbeugt (Narendra et al., 2008; Narendra 

et al., 2010; Kane et al., 2014).  

Mutationen im Gen PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1) sind mit 3,7 % die zweithäu-

figste Ursache für ein autosomal-rezessives early-onset PS (Klein et al., 2005; Hernandez 

et al., 2016) und auch hier ähnelt das klinische Bild dem des idiopathischen PS ohne De-

menz (Ibanez et al., 2006). Funktionelle Studien konnten in Zellen mit einer Überexpri-

mierung des PINK1-Wildtyps (rescue-Intervention) im Gegensatz zu p.Gly309Asp-

Mutanten eine Mitophagie-vermittelte Verminderung der Apoptose-Rate beobachten 

(Valente et al., 2004). PINK1 akkumuliert dabei an der äußeren Membran geschädigter 

Mitochondrien und aktiviert Parkin, welches darauf die membranständigen Proteine 

ubiquitiniert und somit die Mitophagie auslöst (Pickrell und Youle, 2015). Mit dem wach-

senden Verständnis des Zusammenspiels von PINK1 und Parkin könnte der mitochondria-

le Abbauprozess ein Ansatzpunkt für mögliche therapeutische Optionen sein.  
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Sowohl homozygote, als auch compound-heterozygote Mutationen im DJ-1-Gen (PARK7) 

führen zu einem Funktionsverlust des Proteins und sind in < 1 % der Fälle ursächlich für 

ein early-onset PS (Abou-Sleiman et al., 2003; Bonifati et al., 2003; Pankratz et al., 2006). 

Die Patienten erkranken im jungen Erwachsenenalter, zeigen ein positives Ansprechen auf 

die dopaminerge Therapie und ähneln damit phänotypisch den Parkin- und PINK1-

Formen. Es bestehen bereits mehrere bekannte Assoziationen zu vermuteten PS-

Pathomechanismen. So konnte nachgewiesen werden, dass DJ-1 die den Lewy-Körperchen 

zugrundeliegende α-Synuclein Aggregation hemmt und unter oxidativem Stress als Chape-

ron aktiv ist (Shendelman et al., 2004). Auch ist bekannt, dass DJ-1 in Interaktion mit 

PINK1 die Stress-induzierte Apoptose (Tang et al., 2006) sowie den Glucose-Stoffwechsel 

und die Zellproliferation reguliert (Requejo-Aguilar et al., 2015).  

Die deutlich seltener auftretenden Mutationen im ATP13A2-Gen (ATPase type 13A2; 

PARK9) führen zum Kufor-Rakeb-Syndrom (KRS). Auffällig sind bei den jungen Patien-

ten das Auftreten von Symptomen im Sinne eines atypischen PS, wie ein vermindertes 

Ansprechen auf die dopaminerge Therapie, Dystonie und eine supranukleäre Blickparese. 

Auch konnte das Vorliegen von Eisenablagerungen in den Basalganglien nachgewiesen 

werden (Ramirez et al., 2006; Bruggemann et al., 2010). Es sind bisher mindestens elf 

Familien bekannt, in denen eine Vielzahl verschiedener missense-, nonsense- und Dele-

tionsmutationen gefunden wurden, wobei die hohe phänotypische Variabilität von der Art 

der Mutation abhängig ist (Park et al., 2015). Die Funktionen des Proteins sind vielfältig 

und mit den zuvor beschriebenen PS-Pathomechanismen assoziiert. Auch eine Überexpres-

sion von ATP13A2 hemmt die α-Synuclein Aggregation, weiterhin ist es in der mitochond-

rialen Homöostase (Grunewald et al., 2012), dem endo-lysosomalen Stoffwechsel und der 

Zellprotektion gegen metallinduzierte Toxizität beteiligt (Kong et al., 2014). 

Im Jahre 2008 wurde das FBXO7 als PS-Gen (PARK15) mittels genomweiter Kopplungs-

analysen identifiziert (Shojaee et al., 2008). Es kodiert für das Protein F-box only protein 

7, welches ebenfalls im Zusammenspiel mit PINK1 die mitochondriale Homöostase und 

Mitophagie reguliert. Als Ursache für ein autosomal-rezessives PS sind Mutationen in 

FBXO7 selten, liegen dann jedoch homozygot oder compound-heterozygot vor (Di Fonzo 

et al., 2009).  
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Abb. 1: Spektrum der PLA2G6-assoziierten Neurodegeneration (PLAN) 

 

 

Ein besonderer Schwerpunkt in dieser Arbeit liegt auf dem in Familie M als krankheitsur-

sächlich identifizierten PS-Gen PLA2G6, welches auf Chromosom 22 lokalisiert ist und für 

die Phospholipase A2 Gruppe IV kodiert. Diese ist ein wichtiger Bestandteil des Arach-

idonsäure-Stoffwechsels und reguliert weiterhin die mitochondriale Membran und intra-

zelluläre Kalziumhomöostase (Kinghorn et al., 2015). Zusammengefasst werden die sehr 

heterogenen Phänotypen unter dem Begriff der PLA2G6-assoziierten Neurodegeneration 

(PLAN, siehe Abb. 1) (Giri et al., 2016). Ursprünglich wurden Mutationen bei Patienten 

mit infantiler neuroaxonaler Dystrophie (INAD, NBIA2A) berichtet (Khateeb et al., 2006). 

Die in früher Kindheit Erkrankenden fallen durch Entwicklungsverzögerung und eine 

Gangstörung auf, später treten eine Optikus-Atrophie und eine spastische Tetraparese 

hinzu. Weitere Phänotypen sind die (atypische) neuroaxonale Dystrophie (NAD, 

NBIA2B), welche durch einen protrahierteren Verlauf mit Kleinhirnzeichen bei späterem 

Erkrankungsalter gekennzeichnet ist. Aufgrund der in MRT- und neuropathologischen 

Untersuchungen nachweisbaren Eisenablagerungen in den Basalganglien werden diese 

Formen auch zu den NBIA-Erkrankungen (neurodegeneration with brain iron accumulati-

on) gezählt. Der dritte, in Familie M vorliegende, und deutlich seltenere Phänotyp des L-

Dopa-responsiven Dystonie-Parkinsonismus (PLAN-DP) tritt mit variierender Ausprägung 

der namensgebenden Symptome auf, wobei neben Störungen der Okulomotorik, kogniti-

vem Abbau und psychiatrischen Auffälligkeiten auch Eisenablagerungen und Tau-

Pathologie beobachtet werden. Dabei kommen in den Patienten missense-, frameshift-, 

Spleißstellen- und Stopp-Mutationen sowohl homozygot, als auch compound-heterozygot 

vor (Paisan-Ruiz et al., 2009; Paisan-Ruiz et al., 2012). 

 

Krankheitsschwere 

Erkrankungsalter 

Infantile  

neuroaxonale  

Dystrophie 

(Atypische) 

neuroaxonale 

Dystrophie 

PLAN-

Dystonie-

Parkinsonismus 

PLA2G6-assoziierte Neurodegeneration 



1 Einleitung und Fragestellung 10 

 

 

1.2.3 Das Parkinson-Kandidatengen RAB39B 

Die Proteine der RAB-Familie zählen zur Gruppe der kleinen GTP-asen, welche den vesi-

kulären Transport innerhalb der Zelle sowie die α-Synuclein Homöostase regulieren 

(Wilson et al., 2014), wobei im Gehirn eine hohe Expression nachgewiesen werden konnte 

(Cheng et al., 2002). In Bezug auf die Zugehörigkeit des auf dem X-Chromosom lokali-

sierten Gens RAB39B zu den PS-Loci herrscht in der Literatur noch Unklarheit. Ein Zu-

sammenhang von Mutationen im Gen RAB39B wurde bereits für die X-chromosomal 

gekoppelte mentale Retardierung (MRX72) mit Epilepsie und Autismus nachgewiesen 

(Giannandrea et al., 2010).  

Zum Zeitpunkt des Beginns der Arbeiten stellten sich in zwei Publikationen jedoch auch 

eine Assoziation zum early-onset PS heraus. Wilson et al.  konnten in einer australischen 

Familie mit drei männlichen, von einem early-onset PS betroffenen Patienten mit kogniti-

ven Defiziten eine ca. 45-kb große Deletion nachweisen, welche zu einem kompletten 

Verlust des Genprodukts führte. Post-mortem Untersuchungen an einem der Mutationsträ-

ger zeigten die pathologischen Zeichen eines PS. In einer weiteren Familie aus Wisconsin, 

USA mit sieben erkrankten Männern, welche einen ähnlichen Phänotyp zeigten, fanden die 

Autoren die Mutation c.503C>A; p.Thr168Lys (siehe Abb. 2). In Zellkultur-Versuchen 

mittels Ausschaltung von RAB39B konnten sie eine Reduktion der α-Synuclein-Spiegel 

nachweisen (Wilson et al., 2014). Mata et al. berichteten von einer missense-Mutation 

(c.574G>A; p.Gly192Arg) in einer Familie mit sieben an einem klassischem PS erkrankten 

Individuen, von denen lediglich zwei Männer leichte kognitive Defizite aufwiesen, wobei 

eine reduzierte Penetranz in weiblichen Patienten vorlag. Funktionelle Studien zeigten eine 

veränderte Lokalisation des mutierten Proteins (Mata et al., 2015).  

 

Abb. 2: Schematische Darstellung des Gens RAB39B (Transkript ENST00000369454) mit den bereits in der 

Literatur publizierten Mutationen sowie den in dieser Arbeit gefundenen Varianten (fett gedruckt). 
1 
Wilson et al., 2014, 

2 
Mata et al., 2015, 

3 
Löchte et al., 2016 

Quelle: vgl. ENSEMBL: http://static.ensembl.org/img-tmp/2016_02_12/session_224505389/PavxTwCC.png
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1.3 Next-generation sequencing 

Die erstmalige „Entschlüsselung“ bzw. Sequenzierung des gesamten menschlichen geneti-

schen Erbgutes gelang mithilfe des Humangenomprojekts, an dem anfangs über 1000 

Forscher aus 60 Ländern beteiligt waren. Im Jahre 1990 gegründet, dauerte es bis 2003, 

kostete rund drei Milliarden US-Dollar und wurde mittels der Sanger-Sequenzierung 

durchgeführt, bei der pro Reaktion nur circa 500 von insgesamt 3 Milliarden Basen gelesen 

werden konnten. In der letzten Dekade erlaubte der technologische Fortschritt durch den 

Einsatz stark parallelisierter Sequenziertechniken eine deutliche Senkung der Kosten und 

des Zeitaufwandes. Diese unter dem Begriff des next-generation sequencing (NGS) zu-

sammengefassten, post-Sanger-Methoden erlauben eine Genom-Sequenzierung innerhalb 

von 24 Stunden für weniger als 1000 Euro (Muzzey et al., 2015). Die technische Entwick-

lung lässt NGS-Verfahren auch in der klinischen Praxis Einzug erhalten, beispielsweise bei 

der Pränataldiagnostik (Fan et al., 2012), der Tumordiagnostik (Newman et al., 2014) oder 

auch, wie im Falle der vorliegenden Arbeit, der Diagnostik seltener Erkrankungen. So 

können  de-novo Mutationen ohne Hypothese eines Kandidatengens oder auch Mutationen 

in kleineren Familien entdeckt werden (Lohmann und Klein, 2014).  

Bei der Beschreibung der Technologie wird auf das sequencing-by-synthesis bzw. Brü-

ckensynthese-Verfahren Bezug genommen, welches vom in dieser Arbeit zur Anwendung 

kommenden HiSeq2000 Sequenziergerät des Herstellers Illumina genutzt wird (Illumina, 

2016). Daneben existieren mit sequencing-by-ligation (Shendure et al., 2005), ion-

semiconductor sequencing (Rothberg et al., 2011) und pyrosequencing (Ronaghi, 2001) 

weitere Hochdurchsatz-Technologien. Für eine vergleichende Gegenüberstellung verweise 

ich auf die nachstehende Publikation (Liu et al., 2012). 

Nach erfolgter Probenvorbereitung (siehe Abschnitt 2.3.1) werden die entstandenen DNA-

Fragmente auf die Trägerplatte gegeben und binden mithilfe von Adapter-Sequenzen an 

die auf deren Oberfläche angebrachten Oligonukleotide. Zwischen diesen bilden die DNA-

Fragmente Brücken aus und werden in situ amplifiziert, wodurch sich an den einzelnen 

Bereichen der Trägerplatte cluster derselben Sequenzabschnitte bilden. Die eigentliche 

Sequenzierung erfolgt durch die Zugabe von je nach Base (A, C, T, G) unterschiedlich 

fluoreszierenden, um die Bindung konkurrierenden dNTPs und einer Polymerase. Nach 

jeder Anlagerung eines komplementären Nukleotids führt eine chemische Modifikation der 

dNTPs zu einer kurzen Unterbrechung der Kettenverlängerung und die ungebundenen 
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Nukleotide werden ausgewaschen. Mithilfe einer Hochgeschwindigkeitskamera erfolgt die 

Aufnahme des Fluoreszenzsignals, welches für jede Base eine spezifische Wellenlänge 

besitzt. In einem weiteren Reaktionsschritt wird die Blockade entfernt, das Nukleotid 

verliert seine Fluoreszenz und die Kettenverlängerung setzt sich mit der Anlagerung der 

nächsten komplementären Base fort. Auf diese Weise wird sichergestellt, dass nur eine 

Base pro Sequenzierzyklus eingebaut und nur eine einzelne Position registriert wird. Die-

ser Prozess aus Anlagerung, Aufnahme des Lichtsignals und Deblockade des dNTPs wie-

derholt sich bis zum Ende des gebundenen Sequenzabschnitts, welcher eine Länge von bis 

zu 300 bp erreichen kann. Der Komplementärstrang wird entfernt, wodurch der read kom-

plett ist und ein weiterer Zyklus erneut beginnen kann. Da die Abschnitte verschiedener 

Sequenzen in clustern räumlich voneinander getrennt sind, lässt sich aus den zeitlich ge-

trennten Kameraaufnahmen einer Koordinate auf der Trägerplatte die zugehörige Basen-

Sequenz ableiten. Die Anzahl der reads an einer Position des Genoms definiert seine depth 

bzw. coverage, das heißt Redundanz der Abdeckung desselben Sequenzabschnitts. Eine 

coverage von mehr als 25-30 reads wird als ein ausreichender Kompromiss zwischen 

Wirtschaftlichkeit und Zuverlässigkeit des Ergebnisses angesehen (Muzzey et al., 2015). 

Es werden sowohl der Vorwärts- als auch der Rückwärtsstrang sequenziert, um die spätere 

Rekonstruktion zu erleichtern (paired-end sequencing). 

Zur Rekonstruktion der Gesamtsequenz aus den Einzelsequenzen werden diese überlappt 

und mit dem Referenzgenom abgeglichen. Abweichungen von dieser Referenz werden als 

Variante registriert und im genetischen Koordinatensystem eingeordnet (variant calling). 

Sofern diese im kodierenden Bereich liegt, wird der Aminosäureaustausch benannt sowie 

das betroffene Gen und, wenn die Variante bereits in der Datenbank dbSNP 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/ ; 21.08.2016) gelistet ist, mit einer eindeuti-

gen ID versehen (variant annotation). Die Interpretation des Effektes der Variante auf das 

kodierte Protein erfolgt auch unter Berücksichtigung von Prädiktionsprogrammen, einer 

Recherche in der Literatur und Datenbanken (Lohmann und Klein, 2014).  

  



1 Einleitung und Fragestellung 13 

 

 

1.4 Vorarbeiten 

Da an einigen der Projekte bereits mittels herkömmlicher Sequenzierung-Methoden gear-

beitet wurde, konnte teilweise auf Vorarbeiten zurückgegriffen werden. Die Extraktion 

sämtlicher DNA-Proben, welche im Rahmen dieser Arbeit analysiert wurden, erfolgte im 

Vorfeld. Ebenso wurden die Exom-Sequenzierungen mittels NGS vor Beginn dieser Arbeit 

vorgenommen. Sofern vorhanden, wurde auf die durch die rekrutierenden Ärzte erhobenen 

klinischen Daten zurückgegriffen, worauf im Einzelnen bei der Vorstellung der Indexfami-

lien hingewiesen wird (siehe Abschnitt 2.1.1). Insbesondere im Falle der Indexfamilie M 

wurden im Rahmen der Dissertationsarbeit von Dr. Katja Jansen, geb. Zschiedrich im 

hiesigen Institut umfangreiche Kandidatengen-Analysen durchgeführt mit dem Ziel, das 

krankheitsverursachende Gen zu finden (Zschiedrich, 2007). Dabei erfolgte eine Haplo-

typisierung der Genorte PARK1-8 sowie eine teils auf einzelne Exons fokussierte Sequen-

zierung der Gene SNCA, Parkin, DJ-1 und LRRK2, ohne jedoch eine genetische Klärung 

zu erreichen. Des Weiteren konnte auf die durch Prof. Suzanne de la Monte (Warren Al-

pert Medical School of Brown University, Providence, USA) erstellten neuropathologi-

schen Befunde und Abbildungen der Patienten L-2491 und L-2478 zurückgegriffen wer-

den. 

1.5 Fragestellung 

Die Zielsetzung der Arbeit war die Aufklärung der genetischen Ursachen für das Vorliegen 

des PS, wobei die praktischen Arbeiten in fünf Teilprojekte aufgeteilt wurden. Dabei sah 

die Herangehensweise in vier Projekten vor, die ein PS verursachenden Mutationen unter 

Einsatz des NGS aufzuklären. In den Projekten 1 bis 3 standen dazu drei Indexfamilien mit 

Exomdaten von jeweils mindestens vier Individuen zur Verfügung. In Projekt 4 wurde auf 

die Exom-Datensätze von zwei monozygoten, jedoch für die Parkinsonerkrankung dis-

kordanten Zwillingspaaren zurückgegriffen, die auf das Vorliegen eines Mosaiks bzw. 

somatischer Mutationen überprüft wurden. Mithilfe eines systematischen Algorithmus, 

gestützt durch Literaturrecherchen, erfolgte die Filterung der erhaltenen Varianten. Diese 

Befunde galt es dabei mittels Sanger-Sequenzierung zu validieren und die Mutationen auf 

ihre Segregation innerhalb der Familien zu prüfen. Im Anschluss wurden die Kandidaten-

gene jeweils durch die Sanger-Sequenzierung einer rund 300 PS-Patienten umfassenden 

Stichprobe auf das Vorliegen einer erhöhten Mutationslast hin untersucht, um Rückschlüs-
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se auf die sporadische Form des PS gewinnen zu können. Im Zentrum des fünften Projekts 

stand die Validierung des neuen PS-Gens RAB39B, gestützt durch eine Literaturrecherche.  

1.5.1 Projekt 1 (Familie M) 

Welche Mutation liegt dem PS bei Familie M zugrunde? Zur Analyse standen Exomdaten 

von vier Familienmitgliedern zur Verfügung. Zusätzlich lagen DNA-Proben von insgesamt 

fünf Familienangehörigen vor. 

1.5.2 Projekt 2 (Familie B) 

Welche (heterozygote) Mutation liegt dem PS bei Familie B zugrunde? Es standen 

Exomdaten von drei Familienmitgliedern zur Analyse zur Verfügung. Zudem lagen DNA-

Proben von insgesamt sechs Familienangehörigen vor.  

1.5.3 Projekt 3 (Familie G) 

Welche heterozygote Mutation liegt der Tremor-Erkrankung bei Familie G zugrunde? Zur 

Analyse standen Exomdaten von vier Familienmitgliedern sowie DNA-Proben von insge-

samt vierzehn Familienangehörigen zur Verfügung.  

1.5.4 Projekt 4 (Diskordante Zwillinge) 

Die Klärung der genetischen Ursache des PS in zwei monozygoten Zwillingspaaren, in 

denen jeweils ein Zwilling erkrankt ist, sollte mithilfe der vorliegenden Exomdaten sowie 

der Validierung der erhaltenen Daten durch Sanger-Sequenzierung erfolgen. Die Hypothe-

se des Vorliegens einer Diskordanz infolge somatischer Mutationen sollte somit überprüft 

werden. 

1.5.5 Projekt 5 (Screening-Studie) 

Welche Häufigkeit haben Mutationen im neuen PS-Gens RAB39B bei PS-Patienten? Zur 

Validierung aktuell publizierter NGS-Befunde standen für eine Screening-Untersuchung 

DNA-Proben von rund 650 PS- und 100 XDP-Patienten (X-chromosmal gekoppelter Dys-

tonie-Parkinsonismus) des hiesigen Kollektivs zur Verfügung.  
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2 Patienten, Material und Methoden 

2.1 Patienten 

Für die genetischen Untersuchungen, welche im Rahmen dieser Arbeit vorgenommen 

wurden, stand Probenmaterial von vier Familien zur Verfügung. Darüber hinaus erfolgte 

die Analyse von DNA-Proben aus Stichproben von Patienten mit Parkinson-Syndrom (PS) 

und X-chromosomal vererbtem Dystonie-Parkinsonismus (XDP, Lubag-Syndrom) sowie 

einer Kohorte mit gesunden Kontrollprobanden. Die Studie wurde durch die Ethikkommis-

sion der Universität zu Lübeck (Referenznummer: 04-155, 11-021) genehmigt. Alle Teil-

nehmer gaben ihr schriftliches Einverständnis. 

