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1 Einleitung

1.1 Spinocerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3)

Die Spinocerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3) ist Bestandteil einer Gruppe von
Spinocerebellaren Ataxien (SCAs), die autosomal dominant vererbt werden
(Schdls et al., 2004). Sie wird auch als Machado-Joseph-Krankheit (Machado-
Joseph Disease, MJD) bezeichnet, nach den Vorfahren zweier Familien, in de-
nen die SCA3 erstmals beschrieben wurde: Machado (Coutinho & Andrade,
1978; Nakano et al., 1972) und Joseph (Rosenberg et al., 1976).

Bei der SCA3 handelt es sich um eine sogenannte Polyglutamin- oder auch Po-
lyQ-Erkrankung (Bettencourt & Lima, 2011). PolyQ-Erkrankungen im Allgemei-
nen manifestieren sich, wenn eine CAG-Repeat-Wiederholung im verursachen-
den Gen Uber eine kritische Grenze expandiert (Matos et al., 2011). Bekannte
Beispiele dieser Art sind neben der SCA3 zum Beispiel Chorea Huntington
(Huntington’s Disease, HD) (The Huntington’s Disease Collaborative Research
Group, 1993), Spinobulbare Muskelatrophie Typ Kennedy (spinal and bulbar
muscular atrophy, SBMA), Dentatorubro-Pallidoluysische Atrophie (DRPLA) und
weitere Untergruppen der SCAs einschliel3lich SCA1, 2, 6, 7 und SCA17 (Gatchel
& Zoghbi, 2005). Dabei variiert neben dem betroffenen Gen auch die Anzahl an
Wiederholungen, ab denen es zu Symptomen und damit zur Manifestation der
jeweiligen Polyglutamin-Erkrankung kommt, je nach Krankheitsbild. Eine verglei-
chende Ubersicht der unterschiedlichen krankheitsdefinierenden Wiederholungs-
anzahlen ist aufgrund der Varianz zwischen den CAG-Erkrankungen in Tabelle
1 dargestellt. Ursachen fur die unterschiedlichen Schwellenwerte sind bisher
noch nicht geklart und Gegenstand weiterer Forschung (McLoughlin et al., 2020).
Gemein ist diesen Erkrankungen, dass sie im mittleren Lebensalter beginnen,
wobei dieser Zeitpunkt bei mehr CAG-Wiederholungen noch nach vorne verscho-
ben werden kann (Zoghbi & Orr, 2000). Nach Beginn der Symptome kommt es
im Verlauf zu einer Verschlechterung der Symptomatik und etwa zehn bis zwan-
zig Jahre nach Erstauftreten zum Verlust von Neuronen (Gatchel & Zoghbi, 2005;
Zoghbi & Orr, 2000). Ebenfalls typisch, wenn auch nicht bei allen bekannten Po-
lyQ-Erkrankungen beobachtet, ist die Entstehung von Proteinaggregaten in den



betroffenen Neuronen mit Einschlissen im Cytoplasma oder Zellkern (H. L. Paul-
son et al., 1997; Zoghbi & Orr, 2000).

Tabelle 1: Kenndaten verschiedener PolyQ-Erkrankungen. Dargestellt sind zu jeder Erkrankung die
Lokalisation des betroffenen Gens, das daraus resultierende Protein und die jeweilige Anzahl an
Wiederholungen, bei der es noch nicht beziehungsweise bereits zu einer Manifestation der Erkran-
kung kommt. Zur SCA3 finden sich hierbei in der Literatur unterschiedliche Angaben (1 = Gatchel &
Zoghbi, 2005, 2 = Zoghbi & Orr, 2000, 3 = Gu et al., 2004, 4 = Bettencourt & Lima, 2011). Insgesamt
zeigt sich hier aber im Vergleich zu anderen Polyglutamin-Erkrankungen ein deutlicher Unterschied
in der Anzahl der Wiederholungen bei betroffenen und gesunden Personen. Modifiziert nach Zoghbi
& Orr, 2000.