2.1.1 Indexfamilien 

 Projekt 1: Familie M 

Diese Familie wird von Herrn Dr. Joseph H. Friedman (Warren Alpert Medical School of 

Brown University, Providence, USA) betreut und wurde insbesondere im Hinblick auf die 

klinischen Daten erstmals vor 16 Jahren publiziert (Tabamo et al., 2000). Sie besteht aus 

einem gesunden Elternpaar (L-2477 und L-2480) mit vier Töchtern, von denen drei an 

einem PS erkrankten (vgl. Abb. 3). Die Herkunft ist väterlicherseits portugiesisch (Azoren) 

und mütterlicherseits französisch-kanadisch, sodass eine konsanguine Verwandtschaft 

äußert unwahrscheinlich ist. Die zwei ältesten Geschwister erkrankten beide bereits im 

Alter von 21 Jahren und verstarben mit 26 Jahren an einer Pneumonie (L-2491) bzw. nach 

längerem Krankheitsverlauf mit 52 Jahren (L-2478). Einen späteren Erkrankungsbeginn 

hatte die jüngste betroffene Tochter (L-2479) mit 41 Jahren.  

Die motorische Symptomatik zeigte sich bei allen Betroffenen asymmetrisch. Bei beiden 

älteren Geschwistern war nur in den ersten 12 (L-2491) bzw. 36 (L-2478) Monaten der 

Erkrankung ein gutes Ansprechen auf die orale L-Dopa-Therapie zu verzeichnen. Der 

weitere Verlauf war durch das Auftreten von schwer zu beherrschenden motorischen Fluk-

tuationen, teils auch schmerzhaften Dystonien und Dyskinesien gekennzeichnet. Im Falle 

der zweitältesten Schwester (L-2478) brachten die Versorgung mit einer intraduodenalen 

L-Dopa-Sonde sowie eine rechtsseitige Pallidotomie nur vorrübergehende Besserung. 

Neben einer leichten Demenz traten Halluzinationen und psychotische Symptome beson-
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ders bei der jüngsten Schwester hinzu und waren aufgrund einer Unverträglichkeit von 

Clozapin nur begrenzt kontrollierbar. Bemerkenswerterweise trat bei der ältesten Schwes-

ter (L-2491) unter der intravenösen Gabe von Eisensulfat zur Behandlung einer Eisen-

mangelanämie eine deutliche Verschlechterung der Symptome auf, welche durch Abbruch 

der Therapie wieder rückläufig war. Weitere klinische Angaben sind der Tabelle 2 zu 

entnehmen. 

Tab. 2: Klinische Angaben der Familienmitglieder 

Code Geschlecht 
Geburts-

jahr 

Erkrankungs-

alter (Jahre) 

Erkrankungs-

dauer (Jahre) 
Symptomatik 

L-2480 m 1937 - - gesund 

L-2477 w 1941 - - gesund 

L-2491 w 1954 21 
5, 

verst. 1980 

PS mit Tremor, Rigidität, 

Bradykinese und Dystonie 

L-2478 w 1962 21 
30, 

verst. 2014 

PS mit Tremor, Rigidität, 

Bradykinese und Dystonie 

L-2479 w 1964 41 
12,  

lebt (2016) 

Hypokinetisch-rigides PS, 

leichte Demenz, psychot. 

Symptome 

w - weiblich; m - männlich; verst. - verstorben; PS - Parkinson-Syndrom 

 

 

 

Abb. 3: Stammbaum der Indexfamilie M; Quadrate symbolisieren männliche, Kreise weibliche Familienan-

gehörige. Ein Schrägstrich zeigt verstorbene Personen an. Nicht erkrankte Familienmitglieder sind weiß, 

erkrankte schwarz gekennzeichnet. Die römischen Zahlen (I-II) zeigen die Generation an, arabische Zahlen 

(1-4) die einzelnen Individuen innerhalb dieser. Nicht vorhandene Angaben sind mit n. v. vermerkt. Ein Stern 

(*) markiert Personen, bei denen ein next-generation sequencing durchgeführt wurde. 
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 Projekt 2: Familie B 

Die Familie B ist deutscher Herkunft und wurde im Jahre 2004 von Prof. Meike Kasten 

(UKSH, Campus Lübeck) aufgrund des Auftretens der Parkinsonerkrankung bei einem 

männlichen Zwillingspaar und einer älteren Schwester untersucht und rekrutiert. Im weite-

ren Verlauf der Betreuung erfolgten genetische und bildgebende Untersuchungen bei 

einzelnen Familienmitgliedern sowie im Falle des Zwillingsbruders L-1960 die Implantati-

on einer tiefen Hirnstimulation. Die Symptomatik des PS war bei allen Erkrankten typisch 

mit asymmetrischer Verteilung von Tremor, Rigor, Bradykinesie und Hypomimie. Im 

Verlauf traten eine Gangstörung und posturale Instabilität hinzu, was bei den Erkrankten 

L-1959 und L-1962 etwa zwei Jahre und bei den Zwillingen (L-1960 und L-1961) sieben 

bis zehn Jahre nach Auftreten der ersten Krankheitszeichen der Fall war. Der Zwillings-

bruder L-1960 berichtete darüber hinaus vom phasenweisen Auftreten depressiver Reak-

tionen schon vor Beginn der motorischen Symptome. 

Eine Exom-Sequenzierung wurde für den Zwilling L-1960, die betroffene Schwester 

(L-1962) sowie die erkrankte Tante väterlicherseits (L-1959) durchgeführt. Die Annotation 

der Exomdaten erfolgte durch Dr. rer. nat. Ingrid Brænne (Institut für Integrative und 

Experimentelle Genomik, Universität zu Lübeck). 

 

Tab. 3: Klinische Daten der Familie B. 

Code Geschlecht 
Geburts-

jahr 

Erkrankungs-

alter 
Symptomatik weiteres 

L-1958 w 1957 - gesund Ehefrau von L-1960 

L-1959 w 1926 75 J. typisches PS - 

L-1960 m 1953 36 J. typisches PS 
THS, depressive 

Episode, M. Crohn 

L-1961 m 1953 38 J. typisches PS - 

L-1962 w 1947 54 J. typisches PS - 

L-1963 w 1941 - gesund - 

w - weiblich; m - männlich; J - Jahre; PS - Parkinson-Syndrom; THS - tiefe Hirnstimulation 
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Abb. 4: Stammbaum der Indexfamilie B.  Quadrate symbolisieren männliche, Kreise weibliche Familienan-

gehörige. Ein Schrägstrich zeigt verstorbene Personen an. Nicht erkrankte Familienmitglieder sind weiß. 

erkrankte schwarz gekennzeichnet. Ein Stern (*) symbolisiert ein erfolgtes next-generation sequencing. 

 

Projekt 3: Familie G 

Diese Familie mit einem über vier Generationen vermehrt auftretenden Tremor wurde im 

Jahre 1999 von Prof. Dr. med. Johann Hagenah (damals Universitätsklinikum Lübeck) 

untersucht. Bei einem Teil der Familienmitglieder erfolgte die DNA-Extraktion aus Voll-

blut (siehe Abb. 5 und Tab. 4). Neben diesen Proben standen für die Analysen auch die 

bereits im Vorfeld erhobenen Exomdaten zu vier Familienmitgliedern zur Verfügung 

(L-8324, L-8327, L-8329 und L-8333). Bei den betroffenen Familienmitgliedern stand ein 

(Halte-) Tremor der Hände im Vordergrund. Weiterhin ließen sich ein „Nein“-Kopftremor 

(L-3825, L-8329 und L-8333), ein Schreibtremor (L-8325 und L-8332) sowie ein Aktions-

tremor (L-8326 und L-8333) beobachten. Bemerkenswert war bei L-8325 eine auf einen 

Essentiellen Tremor hinweisende Alkoholresponsivität, welche von den übrigen Betroffe-

nen jedoch nicht berichtet wurde. Auf einen dystonen Tremor deutet bei L-8329 das Auf-

treten eines Torticollis mit spasmodischer Dysphonie hin. Zusammenfassend ist bei Fami-

lie G von heterogenen Tremorursachen auszugehen. 
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Tab. 4: Übersicht über die Familienmitglieder der Familie G 

Code Geschl. Geburtsjahr 
Erkrankungs-

alter 
Tremor 

weitere  

Symptome 

L-759 m 1929 - - - 

L-8323 w 1978 - - - 

L-8324 m 1977 n. b. feinschlägiger Haltetremor - 

L-8325 m 1943 Jugend 

feinschlägiger „Nein“- 

Kopftremor, Stimmtremor, 

Schreibtremor,  

Nach Alkohol-

konsum deutliche 

Besserung 

L-8326 w 1918 n. b. 
Aktionstremor der rechten 

Hand, intermittierend 
- 

L-8327 w 1953 n. b. feinschlägiger Haltetremor kein typischer ET 

L-8328 m 1980 - - - 

L-8329 w 1954 40 J. 

feinschlägiger Haltetremor 

der Hände, „Nein“-

Kopftremor 

Torticollis nach 

rechts, spasmo-

dische Dysphonie 

L-8330 m 1977 4 J. 
fraglich feinschlägiger 

Haltetremor der Hände 

V.a. Rolando-

Epilepsie 

L-8331 w 1975 6 J.  Migräne 

L-8332 m 1929 40 J. 
Haltetremor der Hände, 

Schreibtremor 
- 

L-8333 w 1907 40 J. 

Halte- und Aktionstremor 

der Hände, „Nein“-

Kopftremor 

- 

L-8334 w 1951 - - - 

L-8335 w 1929 - - - 

Geschl. - Geschlecht; w - weiblich; m. - männlich; J. - Jahre; n. b. - nicht bekannt; ET - Essentieller Tremor 
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Abb. 5: Stammbaum der Indexfamilie G. Quadrate symbolisieren männliche, Kreise weibliche Familienan-

gehörige. Nicht erkrankte Familienmitglieder sind weiß und erkrankte Familienmitglieder schwarz, ein 

unklarer Erkrankungsstatus ist durch ein Fragezeichen gekennzeichnet. Ein Stern (*) zeigt ein erfolgtes NGS 

an. 

 Projekt 4: Zwillingsstudie 

Im Rahmen der Zwillingsstudie bot sich die (sehr seltene) Möglichkeit, an zwei monozy-

goten (eineiigen) Zwillingspaaren, von denen jeweils ein Zwilling an einem PS erkrankt 

ist, genetische Studien durchzuführen. Insbesondere das Aufspüren von somatischen bzw. 

Mosaik-Mutationen wurde durch die unmittelbar verfügbare genetische Kontrolle des 

gesunden Zwillings ermöglicht. Dazu wurden die Exome aller vier Individuen sequenziert. 

Die verfügbaren klinischen Daten sind in Tabelle 5 aufgeführt. 

 

Tab. 5: Klinische Daten zu Zwillingspaaren 

Code Geschl. Ethnie Geburtsjahr Status Erkrankungsalter 

L-2893 w kaukasisch 1963 erkrankt n. b. 

L-2894 w kaukasisch 1963 gesund gesund 

L-3856 w kaukasisch 1927 erkrankt 61 Jahre 

L-3857 w kaukasisch 1927 gesund gesund 

Geschl. - Geschlecht; n. b. - nicht bekannt  
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2.1.2 Patienten- und Kontrollgruppen 

 Populations-Kontrollen 

Die Überprüfung der Häufigkeit der gefundenen Varianten innerhalb einer gesunden, 

norddeutschen Kontrollpopulation wurde für die Projekte 1 und 5 durchgeführt. Dazu 

standen 186 DNA-Proben aus der Kohorte der EPIPARK-Studie Lübeck (Kasten et al., 

2013) zur Verfügung. Davon waren 97 (52,2 %) Männer und 89 Frauen (47,8 %). Der 

Altersdurchschnitt bei Einschluss in die Kohorte im Jahre 2010 lag bei 67,5 ± 5,8 Jahren. 

Alle Individuen dieser Gruppe waren zuvor neurologisch untersucht worden. 

 Parkinson-Syndrom-Patienten 

Die Stichprobe der Screening-Studie (Projekt 5) enthielt 552 am Parkinson-Syndrom er-

krankte Patienten, von denen 330 männlich und 222 weiblich waren. Der überwiegende 

Anteil, neben acht philippinischen Patienten, war deutscher Herkunft. Das durchschnittli-

che Erkrankungsalter (bekannt bei 365 Patienten) lag bei 50,9 ± 15,3 Jahren. Bei 22,2 % 

der Patienten (bekannt bei 357 Patienten) wurde eine positive Familienanamnese für Ver-

wandte ersten und zweiten Grades angegeben, wobei es keine Hinweise auf einen X-

chromosomal gekoppelten Erbgang gab.  

Zur Validierung der Kandidatenvarianten in Projekt 2 wurde eine Stichprobe aus 277 PS-

Patienten untersucht, von denen 164 männlich und 108 weiblich waren. Das durchschnitt-

liche Erkrankungsalter betrug 48,8 ± 22,3 Jahre. In Projekt 3 wurden 281 DNA-Proben 

Sanger-sequenziert, von denen 166 von männlichen und 110 von weiblichen PS-Patienten 

stammten. Bei fünf Proben fehlten Angaben bezüglich des Geschlechts, das durchschnittli-

che Erkrankungsalter betrug hierbei 48,8 ± 22,4 Jahre.  

 XDP-Patienten 

Weiterhin wurden 99 Proben philippinischer XDP-Patienten mit untersucht, wobei 91 

Patienten den XDP-Haplotyp trugen (Domingo et al., 2015). Die Patienten werden unter 

anderem von der XDP Study Group (Philippine Children's Medical Center, Quezon City, 

Philippinen) betreut. Der X-chromosomal gekoppelte Vererbungsgang dieser Erkrankung 

ist dafür verantwortlich, dass die Stichprobe fast ausschließlich aus Männern (96 Männer, 

3 Frauen) zusammengesetzt war. Das mittlere Alter lag im Jahre 2016 bei 51,5 ± 12,8 

Jahren, das durchschnittliche Erkrankungsalter betrug 42,4 ± 9,0 Jahre.  
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2.2 Material 

Die während der Laboranalysen verwendeten Reagenzien, Kits und Geräte sowie die wäh-

rend der Auswertung genutzte Software werden in den folgenden Tabellen aufgeführt.  

2.2.1 Chemikalien 

Substanz Hersteller 

5X Sequencing Buffer Applied Biosystems 

Agarose Biozym 

Betaine [5 M] Sigma-Aldrich 

Bromphenolblau Serva 

Desoxynukleosid-Triphosphat (dNTP) Mix [10 nM] MP 

Dimethylsulfoxid (DMSO) [99,9 %] Sigma-Aldrich 

Ethanol [96 %] Merck 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Sigma-Aldrich 

Exonuclease I [20U/µl] Thermo Scientific 

FastAP Thermosensitive Alkaline Phosphatase [1 U/µl] Thermo Scientific 

Hi-Di Formamid Applied Biosystems 

HPLC grade H2O J. T. Baker 

Low DNA Mass Ladder  Invitrogen 

Midori Green advance DNA stain Nippon Genetics 

Molekulargewichtstandard [100 bp] New England Bio Labs 

Natrium-Acetat (NaAc) [3 M] Merck 

Oligonukleotide / Primer [10 µM] Eurofins MWG Synthesis GmbH 

Q5 High-Fidelity DNA Polymerase New England Bio Labs 

Taq-DNA-Polymerase [5 U/µl] und Puffer MP 

2.2.2 Kits  

Bezeichnung Hersteller 

Big Dye® Terminator v3.1 Sequencing Kit Applied Biosystems 

GC-Rich PCR System, dNTPack Roche 

Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Scientific 

QIAamp RNA Blood Mini Kit Qiagen 

QIAquick Gel Extraction Kit 250 Qiagen 

QIAquick PCR Purification Kit (250) Qiagen 
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2.2.3 Lösungen 

Substanz Zusammensetzung 

Agarose-Gel [300 ml] 

300 ml 1-fach TBE-Puffer 

4,5 g Agarose 

20µl Midori Green 

Formamid-Farbstoff 

47,5 ml Formamid 

2 ml 0,5 M EDTA (pH 8) 

0,01 g Bromphenolblau  

TBE-Puffer [10-fach] 

890 mM TRIS 

890 mM Borsäure 

20 mM EDTA 

ExoFast [150 µl] 
50 µl Exonuclease I [20U/µl] 

100 µl FastAP [1 U/µl] 

2.2.4 Geräte 

Gerätename Hersteller 

Centrifuge Biofuge Pico Heraeus 

Centrifuge 5804 Eppendorf 

Dark Hood DH 50 Biostep 

Genetic Analyzer ABI 3130XL und 3500XL Applied Biosystems 

Pipetten Eppendorf 

Thermocycler Flex Cycler Analytik Jena 

Thermocycler Master Cycler Pro Eppendorf 

Thermocycler MJ Mini BIO-RAD 

Thermocycler PTC-100 und PTC-200 Biozym 

UV Kamera BioDoc Analyse 
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2.2.5 Software 

Bezeichnung (URL) Funktion Hersteller/Urheber 

ExAC Browser 

(http://exac.broadinstitute.org/) 

Datenbank für genetische 

Varianten 

Exome Aggregation 

Consortium 

Fruitfly Splice Site Prediction 

(http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html) 

Analyse von Spleißstellen-

mutationen 

BDGP Genome  

Informatics  

Gene Runner v5.1 Sequenzdarstellung 
Frank Buquicchio/ 

Helio Genetics 

ENSEMBL  

(http://www.ensembl.org/index.html) 
Genom Browser EMBI-EBI & WTSI 

Mutation Surveyor v3.30  Sequenzanalyse Soft Genetics 

Oligo Explorer v1.1.0 Primerdesign Gene Link 

SNPCheck  

https://secure.ngrl.org.uk/SNPCheck/snpcheck.htm) 

Prüfung der Primer auf das 

Vorliegen von SNPs 
NGRL Manchester 

UCSC In-silico PCR 

(http://rohsdb.cmb.usc.edu/GBshape/cgi-bin/hgPcr) 
In-silico PCR 

Jim Kent, University of 

California 

UCSC LiftOver  

(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgLiftOver) 

Konversion der geneti-

schen Koordinatensysteme 

Jim Kent, University of 

California 

PolyPhen-2: Polymorphism Phenotyping v2 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/)  
Prädiktionsprogramm (Adzhubei et al., 2010) 

SIFT: Sorting Tolerant From Intolerant 

(http://sift.jcvi.org) 
Prädiktionsprogramm (Kumar et al., 2009) 

CADD: Combined Annotation Dependent Depletion 

(http://cadd.gs.washington.edu/) 
Prädiktionsprogramm (Kircher et al., 2014) 

MutationTaster2  

(http://www.mutationtaster.org/) 
Prädiktionsprogramm (Schwarz et al., 2014) 

Stand der URL vom 10.10.2016 

 

Zur Abschätzung der Wahrscheinlichkeit eines proteinverändernden Effektes der Varianten 

bzw. Mutationen wurden die oben aufgeführten in-silico Analysewerkzeuge genutzt, wel-

che online frei verfügbar sind. Insbesondere der CADD Score (siehe unten) gewinnt an 

Bedeutung und wurde daher favorisiert. Dieser bildet einen Meta-Score aus SIFT, Poly-

Phen und 60 weiteren Parametern und erstellt ein Ranking aller bekannten Varianten und 

ordnet diese nach ihrer wahrscheinlichen Pathogenität. Ein Wert (C-Score) von 20, bedeu-

tet, dass die Variante genomweit zu den pathogensten 1 % zählt, ein Wert von 30 entspre-

chend 0,1 %. Im Rahmen dieser Arbeit wurde für eine wahrscheinlich pathogene Variante 

ein Grenzwert von 15 Punkten angenommen (Kircher, 2014 ). 
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2.3 Methoden 

2.3.1 Probenvorbereitung für das NGS 

Wie bereits eingangs erwähnt, wurden die Aufbereitung der DNA sowie die Exom-

Sequenzierungen im Vorfeld und daher nicht selbst durchgeführt. Um ein vollständiges 

Bild des Arbeitsablaufs zu geben, werden diese Schritte dennoch im Folgenden dargestellt.  

Ausgangspunkt ist die extrahierte und aufgereinigte 

genomische DNA. Da im Falle dieser Arbeit die Se-

quenzierung auf den kodierenden Anteil des Genoms, 

das Exom, begrenzt werden sollte, kam zur Anreiche-

rung exonischer Abschnitte das Nextera Rapid Capture 

Exome (37 Mb) Kit des Herstellers Illumina zur An-

wendung. Den Herstellerangaben entsprechend werden 

214.405 kodierende Exons erfasst, was 97,8 % des in 

der Datenbank ENSEMBL aufgeführten Exoms ent-

spricht. Die benötigten Reagenzien sind im Kit enthal-

ten. Der Reaktionsablauf besteht aus einer Reihe von 

Schritten, deren Funktionsweise im Folgenden erläutert 

wird (siehe Abb. 6). Für detailliertere Informationen sei 

auf das verwendete dem Kit beiliegende Herstellerpro-

tokoll verwiesen. 

Im ersten Schritt (tagmentation), wird die genomische 

DNA mithilfe von speziellen, Doppelstrang-trennenden 

Enzymen (Transposomen) in circa 300 bp lange Frag-

mente geteilt und die Enden dabei mit einer Primer-, 

einem Index und einer Adapter-Sequenz versehen, 

welche eine Bindung mit auf der Oberfläche der Trä-

gerplatte angebrachten Oligonukleotiden ermöglicht. 

Die so gebundenen DNA-Fragmente bilden bei der 

später erfolgenden Sequenzierung Brücken aus und 

werden in-situ amplifiziert, wodurch sich an den einzel-

nen Bereichen der Trägerplatte cluster derselben Se-Abb. 2: Probenvorbereitung 

für das NGS 
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quenzabschnitte bilden. Die Verwendung von Indices erlaubt bei der parallelen Sequenzie-

rung verschiedener Patientenproben die nachträgliche Zuordnung. Mittels PCR werden die 

so modifizierten DNA-Fragmente (library) amplifiziert. Bei 98°C werden die Doppel-

stränge in Einzelstränge denaturiert. Die Exom-Anreicherung gelingt durch die Zugabe 

von Biotin-gekoppelten Sonden, welche spezifisch an die exonischen Ziel-Sequenzen 

binden (Hybridisierung). Streptavidin-tragende, magnetische Beads binden an die Sonden 

und ermöglichen mithilfe eines Magnetfeldes die Extraktion der exonischen DNA-

Fragmente (capture). Im nächsten Schritt werden die Beads ausgewaschen und das cap-

ture-Verfahren wird ein zweites Mal wiederholt. Danach sind die Fragmente bereit für die 

Sequenzierung. 

2.3.2 Mutationsanalyse bei der Exom-Sequenzierung 

Die bei der Anwendung moderner NGS-Verfahren gewonnenen Daten ermöglichen eine 

neue Herangehensweise bei der Diagnostik und Erforschung von Erbkrankheiten. Gleich-

zeitig erfordert die große Menge an detektierten Varianten einen systematischen Algorith-

mus, um die tatsächlich relevanten Funde herauszufiltern. Das vom Autor dieser Arbeit 

verwendete Vorgehen zur Eingrenzung und Untersuchung der Kandidatenvarianten wird 

im Folgenden dargestellt (siehe Abb. 7). 

Zunächst erfolgte die Filterung der Rohdaten, welche durch das NGS gewonnen wurden. 

Dabei wurde entsprechend folgender Bedingungen gefiltert: 

1) Nur Varianten, welche in Exons oder Spleißregionen liegen, wurden berücksichtigt, 

da diese mit hoher Wahrscheinlichkeit zu Proteinveränderungen führen.  

2) Synonyme, also nicht zum Aminosäureaustausch führende, Varianten wurden her-

ausgefiltert. 

3) Da es sich bei den (mono-) genetischen PS um sehr seltene Erkrankungen handelt, 

sollte die Allelfrequenz der Variante in der Datenbank ExAC unter 1 % liegen. 

4) Die Variante sollte bei allen sequenzierten Erkrankten Familie vorkommen (in der 

Regel jedoch nicht bei den Gesunden). 

Die verbleibenden Kandidatenvarianten bzw. ihre Gene wurden in den Datenbanken Pub-

Med und OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) nachgeschlagen, um nähere In-
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formationen zur Genfunktion und Krankheitsassoziation zu erhalten und so eine Rangfolge 

der zu untersuchenden Varianten zu erstellen.  

Anschließend wurden die Kandidatenvarianten mittels Sanger-Sequenzierung validiert, um 

falsch-positive Funde auszuschließen und durch Einbeziehung weiterer Familienangehöri-

ger die Segregation der Variante untersucht. Die Verifizierung in einer Kontrollpopulation 

(EPIPARK-Kohorte) durch Sanger-Sequenzierung des betreffenden Sequenzabschnitts 

diente der Frequenzanalyse bei Gesunden. Zuletzt wurden DNA-Proben einer Stichprobe 

von etwa 300 an PS erkrankten Patienten auf die Trägerschaft der Variante hin analysiert. 

 

Abb. 7: Algorithmus zur Mutationsanalyse bei Exom-Sequenzierung 
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2.3.3 Primerdesign 

Zur Vervielfältigung ausgewählter DNA-Sequenz-Abschnitte werden ein Vorwärts- (F-) 

und ein Rückwärts- (R)-Primer benötigt, welche komplementär zu beiden Seiten der Vari-

ante an die Doppelstränge binden. Aus der Sequenzdatenbank des ENSEMBL Genom-

browsers wird die Zielregion sowie die flankierende Sequenz (plus/minus 300 bp) kopiert 

und mithilfe der Software Oligo Explorer ein passendes Primerpaar (F- und R-Primer) 

erstellt. Dabei sind bestimmte Kriterien für ein optimales Ergebnis zu beachten: Die Länge 

eines Primers sollte zwischen 18- und 24 bp betragen. Die Annealingtemperatur sollte im 

Bereich von 55 °C und 65 °C liegen und sich innerhalb des Primerpaares nicht um mehr 

als 1 °C unterscheiden. Zudem sollten die Primer untereinander möglichst wenige Wasser-

stoffbrückenbindungen ausbilden, insbesondere nicht am 3‘-Ende des Primers. Für eine 

optimale Bindung sollten sich am Ende die Basen Guanin oder Cytosin befinden und die 

Bindungsstelle sollte mindestens 70 bp vor der zu untersuchenden Region liegen. 

Mithilfe der online verfügbaren Software SNPCheck wurde zusätzlich überprüft, dass 

keine bekannten SNPs (single nucleotide polymorphisms) im Bereich der Bindungssequenz 

des ausgewählten Primerpaares liegen. Ein Probelauf in-silico, also im Computer, erfolgte 

in der ebenfalls online ausführbaren Software UCSC In-silico PCR. Die Synthese der 

Primer wurde bei der Firma Eurofins MWG Synthesis GmbH in Auftrag gegeben. 

2.3.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Sequenzierung eines Genabschnittes erfordert zuvor die spezifische Vervielfältigung, 

um eine ausreichende Menge des Untersuchungsmaterials zu erhalten. Durch die Auswahl 

des Primerpaares wird dieser Bereich innerhalb des Genoms eindeutig definiert. Die PCR 

erfolgt in mehreren sich wiederholenden Zyklen, welche sich in drei Phasen unterteilen. 

1) Denaturierung: Durch Erhitzung des Reaktionsgemisches auf 95 °C werden die 

Wasserstoffbrückenbindungen des DNA-Doppelstranges und der Primer unter-

einander getrennt, sodass nur noch Einzelstränge vorliegen. 

2) Anlagerung der Primer: Die Absenkung auf eine für das Primerpaar individuell zu 

bestimmende, optimale Temperatur (55–72 °C) ermöglicht die Anlagerung der 

Primer an die DNA-Einzelstränge. 
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3) Elongation: Eine Erhöhung der Temperatur auf 72 °C erzeugt ideale Reaktionsbe-

dingungen für die Synthese des komplementären Stranges durch die hitzestabile 

taq-DNA-Polymerase. Dabei werden die sich im Reaktionsgemisch befindlichen 

Desoxyribonukleotide dATP, dCTP, dGTP und dTTP im Anschluss an den Primer 

in 5‘–3‘-Richtung an den als Matrize dienenden DNA-Einzelstrang angelagert. 

Tab. 6: Reaktionsansatz der Standard-PCR 

Substanz Konzentration Konzentration im 

Ansatz 

Volumen [µl] 

HPLC H2O  – – 4,23 

dNTPs 1 mM 0,2 mM 3,0 

taq-Puffer 10-fach 1-fach 1,5 

F-Primer 10 µM 0,4 µM 0,6 

R-Primer 10 µM 0,4 µM 0,6 

Taq-Polymerase 5 U/µl 0,023 U/µl 0,07 

DNA 10 ng/µl 3,3 ng/µl 5,0 

Gesamtansatz   15,0 

 

Standard-PCR Programm: 

 Temperatur [°C] Dauer Funktion 

 95 °C 5 min initiale Denaturierung 

 95 °C 30 sec Denaturierung 

    35 Zyklen 55 °C–72 °C 30 sec Annealing (abhängig vom Primer) 

 72 °C 45 sec Elongation  

 72 °C 10 min terminale Elongation 

 4 °C unendlich Endtemperatur 

2.3.5 Agarose-Gelelektrophorese 

Mithilfe der Agarose Gelelektrophorese lassen sich die amplifizierten PCR-Produkte durch 

Anlegen einer Spannung abhängig von ihrer Länge auftrennen. Die negativ geladene DNA 

wandert entlang des elektrischen Feldes in Richtung der Kathode, wobei sich kürzere PCR-

Produkte schneller im Gel bewegen als längere. Produkte gleicher Länge sammeln sich so 

in einer Bande. Somit lassen sich u. a. der Erfolg der PCR und die Spezifität der Primer-

bindung beurteilen. Als Interkalator bindet der im Gel enthaltene Farbstoff Midori Green 
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an die DNA-Doppelstränge. Unter UV-Bestrahlung fluoresziert dieser und lässt die Ban-

den sichtbar werden, welche mithilfe einer Kamera aufgenommen werden.  

1) Suspendieren von 4,5 g Agarose mit 300 ml 1-fach TBE-Puffer (1,5 %) 

2) Aufkochen der Gelsuspension und Zugabe von 15 µl Midori Green 

3) Gießen des Gels in eine mit Kämmen bestückte Gelkammer und Entnahme der 

Kämme nach Erkalten des Gels 

4) Einlegen des Gels in eine mit 1-fach TBE-Puffer befüllte Elektrophoresekammer 

5) Versetzen von 3µl des PCR-Produkts mit 3 µl Formamid-haltigen Farbstoff 

6) Pipettieren der Proben sowie 4 µl eines Längenstandards (100-bp-Leiter) in die 

Geltaschen  

7) Elektrophorese bei 120 V für 20-25 min. 

Zur Optimierung der PCR bei fehlendem Produkt oder dem Vorliegen von Doppelbanden, 

d. h. unspezifischer Produkte, wurde folgendem Algorithmus entsprechend vorgegangen 

(siehe Abb. 8). Die verwendeten Primer und ihre jeweiligen Reaktionsbedingungen sind 

dem Anhang Abschnitt A zu entnehmen. 

 

Tab. 7: Reaktionsansatz der optimierten PCR 

Substanz Konzentration 
Konzentration im 

Ansatz 
Volumen [µl] 

HPLC H2O  – – 3,73 

dNTPs 1 mM 0,2 mM 3,0 

taq-Puffer 10-fach 1-fach 1,5 

F-Primer 10 µM 0,4 µM 0,6 

R-Primer 10 µM 0,4 µM 0,6 

Taq-Polymerase 5 U/µl 0,023 U/µl 0,07 

Betaine bzw. DMSO  5 M bzw. 99.9 % 0,17 M bzw. 3,3 % 0,5 

DNA 10 ng/µl 3,3 ng/µl 5,0 

Gesamtansatz   15,0 
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Abb. 8: Algorithmus zur Optimierung der PCR 

2.3.6 Sanger-Sequenzierung im ABI3130XL/3500XL-System 

Das von Sanger etablierte Kettenabbruchverfahren (Sanger et al., 1977) kam zur Sequen-

zierung der amplifizierten DNA-Abschnitte zum Einsatz. Das in Abschnitt 2.3.4 erzeugte 

PCR-Produkt (12 µl verbleibend) wurde zur Aufreinigung mit 1,5 µl ExoFast-Lösung 

versetzt und mit dem ABI37-Programm eines Thermocyclers aktiviert. Hierbei verdaut der 

Exonuclease I-Anteil endständige Einzelstrang-DNA-Reste und der Fast Alkaline Phos-

phatase-Anteil ungebundene dNTPs in der Lösung. 

ABI37-Programm: 

Temperatur [°C] Dauer Funktion 

37 15 min Inkubation 

85 15 min Inaktivierung 

4 unendlich Endtemperatur 

 

Im folgenden Schritt wurde die amplifizierte und aufgereinigte DNA in der Sequenz-PCR 

mittels des Kettenabbruchverfahrens für die eigentliche Sequenzierung vorbereitet. Hierzu 

wurde das unten aufgeführte ABISEQ-Programm genutzt. Im Reaktionsansatz befindet 

sich dazu ein Terminatormix, welcher neben der taq-Polymerase, dem jeweiligen F- bzw. 

R-Primer sowie den dNTPs (dATP, dCTP, dGTP und dTTP) auch die mit einem Fluores-

zenzfarbstoff markierten Didesoxyribonukleotide (ddNTPs) ddATP, ddCTP, ddGTP und 

ddTTP enthält. An diese kann die Polymerase aufgrund des Fehlens der Hydroxylgruppe 

an ihrem 3‘-Ende keine Phosphodiesterbindungen zu weiteren Nukleotiden knüpfen, was 

in der Folge zum Abbruch der Polymerisationsreaktion führt. dNTPs und ddNTPs besitzen 
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die gleiche Affinität zur Polymerase und werden somit zufällig verbaut. Daher entstehen 

bei ausreichend langer Prozessdauer mit dem endständigen, fluoreszierenden ddNTP mar-

kierte DNA-Fragmente, welche der Länge nach aufgetrennt jede Position der Sequenz 

darstellen.  

Tab. 8: Reaktionsansatz der Sequenz-PCR 

Substanz Konzentration Konzentration im 

Ansatz 

Volumen [µl] 

HPLC H2O  – – 5,5 

Sequenz-Puffer 5-fach 0,75-fach 1,5 

F- bzw. R-Primer 10 µM 0,5 µM 0,5 

Terminatormix 3.1   0,5 

Exo-Fast-Produkt   2,0 

Gesamtansatz   10,0 

 

ABISEQ-Programm: 

 Temperatur [°C] Dauer Funktion 

 96 1 min Denaturierung 

  25 Zyklen     
96 10 sec Annealing 

60 60 sec Elongation  

 4 unendlich Endtemperatur 

 

Zur Trennung der DNA von den Reagenzien erfolgte im Folgenden die Fällung mit einer 

Natriumacetat-Ethanol-Lösung, welche die Löslichkeit der DNA herabsetzt, indem sie die 

Hydrathülle der DNA vermindert. Weiterhin wurde 70%-iger Ethanol hinzugegeben. 

1) Zugabe von 2 µl NaAc [3 M], 50 µl Ethanol [96%], 10µl H2O zum Sequenz-PCR-

Produkt 

2) Inkubationszeit von 15 min 

3) Zentrifugation bei 13.000 rpm (16.060 g) für 15 min 

4) Abnehmen des Überstandes 

5) Zugabe von 100 µl Ethanol [70 %]  

6) Zentrifugation bei 13.000 rpm (16060 g) für 10 min 

7) Abnehmen des Überstandes und Trocknen bei 55 °C für 5 min 

8) Zugabe von 15 µl HiDi-Formamid und lichtgeschütztes Lösen über Nacht bei 4 °C 
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Die Sequenzierung des auf diese Weise aufbereiteten DNA-Abschnitts erfolgte im Sequen-

zer Genetic Analyzer 3130XL bzw. 3500XL. Dabei werden die DNA-Fragmente in eine 

Gel-gefüllte Kapillare gezogen und ihrer Länge nach elektrophoretisch aufgetrennt. Die 

endständigen, fluoreszierenden ddNTPs der im elektrischen Feld wandernden DNA-

Fragmente werden durch einen Laser erfasst, sodass die Farbabfolge (A=grün, C=blau, 

G=schwarz, T=rot) in eine Basensequenz übersetzt werden kann. Die Sequenzen werden 

als Abfolge von Kurven, sog. peaks, dargestellt, welche die Fluoreszenzintensität der 

ddNTPs bzw. die Anzahl der Fragmente der jeweiligen Länge wiederspiegeln.  

2.3.7 Analyse der Rohdaten 

Mithilfe der Software Mutation Surveyor v3.30 erfolgte die Auswertung der Sequenzen. 

Durch den Vergleich mit einer Referenzsequenz, welche das Programm aus der Online-

Datenbank abruft, können Veränderungen in der Probensequenz festgestellt werden. Ein 

homozygoter Basenaustausch resultiert beispielsweise in einem entsprechend andersfarbi-

gen Peak, ein heterozygoter Basenaustausch zeigt sich im Auftreten zweier gleich hoher 

Peaks an derselben Position. Ebenso können Insertionen und Deletionen vom Programm 

erkannt und dargestellt werden (siehe Abb. 11, 16 und 17). 

2.3.8 RNA-Extraktion 

Für die Untersuchung einer Variante, welche sich in einer Spleißregion befindet, kann die 

Sequenzierung der aus der RNA generierten cDNA Aufschlüsse über die Auswirkungen 

auf das Spleißverhalten geben. Zur Extraktion der RNA aus der Vollblutprobe wurde das 

QIAmp RNA Extraction Kit genutzt und entsprechend des Herstellerprotokolls (Qiagen) 

angewendet. 

2.3.9 cDNA-Synthese 

Mithilfe des Maxima First Strand cDNA Synthesis Kit erfolgte die Umwandlung der extra-

hierten RNA in sequenzierbare cDNA mittels der im Enzym-Mix enthaltenen Maxima 

Reverse Transciptase (siehe Herstellerprotokoll). Die dabei erhaltene cDNA wurde in einer 

PCR amplifiziert und das Produkt im Agarosegel elektrophoretisch überprüft. Bereits die 

Länge des Produkts ermöglichte Rückschlüsse auf ein verändertes Spleißen der mRNA. 
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Die im Anschluss folgende Sequenzierung nach oben beschriebenem Standardprotokoll 

erlaubte die weitere Analyse der Sequenz im Hinblick auf eine Veränderung der Anord-

nung der Exons. Hierbei würde sich eine relevante Mutation im Falle eines alternativen 

Spleißens in einer veränderten Basenfolge darstellen. 
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3 Ergebnisse 

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Versuche nach Projekten aufgeschlüsselt 

präsentiert und erläutert.  

3.1 Monogenetische Ursachenforschung mittels NGS 

3.1.1 Projekt 1: Biallelische Mutation im Gen PLA2G6 bei Familie M mit früh 

beginnendem PS  

Bei den beiden ältesten Schwestern wurden durch Frau Dr. Suzanne M. de la Monte (War-

ren Alpert Medical School of Brown University, Providence, USA) post-mortem Untersu-

chungen des Hirngewebes durchgeführt. Dabei zeigten sich bei der älteren Schwester 

(L-2491) Lewy-Körperchen in der Pars compacta der Substantia nigra, im Locus ceruleus 

und im Nucleus basalis Meynert, passend zur Diagnose eines idiopathischen PS. Auch im 

Falle der zweiten, bereits verstorbenen Schwester (L-2478) ergab die pathologische Unter-

suchung des Gehirns Lewy-Körperchen in der Substantia nigra und im Locus ceruleus. 

Darüber hinaus zeigten sich jedoch auch eine Atrophie des Cortex und der limbischen 

Strukturen, neurofibrillary tangles im Temporallappen, wie sie beim Morbus Alzheimer zu 

finden sind, sowie eine ausgedehnte Gliose. Bemerkenswert waren in diesem Falle insbe-

sondere eine deutliche Eisenablagerung in der Pars reticularis der Substantia nigra, dem 

Globus pallidus und der Amygdala, welche zur Diagnose einer Neurodegeneration with 

brain iron accumulation (NBIA) passen (siehe Abb. 9). 

Bei vier Mitgliedern der Familie M erfolgte durch die Firma Atlas Biolabs eine Exom-

Sequenzierung. Im Falle der ältesten Tochter (L-2491) war bedauerlicherweise für eine 

Untersuchung nicht mehr ausreichend genetisches Material in der erforderlichen Qualität 

vorhanden, da mit diesem bereits im Vorfeld dieser Arbeit umfangreiche Studien durchge-

führt worden waren (Zschiedrich, 2007). Im Rohdatensatz befanden sich bei jedem der vier 

Familienmitglieder ungefähr 40.000 Varianten. Diese wurden zunächst nach dem im Ab-

schnitt 2.3.2 geschilderten Verfahren schrittweise gefiltert. Die Exomdaten der Schwestern 

wurden anschließend überlappt, um gemeinsame Varianten zu finden. 