Erkran- Lokalisation Protein Normale Anzahl Pathogene An-

kung des betroffe- an CAG-Wieder- zahl an CAG-
nen Gens holungen Wiederholungen
DRPLA 12q Atrophin-1 6-36 49-84
HD 4p16.3 Huntingtin 6-34 36-121
SBMA  Xq11-12 Androgen- 9-36 38-62
rezeptor

SCA1 6p22-23 Ataxin-1 6-44 39-82
SCA2 12923-24 Ataxin-2 15-31 36-63
SCA3 14924.3-31 Ataxin-3 13-36" 61-84"
12-412 62-842

12-444 ab 503

61-874

SCAG6 19p13 CACNA1A 4-18 21-33
SCA7 3p12-p.21.1  Ataxin-7 4-35 37-306

Unter den Spinocerebellaren Ataxien ist SCA3 diejenige, die mit einer Pravalenz
von 0,3 bis 2,0 pro 100.000 Menschen nach langjahrigem Forschungsstand am
Haufigsten auftritt (Bettencourt & Lima, 2011; Seidel et al., 2012). Unter den Po-
lyQ-Erkrankungen wird sie in der Haufigkeit nur durch HD mit einer Pravalenz
von 4,88 pro 100.000 ubertroffen (McLoughlin et al., 2020; Medina et al., 2022).
Im Vergleich dazu steht nach neueren Erkenntnissen die SCA27B. Hier kommt
es durch eine Expansion einer GAA-Repeat-Kette im FGF14-Gen und damit ei-
ner Polyglutamat-Kette zur Symptomatik einer Spinocerebellaren Ataxie (Rafehi



et al., 2023; Wilke et al., 2023). Bemerkenswert ist, dass diese Erkrankung bei
erst kirzlicher Entdeckung in ahnlicher Haufigkeit wie SCA3 aufzutreten scheint
und damit eine der haufigsten Ursachen fur eine Ataxie mit spatem Erkrankungs-
beginn ist (Hengel et al., 2023; lruzubieta et al., 2023). Aufgrund der hohen Ak-
tualitéat der aktuellen Forschung und des damit einhergehenden standigen Er-
kenntniswandels werden sich genaue Zahlen sowie ein langfristiger Trend hier
jedoch erst noch zeigen und sind Gegenstand aktueller Nachforschungen.

Die SCABS tritt primar in Portugal auf (Matos et al., 2011) und hier am haufigsten
auf den Azoren, wo die weltweit grolte SCA3-Pravalenz herrscht (Bettencourt &
Lima, 2011). Dartber hinaus findet man gehaufte SCA3-Falle in Brasilien, Singa-
pur, China, den Niederlanden und Deutschland (Bettencourt & Lima, 2011). Ur-
sachlich fur SCAS ist eine Veranderung des langen Arms von Chromosom 14
(14924.3—q31) (Kawaguchi et al., 1994; Schols et al., 2004), im ATXN3-Gen. Hier
liegt die CAG-Wiederholung, die, wenn die Anzahl der Wiederholungen auf ei-
nem Allel eine kritische Grenze Uberschreitet, krankheitsauslosend ist (Matos et
al., 2011). Wie viele Wiederholungen dafur genau bendtigt werden ist abhangig
von der Literaturquelle — in den meisten Fallen wird eine Anzahl von Uber 60
CAG-Wiederholungen als krankheitsausldsend angesehen, teils wird der patho-
gene Bereich aber auch schon ab 50 Wiederholungen beschrieben (siehe Ta-
belle 1). Im Gegenzug dazu stehen Beschreibungen des normalen Bereichs bei
12 bis 41 (Zoghbi & Orr, 2000) oder 13 bis 36 (Gatchel & Zoghbi, 2005) Wieder-
holungen. Damit liegt hier ein deutlicher Abstand zwischen Normalbereich und
pathogenem Bereich, der so nicht in allen PolyQ-Erkrankungen vorhanden ist
(siehe Tabelle 1). Einige Literaturquellen beschreiben einen intermediaren Be-
reich von 45 bis 51 CAG-Wiederholungen (Bettencourt & Lima, 2011; Matos et
al., 2011) beziehungsweise von 45 bis 55 CAG-Wiederholungen (Ashizawa et
al., 2018), in dem eine Auspragung des Erkrankungsbildes zwar moglich, aber
nicht garantiert zu sein scheint. In den meisten Fallen haben Betroffene ein Wild-
typ-Allel, auf dem die Anzahl der CAG-Wiederholungen im Normalbereich liegt,
und ein mutiertes / expandiertes Allel, in dem die Anzahl der CAG-Wiederholun-
gen im pathologischen Bereich liegt. Es sind allerdings auch Falle von Homozy-

gotie beschrieben; in diesem Fall ist der klinische Phanotyp schwerer



ausgepragt, schreitet rascher fort, und die Erkrankung manifestiert sich friher
(Bettencourt & Lima, 2011; McLoughlin et al., 2020; Riess et al., 2008).