3 Ergebnisse 36 

 

 

 

Abb. 9: Aufnahmen der pathologischen Befunde bei Patientin L-2478.  (A) Die makroskopische Ansicht 

eines Mittelhirn-Schnittes der Substantia nigra (SN) zeigt den Verlust der Pigmentierung in der Pars com-

pacta (oberer Pfeil) und rostige Verfärbung in der Pars reticularis (unterer Pfeil). (B) zeigt eine Depigmen-

tierung des Locus ceruleus (Pfeil). (C) Die 40-fache Vergrößerung der SN zeigt den deutlichen Verlust 

(pigmentierter) dopaminerger Neurone in Form des breiten pinkfarbenen Bandes und freies sowie makropha-

gen-inkorporiertes Neuro-Melanin (Kasten). (D) Ein median-sagittaler Schnitt durch das Kleinhirn offenbart 

eine  schwere Atrophie insbesondere im Bereich des Vermis (V). (E) Die 160-fache Vergrößerung der SN 

Pars compacta zeigt schweren Neuronenverlust mit ersetzender Gliose, vereinzelten Lewy-Lörperchen 

(Kreis) und verstreuten granulären Spheroiden (Kasten). (F) Die 400-fache Vergrößerung der SN Pars 

reticularis mit Neurodegeneration und Gliose, Vakuolisierung des Neuropils zwischen vitalen Neuronen 

(Kasten) sowie Eisenaggregation (Kreis). (G) Die Aufnahme des ventralen Kerngebietes des Thalamus zeigt 

den deutlichen Neuronenverlust, Gliose und eine gesteigerte Eisenablagerung (Kreis). Die Färbung der 

histologischen Schnitte erfolgte mit Luxol Fast Blue und Hämatoxylin-Eosin. Freundlicherweise bereitge-

stellt durch Prof. Suzanne de la Monte, MD, MPH. 

Tab. 9: Filterung der Exom-Datensätze der Familie M 

Code 
Varianten 

gesamt 

exonische 

Varianten 

nicht-synonyme 

Varianten 
QC 

Frequenz 

 < 0,5 % 

Überlappung 

L-2478 & 

 L-2479 

NBIA-Gen* 

Varianten 

L-2477 39752 23018 11774 7218 625 - 1 

L-2478 39303 22725 11562 6919 616  
338 

2 

L-2479 39716 22946 11754 7138 627 2 

L-2480 40018 22954 11716 7257 627 - 1 

*NBIA-Gene: PANK2, PLA2G6, C19orf12, FA2H, ATP13A2, WDR45, COASY, FTL, CP, DCAF17; 

QC – Qualitätskontrollfilter (HaplotypeScore > 13.0, MQRankSum < -12.5, ReadPosRankSum < -8.0,  

QD < 2, MQ < 40, DP < 10, GQ < 13) vgl. GATK Best Practices (https://software.broadinstitute.org/gatk/)  
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Dabei ließ sich jedoch keine ausreichende Reduktion der zu untersuchenden Kandidaten-

gene erzielen. Wie nach den in Abschnitt 2.1.1 beschriebenen Vorarbeiten zu erwarten, 

waren keine Varianten in den PARK-Genen SNCA, Parkin und DJ-1 zu finden. Die Infor-

mationen des post-mortem Befundes der jüngst verstorbenen Schwester (L-2478) über die 

ausgedehnten Eisenablagerungen in den Kerngebieten erlaubten eine weitere Eingrenzung. 

Die Rohdaten der Exom-Sequenzierung wurden erneut gefiltert, indem Gene favorisiert 

wurden, deren Mutationen in der Literatur bereits mit Eisenablagerungen in Verbindung 

gebracht wurden (Gregory und Hayflick, 2014). Insbesondere die Gruppe der NBIA-

Erkrankungen (Neurodegeneration with brain iron accumulation) war unter Berücksichti-

gung der klinisch-pathologischen Befunde im Fokus der Suche. Dabei stellte sich heraus, 

dass das Gen PLA2G6, welches für die Phospholipase A2 kodiert, in der Elterngeneration 

zwei verschiedene heterozygote Mutationen aufwies, welche in den erkrankten Töchtern 

compound-heterozygot vorlagen (siehe Tab. 10). Im Falle der ersten Mutation handelte es 

sich um einen Basenaustausch von Guanin zu Thymin, welcher im Aminosäureaustausch 

von Arginin zu Cystein resultiert, wobei der Wildtyp in vielen Spezies konserviert ist 

(Abb. 10). Die zweite Mutation betraf die 3‘-Spleißstelle des vierten Introns und besteht in 

einem Basenaustausch von Cytosin zu Thymin. Die in-silico Analyse unter Berücksichti-

gung der Werte der Prädiktionsprogramme PolyPhen, SIFT und CADD deutete auf eine 

funktionsverändernde Auswirkung der Mutationen hin. In ExAC war lediglich ein Allel für 

die exonische Mutation gelistet, welche bei einem Europäer gefunden wurde, wobei die 

Spleißmutation nicht aufgeführt war.  

Tab. 10: Gefundene Mutationen bei Familie M 

Gen 
Position 

(hg38) 
Exon Variante PolyPhen SIFT CADD 

Allelfrequenz 

(ExAC) 

PLA2G6 chr22:38120874 12 
c.1627C>T; 

p.Arg543Cys 

0 

(deleterious) 

0.952 

(prob. 

dmg)  

34,0 0,000015 

PLA2G6 chr22:38140170 Intron 4 
c.610-1G>T; 

splice-site 
n. v. n.v. 23,09 0 

chr - Chromosom; CADD - Combined Annotation Dependent Depletion, n. v. - nicht vorhanden;  

prob. dmg -  probably damaging  
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Die Validierung der Varianten mittels Sanger-Sequenzierung bestätigte die NGS-Befunde. 

Exemplarisch sind die Sequenzen der jüngsten erkrankten Schwester (L-2479) in Abbil-

dung 10 dargestellt. Eine gezielte Sequenzierung der betroffenen PLA2G6-Mutation im 

Falle der ältesten bereits verstorbenen Schwester (L-2491) blieb trotz umfangreicher Be-

mühungen bei verschiedenen Reaktionsbedingungen aufgrund der mangelhaften Qualität 

und Quantität des Probenmaterials erfolglos. In Kenntnis der genetischen Daten ergibt sich 

der unten abgebildete Stammbaum (Abb. 12) mit gesichert compound-heterozygotem 

Mutationsstatus bei den untersuchten Schwestern. 

 

 

 

 

 
Abb. 11: Die Elektropherogramme der erkrankten Schwester L-2479 zeigen den compound-heterozygoten 

Mutationsstatus. Gegenübergestellt sind die korrespondierenden Wildtypsequenzen des Vaters (L-2480) und 

der Mutter (L-2477), welche heterozygote Träger der jeweils anderen Mutation sind. MUT1 steht für die 

Spleißstellen-Mutation (c.610-1G>T), MUT2 für die Punktmutation in Exon 12 (c.1627C>T, p.Arg543Cys, 

rs753874848). Farben: blau=Cytosin, rot=Thymin, grün=Adenin, schwarz=Guanin. 

Mensch 

Rind 

Hund 

Pferd 

Huhn 

Maus 

Schimpanse 

Schwein 

Abb. 3: Konservierung der Aminosäure des Wildtyps am Locus der Mutation p.Arg543Cys 
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Abb. 12: Stammbaum der Indexfamilie M; Quadrate symbolisieren männliche, Kreise weibliche Familienan-

gehörige. Ein Querstrich zeigt verstorbene Personen an. Nicht erkrankte Familienmitglieder sind weiß und 

erkrankte schwarz gekennzeichnet. Die römischen Zahlen (I-II) zeigen die Generation an, arabische  

Zahlen (1-4) die einzelnen Individuen innerhalb dieser. Nicht vorhandene Angaben sind mit n. v. vermerkt. 

Ein durchgeführtes next-generation sequencing zeigt ein Asterix (*) an. Die gefundenen Mutationen sind wie 

folgt gekennzeichnet: MUT1 (c.610-1C>A) und MUT2 (c.1627G>A, p.Arg543Cys, rs753874848). 

 

 

Um einen Überblick über die bisher beschriebenen Fälle von PLA2G6-Mutationen in 

Zusammenhang mit Eisenablagerungen zu gewinnen erfolgte eine systematische Literatur-

recherche (Stand: 20.09.2015) mit dem Fokus auf Publikationen, welche post-mortem 

Befunde enthielten. Der Suchalgorithmus ist der Abbildung 13 zu entnehmen. Dabei wurde 

deutlich, dass alle gefundenen bisher berichteten Fälle der (infantilen) neuroaxonalen 

Dystrophie zuzuordnen sind. Ablagerungen von α-Synuclein waren bei allen und Eisenab-

lagerungen bei 75 % der Fälle vorhanden (Tab. 11). 
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Abb. 13: Suchalgorithmus der Literaturrecherche zu PLA2G6 post-mortem Befunden (Stand: 20.09.2015) 

Es erfolgte die strukturierte Recherche mithilfe der Literaturdatenbank PubMed 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) unter Eingabe des Suchbegriffs „PLA2G6“. Der Inhalt des Abstracts 

wurde auf Relevanz geprüft und die verbleibenden Volltexte auf das Vorliegen von post-mortem-Befunden 

untersucht. Am Ende wurden drei Publikationen eingeschlossen (siehe Tab. 11). 
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Tab. 11: Übersicht über nach Literaturrecherche gefundene Fälle mit Mutationen im Gen PLA2G6 und post-mortem Befunden  

 

Stern (*) - eigene Fälle; INAD - (infantile) neuroaxonale Dystrophie; PS - Parkinson-Syndrom; k.A. - keine Angabe; + - vorhanden; – - nicht vorhanden. 

Adaptiert von Riku Y et al., Acta Neuropathol Commun 2013, Table 1 

Fall-Nr. 

(original) 
Geschl. 

Erkrankungs-

alter 

Lebens-

alter 
Diagnose Parkinson-Symptome 

Eisen-

ablagerung 
α-Synuclein Referenz 

1 w 3 Jahre 23 Jahre INAD k. A. + + (Gregory et al., 2008) 

2 (1) w 18 Jahre 36 Jahre juvenile NAD 

Bradykinesie, Rigor,  

Dysphagie, kognitiver 

Abbau 

+ + (Paisan-Ruiz et al., 2012) 

3 (3) m Säuglingsalter 8 Jahre INAD Dystonien - + (Paisan-Ruiz et al., 2012) 

4 (4) m Kindesalter 18 Jahre juvenile NAD Dystonien, Dysphagie + + (Paisan-Ruiz et al., 2012) 

5 (5) m 1,2 Jahre 8 Jahre INAD Dysphagie + + (Paisan-Ruiz et al., 2012) 

6 w 3 Jahre 23 Jahre INAD 
Bradykinesie, Rigor,     

Hypomimie 
+ + (Riku et al., 2013) 

L-2491* w 21 Jahre 26 Jahre PS 

Bradykinesie, Rigor,  

Tremor, Hypomimie, 

posturale Instabilität, 

Dyskinesien 

- + (Klein et al., 2016) 

L-2478* w 21 Jahre 52 Jahre PS 

Bradykinesie, Rigor,  

Tremor des linken Armes, 

Dyskinesien 

+ + (Klein et al., 2016) 



3 Ergebnisse 42 

 

 

3.1.2 Projekt 2: PS-Familie B 

Die in der Exom-Sequenzierung erhaltenen Varianten wurden annotiert und nach dem 

Auftreten bei allen untersuchten Familienmitgliedern gefiltert (siehe Abschnitt 2.3.2). 

Dabei wurden nur exonische, proteinverändernde single nucleotide Varianten (SNV) ein-

geschlossen, welche eine Allelfrequenz von unter 0,01 bzw. 1 % in den Datenbanken des 

Exome Sequencing Projects sowie des 1000 Genome Projects aufwiesen. Aus den verblei-

benden 26 Varianten wurden jene vier Kandidaten zur weiteren Untersuchung ausgewählt, 

welche unter Berücksichtigung der Funktion sowie des Pathogenitätscores SIFT, PolyPhen 

und CADD als aussichtsreiche Kandidaten verblieben. Durch eine Recherche in den Da-

tenbanken UniProt (http://www.uniprot.org/) und OMIM (Online Mendelian Inheritance in 

Man; http://www.omim.org/) wurden Informationen zur Krankheitsassoziation, Expression 

und Funktion der betroffenen Gene gewonnen (siehe Tab. 12). 

Tab. 12: Untersuchte Kandidatenvarianten bei Familie B 

Gen 
Position 

(hg38) 
Variante 

Expres-

sion 

Krankheits-

assoziation 
Funktion CADD 

RAPSN 
11:47448079 

Exon 2 

c.264C>A; 

p.Asn88Lys 

Skelett-

muskel 

kongenitales 

myasthenes 

Syndrom, 

Fetales Akine-

sie Syndrom 

Stabilisierung 

von postsynap-

tischen Acetyl-

cholin- Rezep-

toren 

28,3 

SALL3 
18:78993121 

Exon 2 

c.1130T>C; 

p.Leu377Pro 
ubiquitär nicht bekannt 

Transkriptions-

faktor 
28,8 

TPI1 
12:6869174 

Exon 3 

c.426G>C; 

p.Glu142Asp 
Blutzellen 

hämolytische 

Anämie 

Glycolyse und 

Gluconeogene-

se 

26 

SHANK2 
11:70473428 

Exon 11 

c.3227T>C; 

p.Ile1076Thr 

Colon-

epithel 

erhöhte Sus-

zeptibilität für 

Autismus 

Verankerung 

von postsynpa-

tischen Rezep-

toren 

12,19 

ECE1 
2:21341759 

Exon 11 

c.1349G>A; 

p.Ser450Asn 

Placenta, 

Lunge, 

Neben-

niere, Herz 

HCAD, 

Essentieller 

Hypertonus 

Proteolytische 

Prozessierung 

von                  

Endothelin-1 

10,13 

KIAA0040 

1:175160812

-175160819 

Exon 4 

c.195_202delCAA

GAAGA; 

p.Asn65Lysfs 

ubiquitär n. b. 
T-Zell-Epitop 

HLA-DR11 
33 

RPL29 
3:51993843 

Exon 4 

c.385_386insCCA

AGG; 

p.Lys130_Asp131i

nsAlaLys 

Uterus n. b. 
Heparin-

bindung 
15,48 
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Gen 
Position 

(hg38) 
Variante 

Expres-

sion 

Krankheits-

assoziation 
Funktion CADD 

KIAA2018 
3:113659763 

Exon 7 

c.1919C>T; 

p.Pro640Leu 
n. b. n. b. 

Transkriptions-

faktor 
26,1 

PLOD2 
3:146106560 

Exon 5 

c.587C>T; 

p.Thr196Ile 

Pancreas, 

Skellett-

muskel, 

Herz, 

Placenta, 

Niere 

Bruck Syn-

drom 2 

Kollagensyn-

these 
28,2 

ARH-

GEF38 

4:105659156 

Exon 10 

c.1336G>A; 

p.Asp446Asn 
ubiquitär n. b. 

Guanin-

Nucleotid 

releasing factor 

33 

TBP 

6:170561950

-170561952 

Exon 3 

c.216_218delACA; 

p.Gln95del 
ubiquitär 

Spinocerebel-

läre Ataxie 17 

Transkrip-

tionsfaktor 
9,79 

SBSPON 
8:73067420 

Exon 5 

c.716G>T; 

p.Arg239Leu 
Aorta n. b. n. b. 24,7 

SLC27A4 
9:128348650 

Exon 4 

c.662T>A; 

p.Leu221Gln 

Hirn, 

Colon, 

Niere, 

Hoden 

Ichthyosis 

prematurity 

syndrome 

Fettsäure-

transport-

Protein 

25,3 

BMS1 
10:42796740 

Exon 10 

c.1496C>T; 

p.Pro499Leu 
ubiquitär 

Aplasia cutis     

congenita 

Ribosomale 

Biosynthese 
15,27 

PGA3 
11:61203569 

Exon 1 

c.5A>G;  

p.Lys2Arg 

Magen, 

Pancreas 
n. b. 

Pepsinogen-3-

Synthese 
19,82 

C2CD3 
11:74057414 

Exon 25 

c.5082G>T; 

p.Gln1694His 
ubiquitär 

Orofa-

ciodigitales 

Syndrome 14 

Regulator für 

Zilienbildung, 

hedgehog-

Signalweg und 

Embryonal-

entwicklung 

14,06 

APLP2 

11:13013009

3 

Exon 11 

c.1511G>T; 

p.Arg504Leu 

Placenta, 

Hirn, Herz, 

Lunge, 

Leber, 

Niere, 

Endothel 

n. b. 

Membran-

protein in 

Spermien 

35 

TMPO 
12:98544517 

Exon 6 

c.859G>C; 

p.Ala287Pro 

ubiquitär, 

Thymus 

Dilalative 

Kardiomyopa-

thie 

Strukturprotein 

des Nucleus 
23,2 

MAP3K9 
14:70742411 

Exon 6 

c.1507G>A; 

p.Gly503Ser 
Epithelien 

Ösophagus-

karzinom 

MAP-Kinase 

Signalweg 
34 

CX3CL1 
16:57379748 

Exon 2 

c.185C>T; 

p.Ala62Val 
Hirn, Herz n. b. 

Leukozytenmi-

gration und 

Adhäsion 

23,5 

FHOD1 
16:67238216 

Exon 5 

c.533G>A; 

p.Ser178Asn 

ubiquitär, 

Milz 
n. b. 

Zellformierung 

und                

Extremitäten-

entwicklung 

15,43 
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Gen 
Position 

(hg38) 
Variante 

Expres-

sion 

Krankheits-

assoziation 
Funktion CADD 

RAI1 

17:17793789

-17793791 

Exon 3  

c.841_843delCAG; 

p.Gln281del 

Hirn, Herz, 

ubiquitär 

Smith-Magenis 

syndrome 

Zirkadianer 

Rhythmus 
12,8 

CDC27 
17:47157041 

Exon 7 

c.714delT; 

p.Val239Terfs 
ubiquitär n. b. 

Zellzyklus-

regulation 
29,2 

PRKCSH 

19:11447529

-11447531 

Exon 11 

c.940_942delGAG; 

p.Glu325del 
ubiquitär 

Polycystische 

Leber-

erkrankung 1 

Qualitäts-

kontrolle der 

Protein-

synthese 

10,85 

MED15 

22:20566527

-20566529 

Exon 7 

c.751_753delCAG; 

p.Gln262del 
ubiquitär n. b. 

RNA-

Polymerase II- 

Mediator 

15,49 

MN1 

chr22:277989

48 

Exon 1 

c.1596_1597insTG

C; p.Gln532dup 
ubiquitär Meningeom 

Knochenent-

wicklung des 

Schädels 

1,094 

grau hinterlegt - für die Validierung ausgewählte Kandidatenvarianten; n.b. - nicht bekannt; 

HCAD - Hirschsprung disease, cardiac defects and autonomic dysfunction  

 

 

Diese Kandidatenvarianten wurden mittels der Sanger-Sequenzierung validiert und bei den 

übrigen nicht in der Exom-Sequenzierung eingeschlossenen Familienmitgliedern ebenfalls 

untersucht. Die Segregation der Varianten kann der Abbildung 14 entnommen werden. 

Jede der vier untersuchten Varianten taucht bei den erkrankten Familienmitgliedern in 

heterozygoter Form auf. Die nicht erkrankte Schwester (L-1963) ist ebenfalls Trägerin der 

Varianten in den Genen RAPSN, TPI1 und SHANK2. Einzig die Variante im Gen SALL3 

segregiert dem klinischen Bild entsprechend. Zu beachten ist allerdings die inkomplette 

Penetranz der Erkrankung ausgehend von der Hypothese eines autosomal-dominanten 

Erbganges, welche besonders im Falle des nicht erkrankten Vaters deutlich wird. Die 

lückenlose Segregation ist somit nicht maßgeblich. Eine in-silico Analyse der gefunden 

Varianten mithilfe des CADD-Scores im folgenden Schritt ergab für die Varianten in 

RAPSN, TPI1 und SALL3 Werte von über 15 Punkten (siehe Abschnitt 2.3.2), SHANK2 lag 

mit 12,19 Punkten unter dem Grenzwert und schied somit als Kandidat aus. 

Zur Erfassung der Prävalenz von Varianten in den verbleibenden Kandidatengenen 

RAPSN, TPI1 und SALL3 in an PS erkrankten Patienten erfolgte die Sanger-Sequenzierung 

von 277 DNA-Proben aus der institutseigenen Stichprobe, von denen 164 männlich und 

108 weiblich waren. Das durchschnittliche Erkrankungsalter betrug 48,8 ± 22,3 Jahre. Der 

zu untersuchende Sequenzbereich wurde, sofern es die Länge zuließ, auf das komplette, 

die Variante tragende Exon erweitert. Für SALL3 betrug er 326 bp (Anteil des Exon 2), für  
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Abb. 14: Segregation der Kandidatenvarianten in Familie B. MUT kennzeichnet heterozygote Träger der 

Variante, WT symbolisiert den Wildtyp. Der Stern (*) zeigt durch NGS untersuchte Individuen an. 