Das ATXN3-Gen kodiert fur ein etwa 42 kDa schweres Protein namens Ataxin-3
(Riess et al., 2008), von dem verschiedene Isoformen und Splicevarianten exis-
tieren. Der Bereich des ATXN3-Gens, in dem es zu einer Expansion der Anzahl
der CAG-Wiederholungen in einen pathologischen Bereich kommt, liegt in einem
Exon, Exon 10, und wird daher in eine verlangerte Glutaminkette Ubersetzt. Ata-
xin-3 existiert im Genom verschiedener Spezies, unter anderem auch in Pflanzen
(Riess et al., 2008). Mehr zur Proteinfunktion wird in Kapitel 1.2 erklart.

Wie die anderen SCAs der gleichen Erkrankungsgruppe wird auch SCA3 auto-
somal dominant vererbt. Dabei sind nur auf3erst wenige Falle von Nichtpenetranz
beschrieben worden, sodass SCA3 fur zum Beispiel genetische Beratungen als
Erkrankung mit vollstandiger Penetranz gewertet wird (Bettencourt & Lima,
2011). Das Erkrankungsalter liegt Ublicherweise um die 40 Jahre (Bettencourt &
Lima, 2011; Mendonga et al., 2018); insgesamt handelt es sich hierbei aber um
eine recht weit gefasste Variable. Dabei gibt es einen bereits mehrfach beschrie-
benen, umgekehrt proportionalen Zusammenhang zwischen der Anzahl der
CAG-Wiederholungen im ATXN3-Gen und dem Age At Onset der Betroffenen
(Bettencourt & Lima, 2011; Matos et al., 2011; Zoghbi & Orr, 2000), der, wie be-
reits beschrieben, ein gemeinsamer Faktor fur alle PolyQ-Erkrankungen ist. Dar-
uber hinaus besteht eine positive Korrelation zwischen der Anzahl der CAG-Wie-
derholungen und der Schwere der Erkrankung (McLoughlin et al., 2020). Es wird
zudem Antizipation, also eine zunehmende Erkrankungsschwere bzw. ein frihe-
res Erkrankungsalter mit jeder Generation, fur SCA3 beschrieben. Diese ist am
ehesten bedingt durch eine zwischen den Generationen herrschende Instabilitat
der CAG-Region in Hinblick auf ihre Wiederholungsanzahl beim Vererben (Bet-
tencourt & Lima, 2011; Maruyama et al., 1995; McLoughlin et al., 2020). Diese
ist ausgepragter, wenn das krankheitsauslosende Gen vaterlicherseits anstelle
von mutterlicherseits Ubertragen wird und beeinflusst damit ebenfalls das Age At
Onset (Riess et al., 2008). Da die Anzahl der CAG-Wiederholungen zwar ein gu-
ter, aber kein sicher pradiktiver Indikator fur das Erkrankungsalter ist und damit



nicht die gesamte Variation im Age At Onset erklaren kann, ist davon auszuge-
hen, dass es weitere diese GrolRe beeinflussende Faktoren gibt (Riess et al.,
2008).

Aufgrund des durchschnittlichen Erkrankungsalters im mittleren Erwachsenenal-
ter hat SCA3 einen groRen Einfluss auf die Lebensqualitat und die Lebenserwar-
tung von Betroffenen (Seidel et al., 2012). Das Hauptsymptom der SCA3 ist eine
fortschreitende cerebellare Ataxie. Daruber hinaus kann es zu einer Vielzahl wei-
terer neuromuskularer Komplikationen kommen. Dazu gehdren unter anderem
Dystonie, Dysarthie, Dysphagie, Spastiken, Rigiditat der Muskulatur, Faszikulati-
onen, posturale Instabilitat, ein Verlust der Propriozeption, Stérungen im visuel-
len (insbesondere in der Okulomotorik) und auditorischen System, weitere sen-
sorischen Defizite, periphere Neuropathie sowie Parkinsonismus (Bettencourt &
Lima, 2011; Buijsen et al., 2019; Hoche et al., 2008; Seidel et al., 2012). Insge-
samt handelt es sich um eine Erkrankung mit sehr variabler, heterogener Klinik
(Seidel et al., 2012), die je nach Symptomauspragung in vier Subtypen unterteilt
werden kann: Typ | zeigt schwerpunktmafig extrapyramidale und pyramidale De-
fizite sowie ein frihes Age At Onset mit raschem Fortschreiten der Erkrankung.
Typ Il zeigt ein mittleres Age At Onset mit cerebellarer Problematik sowie pyra-
midaler Symptomatik. Bei Typ Il kommt es zu einem spateren Age At Onset mit,
zusatzlich zu cerebellar bedingten Einschrankungen, peripherer Neuropathie.
Daruber hinaus wird ein Typ IV beschrieben, bei dem die klinisch Ublicherweise
fuhrende Ataxie im Hintergrund steht und Parkinson-ahnliche Symptomatiken in
den Vordergrund treten (Bettencourt & Lima, 2011; Buijsen et al., 2019; Riess et
al., 2008).

Durch das kontinuierliche Fortschreiten der Erkrankung kommt es in der Regel
innerhalb von 10 bis 15 Jahren nach Symptombeginn durch Fehler in Hirnstamm-
assoziierten Funktionen zum Tod der Betroffenen (McLoughlin et al., 2020).

Die Symptomatik kann mittels verschiedener klinischer Scores in Zahlen gefasst
und damit quantifiziert werden. Zur Messung des Schweregrads der ataktischen
Symptome wird im Rahmen dieser Arbeit der sogenannte Scale for the assess-

ment and rating of ataxia (SARA)-Score verwendet, der eine Beurteilung des



Gangpbildes, des Stands, des Sitzens, der Sprache und der Extremitatenkoordi-
nation beinhaltet. Dieser wurde fur die Messung des Schweregrades einer Ataxie
im Rahmen Spinocerebellarer Ataxien validiert (Subramony, 2007) und als mog-
licher Endpunkt von Phase-3-Studien in klinischen Studien empfohlen (Saute et
al., 2015), da er neben einer aktuellen Statuserhebung in Hinblick auf ataktische
Symptome auch als Mal} fir das Fortschreiten der Erkrankung verwendet werden
kann (Riess et al., 2008). Fur die begleitende, nicht-ataktische Symptomatik
wurde das Inventory of Non-Ataxia Signs (INAS) entwickelt, da diese zur Behin-
derung durch eine vorliegende Spinocerebellare Ataxie beitragen und dariber
hinaus symptomatisch mit den Ataxie-Symptomen interferieren kdnnen. Mit dem
INAS gelang eine gute und zuverlassige Messung der extracerebellaren Symp-
tomatik in SCA-Patienten, allerdings keine gute Verlaufsdarstellung, sodass die-
ser als Erganzung, aber nicht als primarer Endpunkt in zuklnftigen Studien zur
Evaluation eines Behandlungserfolgs verwendet werden sollte (Jacobi et al.,
2013). Ein weiterer gelegentlich verwendeter klinischer Score ist der Neurological
Examination Score for Spinocerebellar Ataxia (NESSCA), der ebenfalls fur die
Anwendung bei SCA3-Patienten untersucht und validiert wurde (Kieling et al.,
2008).

Makroskopisch lasst sich feststellen, dass das Hirngewicht beinahe aller SCA3-
Patienten mit einer Uber 15 Jahre bestehenden Erkrankungsdauer reduziert ist
(Buijsen et al., 2019; Rub et al., 2008). Die Atrophie insbesondere im Cerebellum
und im Hirnstamm lasst sich auch in vivo bereits in Magnetresonanztomographie-
-Bildern erkennen (Seidel et al., 2012).