 

 

 

TPI1 (Exon 3 und 4) 633 bp und für RAPSN (Exon 2) 612 bp. Die detektierten Varianten 

mit ihren Allelfrequenzen in der PS-Stichprobe im Vergleich zur in ExAC gelisteten Popu-

lation (nicht finnische Europäer, Abfrage am 18.04.2016) sowie die erhobenen in-silico 

Scores sind in Tabelle 13 dargestellt.  

Hervorzuheben ist die Kandidatenvariante im Gen RAPSN (p.Asn88Lys; rs104894299), 

welche im Zuge der Stichprobenuntersuchung bei einem weiteren männlichen Patienten 

(L-2572) gefunden wurde, welcher selbst auch Träger einer LRRK2-Mutation ist. In der 

Familie dieses an early-onset PS erkranktem Indexpatienten segregiert die LRRK2-

Mutation (p.Gly2019Ser; rs34637584) mit reduzierter Penetranz. Die Sanger-

Sequenzierung der RAPSN-Variante p.Asn88Lys zur Untersuchung der Segregation in der 

LRRK2-Mutation tragenden Familie ergab das in Abbildung 15 gezeigte Bild. 
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Tab. 13: Die für die Kandidatengene bei Fam. B detektierten Varianten der PS-Stichprobe 

Gen Exon 
Variante 

(dbSNP ID) 

MUT-Träger 

(PS-St) 

Allelfreq. 

(PS-St) 

Allelfreq. 

(ExAC) 
SIFT PolyPhen CADD 

RAPSN 2 

c.456T>C;  

p.Tyr152Tyr 

(rs7111873) 

140/277 (hom.) 

115/277 (het.) 
0,7130 0,7234 n. v. n. v. 0,09 

RAPSN Intron 
c.193-15C>T 

(rs45547231) 

6/277 (hom.) 

66/277 (het.) 
0,1408 0,1475 n. v. n. v. 9,435 

RAPSN 2 

c.241T>C;  

p.Phe81Leu 

(rs57878668) 

4/277 (het.) 

L-583, L-3246, 

L-2804, L-3371 

0,0072 0,0065 
0,68  

(tol.) 

0,005  

(benign) 
16,99 

RAPSN 2 

c.264C>A; 

p.Asn88Lys 

(rs104894299) 

2/277 (het.) 

L-608, L-2572 
0,0036 0,0024 

0  

(del.) 

0,994 

(prob. 

dmg.) 

28,6 

RAPSN 2 

c.474C>T; 

p.Asp158Asp 

(rs56245238) 

1/277 (het.) 

L-1369 
0,0018 0,0020 n. v. n. v. 5,340 

SALL3 2 

c.1072C>T; 

p.Leu358Leu 

(rs2472643) 

2/277 (hom.) 

51/277 (het.) 
0,0996 0,1460 n. v. n. v. 10,5 

SALL3 2 

c.987G>A; 

p.Pro329Pro 

(rs137944092) 

2/277 (hom.) 

36/277 (het.) 
0,0722 0,3429* n. v. n. v. 7,457 

SALL3 2 

c.1130T>C; 

p.Leu377Pro 

(rs143063115) 

0/277 0 0,0020 
0  

(del.) 

0,999  

(prob. 

dmg.) 

28,8 

TPI1 3 

c.426G>C; 

p.Glu142Asp 

(rs121964845) 

0/277 0 0,0001 
0,02  

(del.) 

0,947 

(prob. 

dmg.) 

26 

TPI1 3 

c.432T>C; 

p.Asp144Asp 

(rs141972556 ) 

2/277 (het.) 

L-510, L-1788  
0,0036 0,0017 

1 

(tol.) 
n. v. 5,853 

TPI1 4 

c.477C>T; 

p.Leu159Leu 

(rs138131191) 

1/277 (het.) 

L-1590 
0,0018 0,0010 

1 

(tol.) 
n. v. 16,79 

TPI1 4 
c.552_555delGACA; 

p.(Thr185Argfs*7) 

1/277 

L-2645 
0,0018 0 n. v. n. v. 35 

TPI1 Intron c.568+119G>A 
1/277 (het.) 

L-1997 
0,0018 0 n. v. n. v. 7,967 

TPI1 Intron 

c.436-12_436-

11delGT 

(rs782457320) 

1/277 (het.) 

L-3277 
0,0018 0,0001 n. v. n. v. 9,737 

SHANK2 11 
c.3227T>C; 

p.Ile1076Thr 
n. u. n. u. 0,0014 

0,63 

(tol.) 

0,003 

(benign) 
12,19 

het. - heterozygot; hom. - homozygot; ExAC - Exome Aggregation Consortium; Allelfreq. - Allelfrequenz;  

PS-St - PS-Patienten-Stichprobe; n. v. - nicht verfügbar; n. u. - nicht untersucht; tol. - tolerated;  

del. - deleterious; grau hinterlegt - Kandidatenvarianten; * - sehr geringe Abdeckung der Variante in ExAC  

(nur 24 von insgesamt 70 Allelen gelistet) 
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Ein Vergleich des Segregationsverhaltens innerhalb der Familien B und P ergab das Auf-

treten von weniger Phänokopien, mehr betroffenen und weniger gesunden positiven Muta-

tionsträgern im Falle der RAPSN-Mutation (siehe Tab. 14).  

Insgesamt betrachtet, lag keine der Kandidatenvarianten in der PS-Patientengruppe im 

Vergleich zur ExAC-Population signifikant häufiger vor.  

Tab. 14: Vergleich der Segregation der Mutationen rs104894299 (RAPSN) und rs34637584 (LRRK2) 

Mutationsstatus LRRK2 RAPSN 

Betroffene Mutationsträger 1 2 

Betroffene Wildtypträger (Phänokopie) 1 0 

Möglich betroffene Mutationsträger 2 1 

Möglich betroffene Wildtypträger 0 1 

Gesunde Mutationsträger 3 1 

Gesunde Wildtypträger 4 6 

Gesamt 11 11 

 

 

Abb. 15: Stammbaum der Familie P mit der p.Gly2019Ser-Mutation in LRRK2. Kreise symbolisieren weibli-

che, Quadrate männliche und Querstriche verstorbene Familienmitglieder. Eine weiße Füllung kennzeichnet 

gesunde, eine schwarze sicher erkrankte und eine graue möglich erkrankte Individuen. Der Pfeil markiert den 

in der Stichprobe detektierten Indexpatienten L-2572. Der Mutationsstatus der p.Asn88Lys-Mutation im 

RAPSN Gen bzw. der p.Gly2019Ser-Mutation im LRRK2-Gen ist jeweils unterhalb angegeben. MUT/WT 

zeigt die heterozygote Mutations-, WT/WT die homozygote Wildtypträgerschaft an.  
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3.1.3 Projekt 3: Tremor-Familie G 

Um das krankheitsverursachende Gen in dieser großen Familie zu ermitteln, wurde im 

Vorfeld dieser Arbeit bei vier Mitgliedern (L-8324, L-8327, L-8329 und L-8333) eine 

Exom-Sequenzierung durchgeführt. Die am Ende des in Abschnitt 2.1.3 dargestellten 

Filteralgorithmus verbliebenen zehn Kandidatenvarianten (siehe Tab. 15) wurden unter 

Hinzunahme der DNA-Proben zehn weiterer Familienmitglieder einer Segregationsanalyse 

mittels Sanger-Sequenzierung unterzogen (siehe Tab. 16). Die Literaturrecherche zur 

Krankheitsassoziation der Kandidatenvarianten erfolgte unter Nutzung der online verfüg-

baren Datenbanken PubMed, OMIM und UniProt (Abfrage am 07.10.2016). 

Tab. 15: Kandidatenvarianten nach Exom-Sequenzierung 

Gen 
Position 

(hg38) 
Exon Variante Krankheitsassoziation 

ACOXL chr2:110908791 11 
c.791G>A; 

p.Arg264Gln 

fraglich Prostatakarzinom (O'Hurley et 

al., 2015), chronisch lymphatische  

Leukämie (Lan et al., 2010) 

ALDH1L1 chr3:126160912 2 
c.98G>A; 

p.Gly33Asp 
n. b. 

APBB1 chr11:6403380 5 
c.979A>G; 

p.Met327Val 

Morbus Alzheimer 

(Kajiwara et al., 2009) 

CPNE3 chr8:86529041 4 
c.229T>C; 

p.Phe77Leu 

Tumormetastasierung 

(Heinrich et al., 2010; Lin et al., 2013; 

Mo et al., 2013) 

HSDL2 chr9:112438497 7 
c.665A>G; 

p.Asp222Gly 

fraglich Gliomwachstum  

(Ruokun et al., 2016) 

KIF9 chr3:47277340 3 
c.35G>T; 

p.Arg12Leu 
n. b. 

PDPR chr16:70156559 19 
c.2320G>A; 

p.Asp774Asn 

fraglich Joubert-Syndrom  

(Alazami et al., 2015) 

SLC2A4 chr17:7283558 3 
c.236C>G; 

p.Thr79Ser 

Insulin-unabhängiger  

Diabetes mellitus (NIDDM)  

(O'Rahilly et al., 1992) 

ZBTB47 chr3:42661537 3 
c.1526A>G; 

p.Asn509Ser 
n. b. 

ZNF660 chr3:44594411 3 
c.218C>T; 

p.Thr73Met 
n. b. 

chr - Chromosom; n. b. - nicht bekannt 
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Tab. 16: Segregationsanalyse der Kandidatenvarianten bei Familie G 

Code ACOXL ALDH1L1 APBB1 CPNE3 HSDL2 KIF9 PDPR SLC2A4 ZBTB47 ZNF660 

L-8324* + + + + + + + + + + 

L-8325 + + + + + + + + + + 

L-8326 - - - - - - - - - - 

L-8329* + + + + + + + + + + 

L-8332 + + + + + + + + + + 

L-8333* + + + + + + + + + + 

L-8323 + + + - - + + - + + 

L-8327* - + + - - - - + - - 

L-8328 - - - - - - - + - - 

L-8330 + - - + + - + + - - 

L-8331 + + + + - - - - - - 

L-8334 - - - - - - - - - - 

L-8335 - - - - - - - - - - 

 L-759 + + - - + - + - - - 

Stern (*) - NGS erfolgt; + - Träger der Variante; — - Träger des Wildtyps;  

fett gedruckt - Erkrankte  

 

Die Auswahl der Kandidatenvarianten, welche in der folgenden Analyse bei der PS-

Patienten-Stichprobe untersucht wurde, erfolgte nach verschiedenen Kriterien.  

1) Segregation der Variante in der Indexfamilie, d. h. Vorkommen bei allen  

Betroffenen und möglichst nicht bei Gesunden 

2) Allelfrequenz der Variante in ExAC-Population (Europäer) < 1 % 

3) Maximale Allelfrequenz in einer Ethnie in ExAC-Population < 1 % 

4) Quotient: Anzahl der Träger von loss-of-function Mutationen im Kandidatengen  

geteilt durch den Mittelwert aller Allel-Träger in ExAC  

5) In-silico Scores von PolyPhen, SIFT und CADD für die Variante 

6) Expression des Genprodukts in Nervengeweben (OMIM, UniProt, Pubmed;  

Abfrage am 18.02.2016) 

7) Proteinfunktion (OMIM, PubMed, Abfrage am 18.02.2016) 

Die Übersicht über die Auswertung der Kandidatenvarianten ist Tabelle 17 zu entnehmen.
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Erkr. - Erkrankte; Ges. - Gesunde; erw. - erwartet; beob. - beobachtet; grau hinterlegt - ausgewählte Kandidatenvarianten; hom. - homozygot; toler. - tolerated; delet. -  deleterious; 

poss. dmg. - possibly damaging; prob. dmg.-– probably damaging; LoF - loss-of-function; pLI - propability of LoF intolerance 

Tab. 17: Kandidatenvarianten bei Familie G  

Kandidaten- 

Variante 

MUT-Träger 

Erkr./ Ges. 

MAF 

(Europäer) 

Max. MAF 

(Ethnie)  

LoF MUT /  

alle MUT-Allele  

LoF-Allele: 

erw./beob. 
SIFT 

Poly-

Phen 
CADD Expression Funktion 

Inter-

pretation 

ACOXL 

rs116012262 

5/3 

1,7 
0,0022 

0,0022 

(Europäer) 

247 Träger 

(2 hom.) 

0,00478 

22,0 / 17 

pLI = 0,00 

0,07 

(toler.) 

0,319 

(benign) 
23,7 

Nebenhoden, 

Harnblase, Lunge, 

Plazenta  

Fettsäure-β-

Oxidation,  

Lipid-Homöostase 

- 

ALDH1L1 

rs143122118 

5/3 

1,7 
0,0066 

0,0066 

(Europäer) 

284 Träger 

(5 hom.) 

0,00528 

32.1 / 14 

pLI = 0,00 

0,03 

(delet.) 

1 

(prob. 

dmg.) 

30,0 
Leber, Niere, 

Skelettmuskel 

Regulation von 

Apoptose und 

Zellmotilität 

 - 

APBB1 

rs1800423 

4/2 

2 
0,0074 

0,0074 

(Europäer) 

10 Träger 

(0 hom.) 

0,00025 

21,7 / 2 

pLI = 0,99 

0,71 

(toler.) 

0,009 

(benign) 
1,216 Hirn 

Induzierung der 

Apoptose 
- 

CPNE3 
5/1  

5 
0 0 

128 Träger 

(0 hom.) 

0,00213 

21,7 / 20 

pLI = 0,00 

0,03 

(delet.) 

0,168 

(benign) 
25,7 

Hirn, Ovar, 

Brustdrüse,  

Kalzium-abhängiges  

Lipidbindeprotein 
+ 

HSDL2 

rs143512191 

5/1 

5 
0,0007 

0,0007 

(Europäer) 

43 Träger 

(0 hom.) 

0,00077 

14,3 / 9 

pLI = 0,00 

0,01 

(delet.) 

0,618 

(poss. 

dmg.) 

27,5 

Hirn, Leber Niere, 

Hoden, Prostata, 

Ovar 

Biosynthese von 

Steroidhormonen 
+ 

KIF9 

rs76198671 

5/1 

5 
0,00005 

0,0094 

(Ostasien) 

96 Träger 

(0 hom.) 

0,00160 

29,5 / 21 

pLI = 0,00 

0 

(delet.) 

1 

(prob. 

dmg.) 

34,0 

Hirn, Kolon, 

Herz, Hoden, 

Niere, Lunge 

Kinesinmotor, 

Regulation der 

Mitose-Spindellänge 

+ / - 

PDPR 

rs201562825 

5/2 

2,5 
0,0003 

0,0003 

(Europäer) 

100 Träger 

(0 hom.) 

0,00178 

31,2 / 17 

pLI = 0,00 

0,14 

(toler.) 

0,652 

(poss. 

dmg.) 

26,8 

 

Hirn, Ovar,  

Hoden, (Neben)-

Niere, Skelett-

muskel  

Regulierung des 

mitochondrialen 

PDH-Multienzym-

Komplexes 

+ / - 

SLC2A4 

rs8192703 

5/1 

5 
0,0044 

0,0067 

(Finnisch) 

27 Träger 

(0 hom.) 

0,00046 

18,4 / 5 

pLI = 0,14 

0,68 

(toler.) 

0,021 

(benign) 

1,995 

 

Skelett- und 

Herzmuskel, Fett-

gewebe 

Insulin-abhängiger 

Glucosetransporter 

(GLUT4) 

- 

ZBTB47 

rs199627048 

5/1 

5 
0,0022 

0,0022 

(Europäer) 

2 Träger 

(0 hom.) 

0,00004 

11,0 / 0 

pLI = 0,97 

0,21 

(toler.) 

0,824 

(poss. 

dmg.) 

15,7 in allen Geweben 

zinc finger and BTB  

domain containing 

47 

+ 

ZNF660 

rs147042905 

5/1 

5 
0,00004 

0,0080 

(Ostasien) 

470 Träger 

(2 hom.) 

0,00776 

7,1 / 3 

pLI = 0,05 

0 

(delet.) 

0,924 

(prob. 

dmg.) 

28,9 
Hirn, Rektum, 

Uterus, Lunge 

Zink-Finger Protein, 

Regulation der 

Transkription 

+ / - 
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Mithilfe des unter Punkt 4 genannten Quotienten sollte die Pathogenität eines Funktions-

verlustes des Kandidatengens abgeschätzt werden, wobei ein hoher Anteil von loss-of-

function-Mutationen an der Gesamtheit der gelisteten Mutationen eher gegen eine krank-

heitsverursachende Wirkung sprach. 

Für die weitere Untersuchung der Relevanz innerhalb der PS-Patienten-Stichprobe wurden 

die Varianten in den Genen HSDL2 (hydroxysteroid dehydrogenase like 2), CPNE3 (copi-

ne III) und ZBTB47 (zinc finger and BTB domain containing 47) ausgewählt. Es wurden 

jeweils 281 DNA-Proben Sanger-sequenziert, von denen 166 von männlichen und 110 von 

weiblichen PS-Patienten stammten. Bei fünf Proben fehlten diesbezügliche Angaben. Das 

durchschnittliche Erkrankungsalter betrug 48,8 ± 22,4 Jahre. Der untersuchte Sequenzab-

schnitt der Gene HSDL2 und ZBTB47 umfasste jeweils das komplette die Kandidatenvari-

ante tragende Exon, vom Kandidatengen CPNE3 wurden 169 bp des Exons 4 untersucht. 

Die Ergebnisse finden sich in Tabelle 18. 

Tab. 18: Detektierte Varianten in der untersuchten PS-Stichprobe (Fam. G.) 

Gen Exon 
Variante 

(dbSNP ID) 

Mutationsträger 

(PS-Stichprobe) 

Allelfrequenz 

(PS-Stichprobe) 

Allelfrequenz 

(ExAC) 

HSDL2 7 

c.665A<G; 

p.Asp222Gly 

(rs143512191) 

1/281 (het.) 

L-3328 
0,00178 0,00069 

CPNE3 4 
c.229T>C; 

p.Phe77Leu 
0/281 0 0 

ZBTB47 3 

c.1526A>G; 

p.Asn509Ser 

(rs199627048) 

3/281 (het.) 

L-246, L-1432, L-3302 
0,00534 0,00219 

ZBTB47 Intron 
c.1474-70G>A 

(rs73085343) 

1/281 (het.) 

L-3207 
0,00178 0 

het. - heterozygot; grau hinterlegt - Kandidatenvarianten 

 

 

Insgesamt konnte für keine der Varianten eine signifikante Häufung innerhalb der PS-

Patienten Stichprobe im Vergleich zum ExAC-Datensatz gefunden werden. Im Gen 

HSDL2 wurde lediglich ein Träger der Kandidatenvariante entdeckt (p=0,3266; Fisher’s 

exact test). Während im Kandidatengen CPNE3 kein weiterer Träger detektiert wurde, 

konnten im untersuchten Sequenzbereich des Gens ZBTB47 neben einer Variante weit im 

intronischen Bereich auch drei Träger der Kandidatenvariante aus der Indexfamilie gefun-

den werden (p=0,1296; Fisher’s exact test).  
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3.1.4 Projekt 4: Diskordante Zwillingspaare 

Die im Vorfeld gewonnenen Exom-Daten der eineiigen Zwillingspaare wurden unter der 

Hypothese des Vorliegens somatischer Mutationen im erkrankten Individuum untersucht. 

Bei der Filterung der Datensätze wurden jeweils beide Zwillinge miteinander verglichen 

und jene Varianten ausgewählt, welche in den Exom-Daten nicht von beiden geteilt wur-

den. In den Folgeschritten wurde diese 81 (L-2893/L-2894) bzw. 18 (L-3856/L-3857) 

Varianten nach exonischen und Spleißstellen-Mutationen, nicht-synonymen Varianten und 

einem CADD-Score größer als 20 gefiltert. Dieser Algorithmus ergab fünf 

(L-2893/L-2894) und 18 (L-3856/L-3857) Kandidatenvarianten, die nicht vom jeweils 

anderen Zwilling geteilt wurden und die festgelegten Anforderungen erfüllten (siehe Tab. 

19 und 20). Die Validierung der Kandidatenvarianten erfolgte per Sanger-Sequenzierung 

der Loci und konnte in keinem Falle die Diskordanz der jeweiligen Zwillingsproben repli-

zieren.  

Tab. 19: Kandidatenvarianten bei Zwillingspaar L-3856/L-3857 

Gen Chr. Position (hg38) Exon Variante Status 

ATG4B 2 241653596 4 c.G269A; p.Arg90Gln (NM_178326) + 

CCDC66 3 56615155 12 c.C1594A; p.Leu532Ile (NM_001141947) - 

TTYH3 7 2652921 9 c.C931A; p.Leu311Met (NM_025250) - 

ZNF680 7 64521225 4 c.A1529G; p.Lys510Arg (NM_178558) - 

ABLIM1 10 114491791 7 c.G982T; p.Gly328Cys (NM_002313) - 

TMEM5 12 63802352 4 c.C690A; p.Asp230Glu (NM_014254) - 

ATXN2 12 111598952 1 c.563A>C; p.Gln188Pro (NM_002973.3) + 

SLC8B1 12 113321066 5 c.352G>A; p.Ala118Thr (NM_024959.2) - 

FAM155A 13 107866379 1 c.218A>G; p.Gln73Arg (NM_001080396.2) + 

KLHL36 16 84661738 5 c.C1456A; p.His486Asn (NM_024731) - 

ANKFY1 17 4195452 9 c.A1249G; p.Ile417Val (NM_001257999) + 

SPNS3 17 4445082 3 c.G316A; p.Asp106Asn (NM_182538) + 

MAP2K3 17 21300629 4 c.G250A; p.Ala84Thr (NM_145109) + 

CDC27 17 47151891 9 c.A1003G; p.Thr335Ala (NM_001114091) - 

CDC27 17 47158232 5 c.C449G; p.Ser150Cys (NM_001114091) - 

PPM1E 17 58756130 1 c.T133C; p.Ser45Pro (NM_014906) - 

EXOC7 17 76088891 10 c.G1233T; p.Glu411Asp (NM_001145297) - 

HAUS5 19 35615264 6 c.C363A; p.Asp121Glu (NM_015302) - 

Chr. - Chromosom; + Status - Variante liegt bei beiden vor; – Status - Wildtyp liegt bei beiden vor 
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Tab. 20: Kandidatenvarianten bei Zwillingspaar L-2893/L-2894 

Gen Chr. Position (hg38) Exon Variante Status 

TMTC1 12 29783516 1 c.G236T; p.Trp79Leu (NM_001193451): - 

ELMO3 16 67203765 20 c.A2210G; p.Lys737Arg (NM_024712) + 

MAP2K3 17 21314198 12 c.T1012C; p.Phe338Leu (NM_145109) - 

PHLPP1 18 62830160 2 c.T1702C; p.Cys568Arg (NM_194449) + 

TST 22 37011068 3 c.C853G; p.Phe285Ala (NM_003312) + 

Chr. - Chromosom; + Status - Variante liegt bei beiden vor; – Status - Wildtyp liegt bei beiden vor 

3.2 Projekt 5: Screening-Studie zum Parkinson-Gen RAB39B  

Um die Häufigkeit von RAB39B-Mutationen bei PS-Patienten zu erheben, erfolgte die 

Sanger-Sequenzierung der beiden Exons sowie der angrenzenden intronischen Bereiche 

(NM_171998.2). Die verwendeten Primer sind in der Tabelle im Anhang aufgelistet. Ins-

gesamt wurden DNA-Proben von 651 Erkrankten untersucht, worunter sich 552 PS- und 

99 XDP Patienten befanden. Zudem wurde eine Kontrollgruppe von 186 gesunden Indivi-

duen auf Mutationen im Gen RAB39B gescreent. Die detaillierte Charakterisierung der 

Stichprobe ist Abschnitt 2.1.2 zu entnehmen.  

In der XDP-Patientengruppe sowie in der gesunden Kontrollgruppe ließen sich keine Vari-

anten detektieren. In der Stichprobe der PS-Patienten wurden insgesamt drei unterschiedli-

che Varianten bei vier nicht verwandten Patienten gefunden (siehe Tab. 21). Darunter war 

eine synonyme Variante in Exon 2 (c.543A>G; p.Thr181=, rs369970931), welche bei 

einem männlichen und einer weiblichen PS-Patientin vorhanden war. Auch wenn synony-

me Varianten nicht unmittelbar die kodierende Sequenz verändern, könnte die Prozessie-

rung der mRNA und infolge dessen auch die Proteinsequenz durch die Aktivierung einer 

alternativen Spleißstelle beeinflusst werden. Um diese Möglichkeit zu überprüfen, erfolgte 

die Untersuchung der cDNA, welche aus RNA generiert wurde. Diese wurde zuvor aus 

Vollblut des männlichen rs369970931-Trägers (L-3456) extrahiert. Von der weiblichen 

Trägerin der Variante (L-1127) war keine RNA-Probe vorhanden. Die Sequenzierung der 

cDNA zeigte, abgesehen von der Variante selbst, jedoch keine Veränderung der Basenab-

folge im Vergleich zum Wildtyp (siehe Abb. 16), sodass die Hypothese einer aktivierten 

alternativen Spleißstelle nicht bestätigt werden konnte. Auch die reguläre Spleißstelle 

zwischen Exon 1 und 2 entspricht dem Referenztranskript (ENST00000369454). Die in der 
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ExAC-Datenbank aufgeführte Allelfrequenz von 0,0006 unter den europäischen Individu-

en zeigt, dass es sich um eine seltene Variante handelt. Darüber hinaus wurden zwei weite-

re Varianten detektiert, welche sich im an Exon 1 angrenzenden intronischen Bereich 

befinden. Zum einen handelt es sich um die Variante c.215+39C>G, die in der ExAC-

Datenbank bisher nicht berichtet wurde. Die andere Variante c.215+61G>A liegt mit 61 bp 

schon relativ weit im intronischen Bereich und ist daher in den ExAC Exom-Datensätzen 

nicht abgedeckt. Durch den Austausch der Base Guanin zu Adenin ist im Kontext der 

folgenden Base Guanin ebenfalls eine Veränderung des Spleißvorganges denkbar, da sich 

hierdurch das für eine Akzeptor-Spleißstelle typische AG-Motiv ergibt (Abb. 17). Die in-

silico Analyse mithilfe des Programmes Fruitfly Splice Site Prediction (Reese et al., 1997) 

bestätigte das Vorliegen einer alternativen Spleißstelle, welche mit einem Score von 0,73 

angegeben wird (auf einer Skala zwischen 0 und 1). Allerdings erhält die Wildtyp-

Spleißstelle mit 0,98 einen höheren Score, was bedeutet, dass diese bevorzugt genutzt 

würde. Weiterhin ergab die Analyse mittels des CADD-Scores für keine der Varianten 

einen Anhalt auf eine proteinverändernde Auswirkung unter der Annahme eines Schwel-

lenwerts von 15 Punkten. Das Programm Mutation Taster (Schwarz et al., 2014) stufte 

hingegen alle drei Varianten als „disease-causing“, also krankheitsverursachend, ein. Eine 

Sequenzierung der cDNA zur Überprüfung der Hypothese in-vitro war in beiden Fällen 

aufgrund nicht verfügbarer RNA-Proben der Patienten L-1134 und L-1915 leider unmög-

lich. 
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Abb. 16: Die Elektropherogramme der cDNA im Bereich der synonymen Variante c.543A>G; p.Thr181= in 

Exon 2 (rs369970931) des Patienten L-3456. Der Pfeil zeigt die Position der hemizygoten Variante in der 

Sequenz an. Eine Veränderung der Basenabfolge des mutierten Allels (oben) im Vergleich zum Wildtyp 

(unten) infolge eines alternativen Spleißens liegt nicht vor. Zu beachten ist, dass die abgebildete Sequenz den 

komplementären Gegenstrang des Referenztranskripts (ENST00000369454) darstellt. 

 

 

 

 

 
Abb. 17: Elektropherogramm der Variante c.215+61G>A im Intron des Gens RAB39B bei der Probe L-1915. 

Die alternative Akzeptor-Spleißstelle mit der Abfolge „AG“ entsteht durch den Basenaustausch von Guanin 

zu Adenin und ist durch den roten Kasten gekennzeichnet. 
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Tab. 21: Detektierte Varianten in Screening des Gens RAB39B 

Code 
EA 

(Jahre) 

Familien-

anamnese 
Geschl. 

Koordinaten 

(hg38) 

Variante 

(CDS) 

Variante 

(Protein) 
Position SNP ID 

MAF 

ExAC 

(Europäer) 

CADD 
Mutation 

Taster 

Fruitfly 

(MUT/WT) 

L-1127 53 n. b. w 

X:155260902 c.543A>G p.Thr181Thr Exon 2 rs369970931 0,0006  0,13 

disease-

causing 

(0,999) 

nicht erkannt 

L-3456 58 positiv m 

L-1134 63 positiv m X:155264035 c.215+39C>G kein Effekt Intron n. b. 
nicht 

 berichtet 
1,976 

disease-

causing 

(0,999) 

nicht erkannt 

L-1915 40 negativ m X:155264013 c.215+61G>A 

mögliche 

Splice-

veränderung 

Intron n. b. 
nicht  

abgedeckt 
11,94 

disease-

causing 

(0,999) 

0,73/0,98 

 

Geschl. - Geschlecht; EA - Erkrankungsalter; MAF - minor allele frequency in ExAC (http://exac.broadinstitute.org/gene/ENSG00000155961); n. b.- nicht bekannt;  

CADD - Combined Annotation Dependent Depletion Score  
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4 Diskussion 

Im Rahmen meiner Doktorarbeit konnte ich bei einer von drei Familien die genetische 

Ursache für die Erkrankung an einem Tremor- bzw. Parkinson-Syndrom identifizieren. Die 

Hypothese des Vorliegens einer somatischen Mutation bei den diskordanten Zwillings-

paaren konnte nicht bestätigt werden. Im Rahmen der Validierung des PS-Gens RAB39B 

konnte die durchgeführte Screening-Untersuchung keine klare Mutation in der analysierten 

PS-Patienten-Stichprobe detektieren. Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der 

einzelnen Projekte diskutiert. Als grundlegende Methodik dieser Arbeit werden im Weite-

ren die Stärken und Limitierungen der NGS dargelegt sowie der familienbasierte Ansatz 

eingehender beleuchtet. 

NGS als Methodik 

Die NGS-Technologie, auf der ein Großteil dieser Arbeit beruht, soll im Folgenden kritisch 

betrachtet werden. Denn auch wenn NGS-Verfahren in der heutigen genetischen For-

schung unverzichtbar geworden sind und ihren Weg in die klinische Diagnostik gefunden 

haben, sind Limitierungen zu beachten (siehe Tab. 22).  

Der hohe Durchsatz der NGS-Verfahren ermöglicht eine Sequenzierung des gesamten 

Genoms bzw. Exoms bei einer zeitgleichen Analyse von bis zu 400 Patienten-Proben – 

dies  bedeutet neben geringeren Kosten von ca. 800 bis 1000 Euro eine deutliche Zeit-

ersparnis im Vergleich zu einer klassischen Sanger-Sequenzierung. Dabei verkürzt sich 

nicht nur die Zeit für den eigentlichen Prozess der Untersuchung, sondern auch der Diag-

noseweg für den Patienten. Während zuvor teils Dutzende im Verdacht stehende Gene 

bzw. Loci einzeln und nacheinander analysiert wurden, liegen beim NGS mit einem einzi-

gen Schritt sämtliche genetische Informationen vor. Dies erlaubt eine unvoreingenommene 

Herangehensweise insbesondere auch in Unkenntnis eines Kandidatengens sowie das 

Aufspüren von de-novo-Mutationen, wofür bereits ein Trio bestehend aus den Eltern und 

dem Patienten ausreicht (Veltman und Brunner, 2012; Lohmann und Klein, 2014). Auch 

Mosaike, d. h. unterschiedliche Genotypen in verschiedenen Körperzellen, wie sie bei-

spielsweise beim Cornelia de Lange-Syndrom vorkommen, können detektiert werden, 

sofern die Sequenziertiefe (depth) hoch genug ist (Pagnamenta et al., 2012; Tapper et al., 

2014). Sogar die Umkehr des sonst üblichen Ansatzes ist möglich: Ausgehend von den 
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Ergebnissen der NGS wird in Kenntnis der vorliegenden Mutationen gezielt der Phänotyp 

bei den Trägern gesucht, was auch als reverse phenotyping beschrieben wird (Gilissen et 

al., 2011). Eine unvoreingenommene klinische Untersuchung ist dabei allerdings gefähr-

det. Weiterhin fanden Djemie et al. in einer Re-Sequenzierungs-Studie von SCN1A-

Mutationen mittels NGS heraus, dass die Automatisierung auch Fehlerquellen bei der 

manuellen Auswertung, wie sie in der Sanger-Sequenzierung nötig ist, reduziert (Djemie 

et al., 2016). Ein weiterer Vorteil der hohen Geschwindigkeit des Verfahrens ist, dass 

Forschungsergebnisse deutlich schneller ihren Weg in die kommerziellen gene panels und 

somit in die klinische Diagnostik finden (Lohmann und Klein, 2014). Aufgrund der dauer-

haften Verfügbarkeit der gewonnenen genetischen Daten ist die Möglichkeit der Wieder-

auswertung bei neuen Erkenntnissen zu einem späteren Zeitpunkt wie auch die mehrfache 

Nutzung im Rahmen verschiedenster Forschungsprojekte weltweit gegeben. 

Die Parameter der coverage und depth sind wichtige Kenngrößen, um die Qualität eines 

NGS-Datensatzes zu beurteilen. Da Wildtyp- und Mutanten-Allel stochastisch gleich 

häufig sequenziert werden, minimiert eine höhere depth die Wahrscheinlichkeit, aus-

schließlich das eine oder andere Allel zu erfassen. Bei zu geringer depth würde im Falle 

des Wildtyp-Allels die Anzahl der falsch-negativen Ergebnisse, im Falle des Mutanten-

Allels die Zahl der fälschlich als homozygot erkannten Allele bei eigentlich vorliegender 

Heterozygotie steigen. Zudem werden längst nicht alle Abschnitte des Exoms mit der-

selben Häufigkeit abgelesen, sodass die depth in manchen Regionen unter 10 liegen kann. 

Der Hersteller Illumina gibt für die in dieser Arbeit vorwiegend verwendete Technologie 

(HiSeq2000) eine coverage von mindestens 85 % aller Sequenzen bei einer depth von 30-

fach an (Illumina, 2014). In diesem Bereich beträgt die Wahrscheinlichkeit einer falsch 

erkannten Base 0,1 %, für die gesamte Sequenz berichten Liu et al. eine Fehlerrate von 

2 % bzw. eine Genauigkeit von 98 % (Liu et al., 2012). Es ist jedoch davon auszugehen, 

dass die Qualität der im Rahmen dieser Arbeit genutzten im Jahre 2014 erzeugten Sequen-

zen höher ist, da sich die Technologien und Protokolle stetig verbessern. Dennoch gilt: 

Aufgrund der großen Datenmenge führt auch eine Fehlerrate im Promillebereich in der 

Summe zu einer relevanten Zahl von Lesefehlern. Somit rechtfertigt sich auch die Not-

wendigkeit einer Validierung der gefunden Kandidatenvarianten mittels Sanger-

Sequenzierung, wie sie in dieser Arbeit vorgenommen wurde. Beck et al. fanden jedoch 

heraus, dass dieses Vorgehen angesichts der verbesserten Leistung aktueller next-

generation Sequenziergeräte zu hinterfragen ist, da die einfache Sanger-Sequenzierung 
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neben höheren Kosten und meist redundanten Daten auch häufiger falsch-negative Ergeb-

nisse liefere und damit positive Funde widerlege (Baudhuin et al., 2015; Beck et al., 2016). 

Der Ausschluss einer wahren pathogenen Mutation ist insbesondere im Zwillingsprojekt in 

der vorliegenden Arbeit als mögliche Fehlerquelle zu berücksichtigen. 

Im Verlauf der vergangenen Jahre haben sich mehrere Hersteller auf dem Markt der Ent-

wicklung von NGS-Maschinen etabliert, welche auf unterschiedlichen Technologien  

basieren. Durch die technischen Weiterentwicklungen und die Konkurrenz der Hersteller 

konnten die Preise sinken. Gleichzeitig ist jedoch durch die Diversität der NGS-

Technologien der Anspruch hinsichtlich der Deutung der Ergebnisse und Berücksichtigung 

der jeweiligen Stärken und Schwächen gewachsen. Auch gilt es, einheitliche Standards zu 

etablieren, welche eine hohe Zuverlässigkeit der Ergebnisse insbesondere im diagnosti-

schen Rahmen garantieren müssen (Lohmann und Klein, 2014). 

Tab. 22: Aktuelle Stärken und Limitierungen des NGS  

Stärken von NGS im Vergleich zu  

herkömmlichen Verfahren 

noch bestehende Herausforderungen für 

die Weiterentwicklung des NGS 

Kosten pro Analyse 

Abdeckung des gesamten Genoms möglich  

(jedoch aktuell noch häufig Fokussierung auf 

Exom aus Kostengründen) 

Durchsatz / Zeitfaktor 

Detektion von CNV und strukturellen  

Umlagerungen durch die Standardverfahren  

nicht gewährleistet 

hypothesenfreier Ansatz möglich 
Etablierung von Standards, insbesondere für 

Filteralgorithmen & NGS-Technologien 

schnell wachsende Zahl der Genom-Datensätze  weitere Verbesserung der Fehlerraten  

dauerhafte Verfügbarkeit großer Datenmengen Validierung weiterhin notwendig 

CNV – copy number variant 

Filteralgorithmus 

Bei der Sequenzierung eines kompletten Genoms finden sich nach Abgleich mit dem 

Referenzgenom etwa drei bis vier Millionen Varianten, bei einer Eingrenzung auf das 

Exom verbleiben immer noch 20.000 bis 50.000 Varianten (Gilissen et al., 2012). Die 

Problemstellung hat sich somit von der Detektion der Mutation zur Interpretation dieser 

Daten verlagert, sie gleicht der sprichwörtlichen Suche nach der Nadel im Heuhaufen. 

Daher ist ein strukturiertes Vorgehen bei der Auswertung der gefundenen Varianten erfor-

derlich.  
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Der in dieser Arbeit zur Anwendung kommende familienbasierte Ansatz ermöglicht, eine 

präzise Anamnese und Beschreibung des Phänotyps vorausgesetzt, die weitere Eingren-

zung der Anzahl der Varianten. Dabei wird angenommen, dass die krankheitsverursachen-

de Mutation von allen Betroffenen geteilt wird und gleichzeitig nicht (homozygot) bei 

Gesunden zu finden ist. Phänokopien, also dem zu untersuchenden Phänotyp ähnelnde, 

jedoch nicht durch die familiäre Mutation begründete PS, sowie eine reduzierte Penetranz 

erschweren unter Umständen dieses Vorgehen. Ebenfalls sollte die Familie ausreichend 

viele Angehörige haben. Für die Aufklärung von de-novo-Mutationen genügen Trios aus 

dem erkrankten Indexpatienten und dem gesunden Elternpaar. Dieser Ansatz wurde bereits 

vielfach erfolgreich eingesetzt und führte beispielsweise zur Identifikation von de-novo-

Mutationen in den Genen WDR45 (Haack et al., 2012), verantwortlich für die NBIA-

Erkrankung Beta-propeller Protein-Associated Neurodegeneration (BPAN), TUBB4A 

[Leukenzephalopathie (Simons et al., 2013)] oder auch SHANK3 [Autismus, (Nemirovsky 

et al., 2015)]. 

Durch die Fokussierung der analysierten Sequenz auf das Exom, also den kodierenden 

Anteil des Genoms, wurde bereits eine Eingrenzung auf 1 % der Erbsubstanz vorgenom-

men, in der geschätzt 85 % der pathogenen Varianten zu finden sind (Wang et al., 2013). 

Somit stehen keine Informationen über Varianten in den intronischen Bereichen zur Ver-

fügung, welche jedoch potentiell die verbleibenden 15 % der Varianten enthalten und 

durch räumliche Umlagerung regulatorisch Einfluss auf die kodierende Sequenz nehmen 

können (Schierding et al., 2014). 

Synonyme Varianten, welche nicht in einer Änderung der Aminosäuresequenz resultieren, 

wurden ebenfalls ausgeschlossen, da der überwiegende Anteil der krankheitsverursachen-

den Mutationen nach heutigem Wissensstand nicht-synonyme, missense- und Stopp-Codon 

erzeugende nonsense-Mutationen sowie Deletionen und Duplikationen sind 

(Makrythanasis und Antonarakis, 2013). Dennoch ist eine Beeinflussung des Spleiß-

vorganges durch einen synonymen Basenaustausch möglich, wie im Falle des die  

Zystische Fibrose verursachenden Gens CFTR beobachtet wurde (Pagani et al., 2005; Faa 

et al., 2010). Weiterhin berichteten Carlini et al., dass nicht alle synonymen Codons bei 

der Translation mit gleicher Präferenz verwendet werden, was in einer Veränderung der 

Expression des kodierten Prein resultiert. So führte beispielsweise ein synonymer Basen-

austausch in den für die Aminosäure Leucin kodierenden präferierten Codons CTG und 

CTC zu CTA in Fruchtfliegen zu einer reduzierten Aktivität der Alkohol-Dehydrogenase 
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(Carlini und Stephan, 2003). Auch können synonyme Codons durch die kotranslationale 

Faltung zu unterschiedlichen Proteinkonformationen führen (Buhr et al., 2016).  

Die Filterung nach dem Kriterium der Allelfrequenz kleiner 1 % geht von der Annahme 

aus, dass hinter seltenen monogenen Erkrankungen, wie genetische PS es sind, seltene 

Mutationen mit einer hohen Effektstärke stehen (Hernandez et al., 2016). Dabei wurde in 

dieser Arbeit meist die übliche 1-%-Grenze als Definition seltener Varianten angewendet 

(Brookes, 1999). Eine Fehlerquelle könnte einerseits darin bestehen, dass die gesuchte 

Variante über dem Grenzwert liegt und somit fälschlicherweise aussortiert wurden, ande-

rerseits könnte die Grundannahme sich als falsch erweisen. Aufgrund des Gründer- bzw. 

Founder-Effektes kann die Häufigkeit einer in der Allgemeinbevölkerung seltenen Varian-

te in geografisch oder kulturell isolierten Populationen deutlich höher liegen. Dies trifft 

beispielsweise auf die Mutation p.Gly2019Ser im Gen LRRK2 (PARK8) zu, welche bei 

sporadischen PS-Patienten unter aschkenasischen Juden in 13,3 % und nordafrikanischen 

Arabern in 40,8 % der Fälle zu finden ist, während sie bei europäischen PS-Patienten bei 

0,7 % – 1,6 % liegt (Zabetian et al., 2006). In der Allgemeinbevölkerung ist die Verbrei-

tung dieser Mutation in Europa mit einer Allelfrequenz von 0,06 % (ExAC Abfrage am 

16.10.2016; Change et al. 2008) selten, während sie unter aschkenasischen Juden mit 

1,3 % (Ozelius et al., 2006) und unter nordafrikanischen Arabern mit 2,2 % (Change et al., 

2008) relativ verbreitet ist. Ein weiteres Mittel zur Eingrenzung und Priorisierung war die 

Anwendung der Prädiktionsprogramme SIFT, PolyPhen und CADD, welche durch Angabe 

von Scores die Wahrscheinlichkeit einer Pathogenität der jeweiligen gefundenen Variante 

angeben. Da diese jedoch nicht immer konsistente Ergebnisse liefern (beispielsweise im 

Falle der analysierten Kandidatengens CPNE3, siehe Tab. 17) und die zugrundeliegenden 

Algorithmen nur eine Abschätzung erlauben, könnte eine Fehleinschätzung zum Aus-

schluss einer in Wirklichkeit wahren Kandidatenvariante geführt haben. Zuletzt sollte die 

Expression des Gens auch im Gehirn zu finden sein, was mithilfe der Datenbank OMIM 

und UniProt überprüft wurde. 

In Familie G (Projekt 3) wurde der Filteralgorithmus durch die Berücksichtigung der Fre-

quenzen von loss-of-function-Mutationen (LoF) in den Kandidatengenen ergänzt, um die in 

der PS-Patienten Stichprobe zu untersuchenden Varianten von zehn auf drei reduzieren zu 

können. Hierzu wurde jeweils der Quotient aus der in ExAC gelisteten Anzahl der loss-of-

function-Mutationsträger und der Anzahl aller Träger mutierter Allele desselben Gens 

gebildet. Der erhaltene Wert gibt Auskunft über den Anteil der schwerwiegenden Mutatio-
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nen im Kandidatengen, wobei ein hoher Wert eher gegen dessen pathogene Relevanz 

spricht. Ebenfalls gering sollte die Zahl der homozygoten Träger von loss-of-function-

Mutationen sein. Insbesondere das in ExAC berichtete Verhältnis der erwarteten loss-of-

function-Mutationen zur Anzahl der beobachteten sollte bei einer erneuten Filterung einbe-

zogen werden, da es die tatsächliche Mutationslast in Relation zur Größe des Gens angibt. 

Ein starkes Missverhältnis bzw. ein hoher Quotient (erwartete LoF-MUT/beobachtete LoF-

MUT) würde auf eine geringe Toleranz für LoF-Mutationen hinweisen. In ExAC wird 

hierfür der Parameter „propability of LoF-intolerance“ (pLI) angegeben, welcher eine 

Unterteilung der gelisteten Gene in LoF-tolerant (pLI-Wert ≤ 0,1; n = 10.374) und LoF-

intolerant (pLI-Wert ≥ 0,9, n = 3.230) zulässt (Lek et al., 2016). Lek et al. stellten fest, 

dass Gene, welche an grundlegenden biologischen Prozessen mit einer hohen Anzahl an 

Interaktionspartnern beteiligt sind, hohe pLI-Werte aufweisen. Dass dieser jedoch nicht 

gleichbedeutend mit dem Status als Krankheitsgen zu werten ist, zeigt das zu familiärem 

Brustkrebs führende Gen BRCA1 (pLI-Wert = 0). Unter den untersuchten Kandidatenge-

nen lagen lediglich die pLI-Werte der Gene APBB1 und ZBTB47 über 0,9. APBB1 schied 

jedoch aufgrund der niedrigen Pathogenitätsscores des beobachteten missense-Variante im 

Verlauf der Filterung aus. ZBTB47 hingegen wurde der Validierung bzw. Frequenzanalyse 

bei 300 PS-Patienten unterzogen, welche jedoch negativ ausfiel (siehe unten). 

Aufklärung von genetischen Ursachen bei den untersuchten PS-Familien 

Durch den erfolgreichen Einsatz des NGS-Verfahrens bei Familie M (Projekt 1) konnte die 

genetische Ursache der Parkinson-Erkrankung gefunden und die ursprüngliche Diagnose 

eines idiopathischen PS korrigiert werden. Es konnte ein compound-heterozygoter Mutati-

onsstatus im Parkinson-Gen PLA2G6 (PARK14) bei den beiden jüngeren erkrankten 

Schwestern nachgewiesen werden, wobei im Falle der ältesten Schwester nicht ausrei-

chend Material für eine Sequenzierung vorhanden war. Weiterhin fehlten die genetischen 

Daten zur jüngsten, nach letztem Wissensstand nicht betroffenen Schwester. Dieser Um-

stand hinterlässt eine Restunsicherheit in Bezug auf die Segregation der Mutationen und 

somit der Krankheitsursache. Für die Richtigkeit der Hypothese, dass die gefundenen 

Mutationen krankheitsursächlich sind, sprechen jedoch die folgenden Erkenntnisse. Die 

Spleißstellenmutation c.610-1G>T wurde bereits bei einem Patienten mit infantiler neuro-

axonaler Dystrophie (INAD) und compound-heterozygotem Mutationsstatus als pathogen 

publiziert (Paisan-Ruiz et al., 2012). Auch die Tatsache, dass sie stromaufwärts der funk- 
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Abb. 18: Schematische Darstellung des Proteins Phospholipase A2 mit der Lokalisation der gefundenen 

Mutationen. Dargestellt sind die Ankyrin-repeat-Domäne (1-7), eine Prolin- (P) und Glycin- (G) reiche 

Domäne, das katalytische Zentrum (Aminosäuren GTSTG) sowie eine Calmodulin-bindende Domäne (C). 

tionellen Domänen des kodierten Proteins lokalisiert ist, spricht für eine proteinverändern-

de Wirkung der Mutation (siehe Abb. 18). 

Die Aminosäure der missense-Mutation rs753874848 (c.1627C>T; p.Arg543Cys) ist in 

vielen Spezies konserviert und daher mit höherer Wahrscheinlichkeit funktionsrelevant. 

Die in-silico Analysen ergaben zudem pathogene Scores für diese Mutationen. Anhand 

dieses Projektes wird die Stärke des NGS deutlich, insbesondere vor dem Hintergrund der 

bereits im Vorfeld erfolglos durchgeführten, aufwändigen hypothesenbasierten Kandida-

tengen-Analysen. Dieser Fall zeigt weiterhin sehr deutlich, wie wichtig eine genaue klini-

sche Beschreibung und Dokumentation der Befunde für die genetische Diagnostik ist, da 

erst der entscheidende Hinweis auf die Eisenablagerungen in den Basalganglien das PS-

Gen PLA2G6 in den Fokus rückte. Im Hinblick auf das klinische Bild ist die Diagnose 

einer PLA2G6-assoziierten Neurodegeneration mit Dystonie Parkinsonismus (PLAN-DP) 

plausibel und stimmt mit den Angaben in der Literatur überein. Die Befunde der neuropa-

thologischen Untersuchungen waren bei der ältesten Schwester (L-2491) mit der Diagnose 

eines idiopathischen PS vereinbar. Im Falle der jüngeren untersuchten Schwester (L-2478) 

fielen neben Lewy-Körperchen in der Substantia nigra Eisenablagerungen in den Ba-

salganglien und tau-Pathologien im Temporallappen auf und stützen die Diagnose einer 

PLAN-DP (Paisan-Ruiz et al., 2012; Riku et al., 2013; Karkheiran et al., 2015). Das Feh-

len dieser Befunde im ersten Falle lässt sich möglicherweise auf die sich deutlich unter-

scheidende vorangegangene Krankheitsdauer zurückführen, welche bei der älteren 

Schwester nur fünf Jahre betrug und damit 25 Jahre kürzer war. Dies bedeutet, dass sich 

die Erkrankung in frühen Stadien neuropathologisch wie ein idiopathisches PS präsentieren 

kann. Dieser neuartige Befund wurde in der Zeitschrift Movement Disorders (Klein et al., 

2016) publiziert, um auf diese Besonderheit aufmerksam zu machen. Ein zeitabhängiger 

Zusammenhang zum Vorliegen der Eisenablagerung wurde bereits von den Autoren der 

Erstbeschreibung des PARK14-Locus vermutet (Paisan-Ruiz et al., 2009) und konnte 
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somit bestätigt werden. In einer 23 PLAN-DP Fälle umfassenden Literaturübersicht waren 

Eisenablagerungen nur in 33 % der Fälle nachweisbar (Karkheiran et al., 2015). Ein Indiz 

für eine Störung des Eisenstoffwechsels bei der Patientin L-2491 lag in der Symptomver-

schlechterung unter intravenöser Eisensulfat-Gabe vor. Bemerkenswert ist in diesem Zu-

sammenhang das höhere Erkrankungsalter der dritten Schwester (40 Jahre), welches die 

bisher berichtete Altersspanne von vier bis 37 Jahren überschreitet (Karkheiran et al., 

2015). Dies ordnet sich jedoch in die vielfach berichtete (Tab. 11) hohe klinische Hetero-

genität der PLAN ein (Bohlega et al., 2016). Somit lässt sich die Aussage der genetischen 

Analysen unter Berücksichtigung der neuropathologischen und klinischen Befunde hinrei-

chend untermauern. 

Bei den anderen beiden PS-Familien mit autosomal-dominantem Erbgang (Projekte 2 und 

3) konnte hingegen keine eindeutige Krankheitsursache identifiziert, jedoch Kandidaten-

gene ermittelt werden. Im Falle der Familie B (Projekt 2) wurden infolge des NGS vier 

Kandidatenvarianten und deren Wahrscheinlichkeit krankheitsursächlich zu sein, unter-

sucht. Die Rolle der Kandidatenvariante rs104894299 (p.Asn88Lys) im Gen RAPSN, 

welches für das Protein Rapsyn kodiert, wurde vertiefend untersucht. Rapsyn stabilisiert 

und verankert als postsynaptisches Protein den Acetylcholin-Rezeptor an der motorischen 

Endplatte (Apel et al., 1995). Homozygote bzw. compound-heterozygote Mutationen im 

Gen RAPSN sind ursächlich für das kongenitale myasthene Syndrom (CMS) aufgrund 

einer Fehlfunktion des Acetylcholin-Rezeptors. Die Mutation rs104894299 weist eine hohe 

Verbreitung unter europäischen CMS-Patienten auf und führt sie zu einem eher milderen 

Phänotyp, wenn sie homozygot oder compound-heterozygot vorliegt (Muller et al., 2003). 

In der Exom-Datenbank ExAC wird sie mit einer Allelfrequenz von 0,0024 aufgeführt 

(Abfrage am 25.09.2016). Bei der Untersuchung der institutseigenen PS-Patienten-

Stichprobe auf das Vorliegen der Kandidatenvariante rs104894299 wurden zwei weitere 

heterozygote Träger gefunden (Allelfrequenz: 0,0072), von denen einer aus der PS-

Familie P stammt, in welcher die Segregation der autosomal-dominanten LRRK2-Mutation 

rs34637584 (p.Gly2019Ser) nachgewiesen wurde. Über diese LRRK2-Mutation ist be-

kannt, dass sie bei nordeuropäischen und US-amerikanischen sporadischen PS-Patienten 

mit einer Häufigkeit von 2-3 % sowie einer reduzierten Penetranz beobachtet wird 

(Bardien et al., 2011). Ein Vergleich des Segregationsverhaltens innerhalb der Familie P 

ergab einen augenscheinlich passenderen Befund, da im Falle der RAPSN-Mutation mehr 

Erkrankte und weniger Gesunde vorlagen (siehe Tab. 14). Eine alleinige Berücksichtigung 
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dieses Parameters lässt diese Mutation daher als aussichtsreicheren Kandidaten erscheinen, 

LRRK2 ist jedoch im Gegensatz zu RAPSN bereits als Parkinson-Gen etabliert und um-

fangreich charakterisiert (PARK8, siehe Abschnitt 1.2.2). Andererseits wird am Beispiel 

des GBA-Gens, welches für das lysosomale Enzym β-Glucocerebrosidase kodiert, dennoch 

deutlich, dass Mutationen im selben Gen in Abhängigkeit von der Zygotie sehr unter-

schiedliche Phänotypen hervorrufen können. So führen biallelische loss-of-function-

Mutationen, infolge eines gestörten Abbaus und Anhäufung des Lipids Glucocerebrosid, 

zum Morbus Gaucher. Von dieser systemischen Erkrankung ist neben der Leber, Milz, 

Nieren, Lungen und dem Knochenmark auch das Nervensystem betroffen, wodurch sich 

eine Vielzahl verschiedener Symptome zeigen. Heterozygote GBA-Mutationen konnten 

jedoch auch als Risikofaktor mit einer Odds Ratio von 5,43 für das Erkranken an einem PS 

identifiziert werden. So entwickelten Verwandte von Morbus Gaucher-Erkrankten häufiger 

ein PS. Unter PS-Patienten erkrankten Träger einer GBA-Mutation zudem früher als nicht-

Träger (Sidransky, 2006; Sidransky et al., 2009). Eine Assoziation von RAPSN-Mutationen 

zum PS wäre daher denkbar, auch wenn in der Literaturdatenbank PubMed bisher kein 

vermehrtes Auftreten von PS-Fällen bei heterozygoten Trägern ─ beispielsweise bei den 

Eltern von Patienten mit kongenitalem myasthenem Syndrom ─ berichtet wurde (Abfrage 

vom 14.10.2016). Die auf Exon 2 des Gens RAPSN beschränkte Untersuchung von 277 

PS-Patienten ergab weiterhin keine erhöhte Mutationsfrequenz.  

Bei Familie G war keines der zehn gefilterten Gene bisher als PS-assoziiert berichtet wor-

den. Die Wahl fiel nach Anwendung der genannten Kriterien (Frequenz, in-silico Scores, 

Expression, Funktion) auf die Varianten in den Kandidatengenen CPNE3, HSDL2 und 

ZBTB47. CPNE3 kodiert für das Protein Copine III, welches zur Familie der kalzium-

abhängigen Lipid-bindenden Copine-Proteinen gehört (Ramsey et al., 2008). Es konnte 

zudem gezeigt werden, dass es evolutionär konserviert ist und eine Kinaseaktivität besitzt 

(Creutz et al., 1998; Caudell et al., 2000). Die durch das elf Exons enthaltende Gen HSDL2 

kodierte Protein Hydroxysteroid dehydrogenase like 2 gehört der Familie der Sterol carrier 

protein-2 (SCP-2) (Edqvist und Blomqvist, 2006) an und ist in die Synthese von Steroid-

hormonen sowie in den fetalen Entwicklungsprozess involviert. HSDL2 wird in vielen 

Geweben exprimiert, unter anderem im fetalen Hirn sowie Leber, Niere, Prostata, Hoden 

und Ovar (Dai et al., 2003). Für das vom Gen ZBTB47 kodierte Protein Zinc finger and 

BTB domain containing 47 konnte gezeigt werden, dass es als Transkriptionsfaktor bzw. 
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Repressor fungiert. Die Expression wurde im Hirngewebe, aber auch in Auge, Leber, 

Hoden und Ovar nachgewiesen (Kumar et al., 2010)  

In den Projekten 2 und 3 wurden die die oben genannten Kandidatenvarianten tragenden 

Exons in einer Stichprobe von jeweils etwa 300 PS-Patienten untersucht, um die Prävalenz 

bei PS-Patienten zu überprüfen. Im Vergleich zur ExAC-Population ergaben sich jedoch in 

keinem Falle signifikant höhere Allelfrequenzen. Gründe hierfür können in der Auswahl 

der Varianten und der Anwendung der zuvor diskutierten Kriterien liegen. Weiterhin ist es 

möglich, dass die auch unter Abwägung der Kosten und des zeitlichen Aufwandes gewähl-

te Größe der untersuchten Patienten-Stichprobe zu klein war. Eine Erweiterung könnte 

daher im Falle einer nur geringen Effektstärke der gesuchten Mutation die Power der Un-

tersuchung erhöhen und möglicherweise richtungsweisendere Ergebnisse bereithalten. Die 

aus denselben Gründen auf einzelne Exons der Kandidatengene beschränkte Sequenzie-

rung erlaubt weiterhin keine Aussage über das Vorliegen von Mutationen in der übrigen 

kodierenden Sequenz. Weiterhin sind die im Filterprozess aussortierten Kandidatengene zu 

berücksichtigen und müssten gegebenenfalls ebenfalls in einer Stichprobe überprüft wer-

den. Durch die nun gegebene Verfügbarkeit der Exomdaten kann bei zukünftigen Berich-

ten in der Literatur über neue PS-Gene problemlos eine erneute Auswertung der Datensät-

ze erfolgen. An dieser Stelle ist auch die bereits eingangs erläuterte Stärke der durch das 

NGS ermöglichten unvoreingenommenen Herangehensweise zu erkennen. 

Zusammenfassend gelang die Aufklärung in einer der drei untersuchten PS- bzw. Tremor-

Familien, was eine Aufklärungsrate von 33 % ergibt. Diese Quote entspricht dem zu er-

wartenden und für die Methodik der Exom-Sequenzierung in der Literatur berichteten 

Wert (Levenson, 2014; Yang et al., 2014). 

Genetische Analyse diskordanter, eineiiger Zwillinge 

Der Untersuchung der monozygoten Zwillingspaare lag das Paradoxon zugrunde, dass die 

Geschwister genetisch identisch sind, jedoch nur ein Zwilling an einem PS erkrankt war. 

Es bestand daher die Hypothese, dass eine somatische Mutation für das Erkranken des 

betroffenen Zwillings verantwortlich ist (Abb. 19). Dabei kann sich das, meist durch Mito-

sefehler, entstehende genetische Mosaik entweder in einzelnen, im Organismus verteilten 

mutierten Zellen niederschlagen (A), denkbar ist jedoch auch eine auf bestimmte Zellpopu-

lationen (z. B. Neuronen) beschränkte Trägerschaft (B). Abhängig ist dies vom Zeitpunkt 

des Auftretens der Mutation und der betroffenen Zellgattung.  
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Abb. 19: Modell zur Mosaikentstehung.  Bei einer sich erst in späteren Zellteilungen ereigneten Mutation 

(Blitz) sind nur einzelne Zellen von dieser betroffen (A) und mit den Wildtypzellen vermischt. In frühen 

Stadien auftretende Mutationen (B) können eine komplette Zellpopulation betreffen (z. B. Neuronen), in 

anderen (z. B. Blutzellen) jedoch nicht zu finden sein. 

Hierzu wurden die Varianten der Exom-Sequenzierung miteinander verglichen und jene 

Varianten ausgewählt, welche nicht von beiden Zwillingen geteilt wurden. Die Validierung 

der gefilterten Varianten in der Sanger-Sequenzierung konnte jedoch in keinem Falle die in 

der NGS festgestellte Diskordanz bestätigen. Gründe hierfür können im Filteransatz zu 

finden sein, welcher durch die Konzentrierung auf die Unterschiede in zwei theoretisch 

genetisch identischen Organismen zwar einerseits in der Lage ist, im Laufe des Lebens 

erworbene (somatische) Mutationen aufzuspüren, andererseits jedoch auch falsch positive 

Funde anreichert. Für das verwendete Sequenziergerät (HiSeq2000) des Herstellers Illumi-

na wird eine Fehlerrate von etwa 2 % berichtet (Liu et al., 2012), was bei 40.000 Varianten 

800 Lesefehler bedeutet. Die Sanger-Sequenzierung wurde kein zweites Mal wiederholt, 

da ihre Fehlerrate auch in Anbetracht der kurzen Sequenzlänge mit 99.999 % sehr gering 

ist (Shendure und Ji, 2008). Da die untersuchte DNA aus Vollblut bzw. Leukozyten extra-

hiert wurde, konnten lediglich Mutationen innerhalb dieser Zellpopulation analysiert wer-
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den. Durch den oben beschriebenen Mechanismus der Mosaikentstehung besteht die Mög-

lichkeit, dass zu wenige bzw. keine mutationstragende Zellen erfasst wurden. Aufgrund der 

schweren Verfügbarkeit von aus Nervengewebe gewonnener DNA konnte diese Möglich-

keit im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht ausgeschlossen werden. Ein weiterer „blin-

der Fleck“ der Analysen ist das mitochondriale Erbgut. Gendefekte in den „Kraftwerken 

der Zellen“ manifestieren sich aufgrund des hohen Energiebedarfs der Nervenzellen kli-

nisch häufig in Form neurologischer Erkrankungen, wie beispielsweise dem MELAS- und 

MERFF-Syndrom, der Leber‘schen Optikusatrophie oder auch der subakuten nekrotisie-

renden Enzephalomyopathie (Leigh-Syndrom). Weiterhin könnte die Krankheitsursache 

auch in Umweltbedingungen begründet sein, denen beide Zwillinge in unterschiedlichem 

Maße ausgesetzt waren. Pathogenetisch relevante Umweltfaktoren sind häufig schwer bzw. 

nur in aufwendigen Studien nachweisbar, jedoch stehen verschiedene Chemikalien und 

Metalle, wie beispielsweise Blei, im Verdacht ein PS auslösen zu können. Insbesondere für 

Pestizide, welche zunehmend in ländlichen Regionen das Trink- bzw. Brunnenwasser 

belasten, konnte eine krankheitsverursachende Wirkung nachgewiesen werden. So wurde 

in einer großen Kohortenstudie mit 143.325 Teilnehmern ein relatives Risiko von 1,7 für 

eine Parkinson-Erkrankung nach einer Pestizidbelastung berichtet (Ascherio et al., 2006). 

Weiterhin konnte in einer 99 diskordante Zwillingspaare einschließenden Studie festge-

stellt werden, dass eine Trichlorethylen-Exposition (TCE), ein weitläufig verbreitetes, 

umweltkontaminierendes Lösungsmittel, signifikant mit einem höheren Erkrankungsrisiko 

(Odds-Ratio = 6,1, p = 0,0034) assoziiert ist (Goldman et al., 2012).  

Bedeutung der unabhängigen Replikation  

Aufgrund des hypothesenfreien Untersuchungsansatzes der NGS-Technologie sind Zu-

fallsbefunde nicht selten und bedürfen einer unabhängigen Validierung, wie sie im Rah-

men des Projektes 5 erfolgte. Berichte über mittels NGS gefundene Mutationen im Gen 

RAB39B bei einer PS-Familie (Mata et al., 2015) gaben Anlass zur Screening-

Untersuchung der hiesigen PS-Patienten-Kohorte (Löchte et al., 2016). RAB39B ist im 

System des vesikulären Transports involviert und beeinflusst möglicherweise dabei die 

Entstehung der pathologischen α-Synuclein Ablagerungen, wie auch kürzlich für das im 

Abschnitt 1.2.2 vorgestellte PS-Gen VPS35 berichtet wurde (Dhungel et al., 2015; Lesage 

et al., 2015). Mittels Sanger-Sequenzierung wurde der komplette kodierende Bereich samt 

angrenzenden Regionen des Kandidatengens RAB39B bei PS-Patienten ohne kognitives 

Defizit, XDP-Patienten sowie bei gesunden Kontrollen auf Mutationen untersucht. Die 
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dabei erhobenen Befunde deuten auf keine erhöhte Trägerrate sowohl in PS-Patienten ohne 

kognitives Defizit, als auch in XDP-Patienten hin. Gestützt wird diese Schlussfolgerung 

durch weitere Publikationen, die sich mit derselben Frage auseinandergesetzt haben. So 

konnten in 502 Han-chinesischen PS-Patienten keine Mutationen im kodierenden Bereich 

gefunden werden (Yuan et al., 2015). Hodges et al. kommen nach einem Screening von 

884 PS- und 778 Lewy-Body-Demenz-Patienten kaukasischer Herkunft ebenfalls zu dem 

Ergebnis, dass RAB39B-Mutationen nicht häufiger in diesen Gruppen zu finden sind 

(Hodges et al., 2016). Die Mehrheit der Studien, welche eine Assoziation zum PS herstel-

len konnten, wurden an Patienten mit kognitiven Defiziten durchgeführt (Wilson et al., 

2014; Lesage et al., 2015), auch wenn Mata et al. ausdrücklich darauf hinweisen, dass 

lediglich zwei ihrer sechs Mutationsträger Zeichen einer mentalen Retardierung zeigten 

(Mata et al., 2015). Die bisher veröffentlichten Publikationen deuten daher darauf hin, dass 

sich die Assoziation auf diese Untergruppe (intellectual disability, ID) beschränkt und die 

Defizite eher auf eine Entwicklungsstörung beruhen als auf einer neurodegenerativen 

Demenz. Eine Vergrößerung der Screening-Stichprobe könnte diese Aussage stärken, da 

die Möglichkeit besteht, nur zufällig keine Mutationsträger gefunden zu haben. 

Somit lässt sich zusammenfassend feststellen, dass sich der erhobene Befund schlüssig in 

die vorhandene Literatur einordnen lässt und die Aussagekraft hinsichtlich der geringeren 

Bedeutung von RAB39B-Mutationen in PS-Patienten untermauert (Löchte et al., 2016). 
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5 Schlussfolgerungen 

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung und Identifizierung genetischer Ursachen des 

Parkinson-Syndroms unter Anwendung des next-generation sequencing. Dabei wurde 

einerseits auf genetisches Material von drei Familien und zwei Zwillingspaaren zurückge-

griffen, andererseits eine Screening-Studie zur Validierung des potentiellen Parkinson-

Gens RAB39B durchgeführt.  

Das compound-heterozygote Auftreten der Spleißstellenmutation c.610-1G>T in Kombina-

tion mit der missense-Mutationen c.1627C>T (p.Arg543Cys) konnte im Falle der erkrank-

ten Töchter der Familie M (Projekt 1) als Auslöser einer PLA2G6-assoziierten Neurodege-

neration identifiziert werden. Die neuropathologischen Befunde legen einen 

zeitabhängigen Zusammenhang für das Vorkommen von Eisenablagerungen in der histo-

logischen Untersuchung nahe. Bei Familie B (Projekt 2) konnte unter Anwendung der  

zugrundeliegenden Auswertungsstrategie für keine der gefilterten und in der PS-

Patientenstichprobe kontrollierten Kandidatenvarianten in den Genen RAPSN, SALL3 und 

TPI1 eine Krankheitsassoziation zweifelsfrei nachgewiesen werden. Auch in Familie G 

(Projekt 3) konnte dieser Nachweis nach Untersuchung der ausgewählten Kandidatengene 

CPNE3, HSDL2 und ZBTB47 nicht erbracht werden.  

Weiterhein konnte im Rahmen einer Screening-Untersuchung (Projekt 5) die Prävalenz 

von RAB39B-Mutationen innerhalb einer Stichprobe von 650 Parkinson- bzw. XDP-

Patienten ermittelt werden. Es wurden in vier PS-Patienten drei Varianten ohne krank-

heitsverursachende Auswirkung im Kandidatengen RAB39B gefunden. Somit wurde ge-

zeigt, dass bei Parkinson-Patienten ohne kognitive Defizite sowie in XDP-Patienten keine 

Erhöhung der Häufigkeit von RAB39B-Mutationen vorliegt. 

In Zusammenschau der oben genannten Ergebnisse dieser Arbeit gelang die Aufklärung in 

einer der drei PS-Familien, was eine Aufklärungsrate von 33 % ergibt. Diese Quote ent-

spricht dem zu erwartenden und für die Methodik der Exom-Sequenzierung in der Literatur 

berichteten Wert (Levenson, 2014; Yang et al., 2014). Im Falle der diskordanten Zwil-

lingspaare (Projekt 4) konnte die der Untersuchung zugrundeliegende Hypothese des Vor-

liegens einer krankheitsverursachenden somatischen Mutation mit der angewendeten Me-

thodik nicht bestätigt werden.   
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6 Zusammenfassung  

Das Parkinson-Syndrom (PS) ist eine heterogene neurodegenerative Erkrankung, welche 

ursprünglich als Lehrbuchmodell einer nicht-genetischen Erkrankung galt. Im Verlauf der 

zurückliegenden 20 Jahre konnte jedoch eine stetig wachsende Anzahl krankheitsverursa-

chender Gene identifiziert werden. Mittlerweile konnten unter anderem auch mithilfe der 

next-generation sequencing (NGS)-Technologie für die Gruppe der genetischen PS 23 

Loci (PARK1-23) und 18 Gene gefunden werden. Die Untersuchung familiärer PS kann 

dabei helfen, die Pathomechanismen der idiopathischen Formen zu verstehen. 

Zielsetzung dieser Arbeit war es, unter Einsatz des NGS bzw. der Exomsequenzierung in 

drei Familien (I) sowie zwei Zwillingspaaren (II) die genetische Ursache des aufgetretenen 

PS bzw. des Tremors aufzudecken, wobei die Datensätze gefiltert und die Kandidatenvari-

anten mittels Sanger-Sequenzierung validiert wurden. (III) Weiterhin sollte die Prävalenz 

von Mutationen im kürzlich publizierten PS-Kandidatengen RAB39B im Rahmen einer 

Screening-Untersuchung ermittelt werden. Dazu wurde eine institutseigene Stichprobe 

bestehend aus 552 PS- sowie 99 XDP- (X-chromosomal gekoppelter Dystonie-

Parkinsonismus) Patienten durch Sanger-Sequenzierung der kodierenden Sequenz auf 

Träger von Mutationen hin analysiert. 

(I) In einer (Familie M) der drei PS-Familien konnte die Diagnose einer PLA2G6-

assoziierte Neurodegeneration (PLAN, PARK14) gestellt werden. Untermauert wurden die 

genetischen Befunde durch neuropathologische Untersuchungen der Erkrankten. In den 

Familien G und B sowie in den Zwillingspaaren (II) konnte nach Analyse der gefilterten 

Varianten keine als krankheitsursächlich identifiziert werden. Eine Neuauswertung der 

Exom-Datensätze unter Berücksichtigung neuer Forschungsergebnisse könnte die Aufklä-

rung dennoch ermöglichen. (III) In der gescreenten Stichprobe konnten keine eindeutigen 

RAB39B-Mutationen bei XDP- sowie PS-Patienten gefunden werden.  

Zusammenfassend wurde die Methodik des NGS erfolgreich eingesetzt und führte zur 

Aufklärung des genetischen PS bei Familie M (Klein et al., 2016). Zudem konnten Er-

kenntnisse über die Bedeutung des Kandidatengens RAB39B gewonnen werden, welches 

für die Routinediagnostik von familiären PS ohne ausgeprägte kognitive Defizite weniger 

relevant erscheint (Löchte et al., 2016).  
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7 Ausblick 

In der vorliegenden Arbeit wurden die genetischen Hintergründe des Parkinson-Syndroms 

unter Einsatz zweier verschiedener Technologien, dem next-generation sequencing sowie 

der herkömmlichen Sanger-Sequenzierung, untersucht. Durch das Verständnis der Patho-

genese und Krankheitsursache soll die Erforschung genetischer Erkrankungen helfen, zum 

einen neue diagnostische Werkzeuge zu entwickeln und zum anderen neue therapeutische 

Ansätze aufzudecken, beispielsweise durch das wachsende Verständnis des α-Synuclein-

Stoffwechsels mithilfe der Identifizierung neuer Parkinson-Gene.   

Im Zuge diese Arbeit wurden Familien genetisch untersucht, die bereits mehrere Jahre 

zuvor phänotypisiert wurden. Eine Nachuntersuchung dieser Individuen könnte neue  

Erkenntnisse hinsichtlich der Krankheitsentwicklung Erkrankter sowie ereigneter Neu-

erkrankungen vermeintlich gesunder Familienmitglieder liefern. Somit könnten durch 

erneute Untersuchungen Phänokopien besser identifiziert werden und die Filterung von 

Kandidatenvarianten erleichtert werden.  

Aufgrund der ständig wachsenden Anzahl neuer Parkinson-(Kandidaten)-Gene ist eine Re-

Evaluation und Filterung der untersuchten Exom-Datensätze sinnvoll. Zudem wäre eine 

Re-Sequenzierung der Familienmitglieder unter dem Einsatz aktuellster NGS-

Technologien zu erwägen, da sich die Fehlerraten und Sensitivität neuerer Sequenzier-

Geräte im Laufe der vergangenen Jahre weiter verbessert haben.  

Das Kandidaten-Gen RAB39B wurde hinsichtlich der Prävalenz in einer Stichprobe kogni-

tiv nicht eingeschränkter PS-Patienten untersucht. Eine Erweiterung der Stichprobengröße 

und Analyse der Subgruppen mit und ohne kognitive Defizite würde die Schlussfolgerung 

dieser Arbeit weiter unterstützen.  

Darüber hinaus könnten funktionelle Studien die tatsächliche Auswirkung der gefundenen 

Mutationen und Kandidatenvarianten auf das kodierte Protein näher beleuchten, als es mit 

den durchgeführten in-silico Analysen möglich ist. 
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Anhang 

Verwendete Primer 

Projekt Variante im Gen 
Vorwärts- (F) und Rückwärts-

primer (R) (5‘  3‘) 

Produkt 

Länge 

(bp) 

Annealing-

temperatur 

(°C) 

1 CSF1R (F) ATCACACCTGGCAAAAGC 

(R) GGAAGTAGGTACTGGGAGATTG 

317 60 

1 PLA2G6 Var.1 (F) GGAGGTCTTACCCCTTCTGAG 

(R) GGTTCAAGCGATTCTCTTTCC 

461 60 

1 PLA2G6 Var.2 (F) GGTGTGCTCCCCAAACTC 

(R) CTTAGGCCTCGGTAAACCC 

248 60 

2 RAPSN_Ex2 (F) GCCTTTTTGCTCTCTGATTCTC 

(R) TTTGGGATCTGCTGCTTTG 

612 62 

2 TPI1 (F) GACCCTTCCCTCACTTTCCTC 

(R) GAGATACCTGCGATGACCTTTG 

381 62 

2 TPI1_Ex3-4 (F) TGACTAATGGGGCTTTTACTGG 

(R) GTGGACATTGGGGGATTTC 

633 62 

2 SALL3 (F) CTGTCCCGGCCCGAGTCT 

(R) TTGCCCTTGCGGTGCTTC 

326 60  

(GC-rich-Kit) 

2 SHANK2 (F) TGGAAGGCTAAAGACATCTGAG 

(R) GGCAAATCATTCGTTCACTG 

402 58 

3 ACOXL (F) CTGCATTCTGGAGTCTTTG 

(R) CTCATGCCAGGGTATCAC 

288 61 

3 ALDH1L1 (F) CCTACTGCTTCCCTTCTACC 

(R) ATGAACTGCCCTGTCTTG 

304 58 

3 APBB1  (F) GGCTGTCTGACAAATAAGAGG 

(R) GGCTTTGAGGATGGAGAAT 

428 58 

3 CPNE3 (F) CAAGTGCACCTTTGATCTG 

(R) TTGTCCAAGGGTACATTCAC 

232 60 

3 HSDL2 (F) TGGTGCTTGCTTGTTACTTCC 

(R) GTGTTGGTATGGGTTTTCTTCC 

430 61 

3 KIF9 (F) GGTTGCTTGGAAATACGG 

(R) TCTCTCTGGGGTCATTGG 

428 61 

3 PDPR (F) GTCTGAGTGTCGCTGGATGA 

(R) TAGGCACTGCTGGTGGTCTT 

220 61 

3 SLC2A4  (F) CCCCAGGTGATTGAACAGA 

(R) GGCAGGCAGACAGAGTGA 

269 66 

3 ZBTB47 (F) GTTTTCATCCCCAACCTTAG 

(R) GACTTACCAACCATGTGCTTAC 

323 61 

3 ZBTB47_Ex3 (F) TCCCCAACCTTAGAAACATCAG 

(R) TCCTCACCCCTTCACATTG 

416 56 
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Projekt Variante im Gen 
Vorwärts- (F) und Rückwärts-

primer (R) (5‘  3‘) 

Produkt 

Länge 

(bp) 

Annealing-

temperatur 

(°C) 

3 ZNF660 (F) AGACTAGAGAGGACACTGGTATG 

(R) GTGCCGAATAAGATGTGAC 

411 61 

4 ELMO (F) TTCCCCAGGACCTCTATGAG 

(R) GCCAGCCACACTGTCAAG 

402 66 

4 MAP2K3_L28 (F) GAGGAGGAGCCACAGATG 

(R) CCTCAGTCCAGGATCTCAG 

544 66  

(+DMSO) 

4 PHLPP1 (F) ACGGATTCAGCTCTCAGGAA 

(R) GACCACGCCACTACACTTGA 

245 66  

(+DMSO) 

4 TMTC1 (F) GGATCCCGGAGCAAAGTG 

(R) TGGGCGATCGTGAACAAC 

307 59 

4 TST (F) GTAAGAACCGGCTGTAAGTC 

(R) TCTGTTCCAGACCAAGAAG 

272 59 

4 ABLIM1 (F) GCATCACAAGTTCATTCGTG 

(R) TGTTGGTGTAGGAAGTTTGGTC 

460 58 

4 ANKFY1 (F) AAGCAGAAGCAGTGTCAACAG 

(R) TGGGTCATGGTTTTAGAAGC 

431 58 

4 ATG4B (F) GGCGTTACTGAGTCCTAAGAG 

(R) CAAGAAACCCCCAAGTTC 

387 58 

4 ATXN2 (F) ACAGGCCTGACAATCCCA 

(R) CCTTCGTCGTCCTCCTTCT 

626 60  

(GC-rich-Kit) 

4 CCDC66 (F) ACAAGTGCCTGATACATAGGAG 

(R) CCTGTGCAACAGAATGAGTC 

356 58 

4 CDC27 

rs77467652 

(F) GGGGTAGATGATCTGTATTGCTC 

(R) CGCTTTCACTTGATTTGGAG 

366 58 

4 CDC27 

rs199890121 

(F) GGGAAGGGGAGTATGAAACC 

(R) TAGATGGGAGCGTTGTGTTG 

506 66 

4 EXOC7 (F) GCACCTGGTCAAACTCAG 

(R) CAGCAAGAGCTGTCACAAC 

364 66 

4 FAM155A (F) CGGGCTTGGCAGAGTTTC 

(R) CTTGGATGTGTCGGCAGTATG 

480 66  

(+DMSO) 

4 HAUS5 (F) GGAGCCAATACCCTAATG 

(R) GTGACTGAGATGACAAAACC 

646 58 

4 KLHL36 (F) GGGCACCATCTACAAAGAC 

(R) TTGGAGAAGGCAGTGTTC 

375 58 

4 MAP2K3_L38 (F) ATGCTGCCCAGGTATCTC 

(R) GAAGGACTGCCATTCAGAG 

407 58 

4 PPM1E (F) CCACCAACTTTCCCTCCAGAT 

(R) AGGCACAGGTCCAGGCTTT 

684 58  

(+DMSO) 

4 SLC8B1 (F) CTATCCTTCCCCCAAACTG 

(R) ACCGCTGTGACTTCATCC 

357 58 

4 SPNS3 (F) CATTCAGTTCCCATCTCAC 

(R) TGTGCTCTCACCTTCTCTC 

613 58 
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Projekt Variante im Gen 
Vorwärts- (F) und Rückwärts-

primer (R) (5‘  3‘) 

Produkt 

Länge 

(bp) 

Annealing-

temperatur 

(°C) 

4 TMEM5 (F) CAGGGTACTTCTCCGTTGATG 

(R) CCACACCCTGTTTTTATCTCTG 

437 60 

4 TTYH3 (F) CCGTGTGACTGTGCTTTG 

(R) GGGGAGGAAAAAATGAGG 

546 58 

4 ZNF680 (F) GGTTTCTCAACAGGATGGTGT 

(R) GCGGCAAAGCTTTTATACAGTC 

487 66 

5 RAB39B_Ex1 (F) CTGCCATTTCATCACCTTTG 

(R) TCGGCAGAATCCTCAAGAC 

549 58 

5 RAB39B_Ex2 (F) TGTCACTAACCAGGAACACTTG 

(R) CCAAATGGAGGTTGAGTTCTC 

623 58 
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