Auf mikroskopischer Ebene geht die Erkrankung einher mit einer progressiven
Neurodegeneration, von der vor allem Bereiche im Cerebellum, im Hirnstamm, in
den Basalganglien und im Rickenmark betroffen sind. Es kommt zum Verlust
von Neuronen im Cerebellum, dem pyramidalen und extrapyramidalen System,
den Nuclei pontis, sowie dem okulomotorischen System und zum Abbau von Mo-
toneuronen (Bettencourt & Lima, 2011; Zoghbi & Orr, 2000). Es zeigt sich eine
Depigmentation der Substantia nigra (Buijsen et al., 2019; Rub et al., 2008; Sei-
del et al, 2012), und auch im auditorischen System zeigen sich



neuropathologische Auffalligkeiten. Letztere stehen in Diskrepanz mit der ver-
gleichsweise niedrigen Frequenz der Einschrankungen im Hoéren, von der SCA3
Patienten berichten (Hoche et al., 2008). Bei fortgeschrittener SCA3-Erkrankung
sieht man zusatzlich in den meisten Fallen einen Ruckgang in den grof3en Betz-
Pyramiden-Zellen und im primaren Motorkortex, zusatzlich zur Gblichen beobach-
teten Neurodegeneration der Motoneurone im Vorderhorn des Rluckenmarks
(Rdb et al., 2008).

Nach neueren Erkenntnissen ebenfalls betroffen (und dies auch fruhzeitig) ist der
Reifeprozess der Oligodendrozyten (Schuster et al., 2022). Hierunter konnten
auch Unregelmaliigkeiten in der Axonmyelinisierung beobachtet werden (Schus-
ter et al., 2022).

Generell ist allerdings im Gegensatz zu gro3en Teilen der zentralnerviosen
grauen Substanz die weilde Substanz weitgehend erhalten und insgesamt bei
SCA3-Patienten weniger schwer betroffen. Lasionen finden sich primar im Cere-
bellum, im Hirnstamm und im Ruckenmark. Hier kommt es zu einem Myelinabbau
und einer Atrophie (Rub et al., 2008).

Ebenfalls weitgehend intakt sind die serotonergen Rafekerne. Dies spricht dafur,
dass mit SCA3 assoziierte depressive Symptome nicht Teil des neuropathologi-
schen Krankheitsbildes sind, sondern eher einer reaktiven Natur entsprechen
(Rdb et al., 2008).

Ein weiteres neuropathologisch bedeutsames Merkmal von PolyQ-Erkrankun-
gen, das auch in SCA3-Patienten zuverlassig beobachtet werden kann, ist die
Bildung intranuklearer Einschlisse in Neuronen (Bettencourt & Lima, 2011; H. L.
Paulson et al., 1997). Diese werden sowohl in Patienten als auch in transgenen
Tiermodellen und Zellkulturen beobachtet (Riess et al., 2008). Diese zeigen sich
immunopositiv fur Ataxin-3 (Rub et al., 2008) und treten neben dem Nukleus, in
dem sich Ataxin-3 bei erkrankten Personen konzentriert und aggregiert (Betten-
court & Lima, 2011), auch im Zytoplasma von Neuronen sowie in Axonen auf
(Seidel et al., 2012). Neben mutiertem Ataxin-3 beinhalten die intranuklearen Ein-
schlisse auch Proteine wie Ubiquitin, Heat Shock Factor Proteine, Untereinhei-
ten des Proteasoms, Transkriptionsfaktoren, Autophagie-assoziierte Chaperone,

weitere PolyQ-Proteine und nicht-expandiertes Ataxin-3 (McLoughlin et al.,



2020). Diese Einschlisse und gebildeten Aggregate treten neben betroffenen
auch in nicht-betroffenen Gehirnarealen auf und ihr Vorkommen ist nicht korre-
lierend mit dem Ausmal} der Neurodegeneration (Rub et al., 2008; Seidel et al.,
2012). Ob und welcher Zusammenhang zwischen dem Verlust durch das Abster-
ben von Neuronen und den intranuklearen Einschlissen besteht, ist weiterhin
unklar und Gegenstand weiterer Studien und Forschungen.

Insgesamt sind die neuropathologisch zu beobachtenden Lasionen, also der Ab-
bau im zentralnervosen System, bei Betroffenen der SCAS relativ breit, was als
eine mogliche Ursache einer Vielzahl bisher nicht wirklich zu erklarender Symp-
tome in Betracht zu ziehen ist (H. Paulson, 2012; Rub et al., 2008). Weitere de-
taillierte Informationen Uber die Muster der zentralnervosen Degeneration sind
unabdingbar fur das weitere Verstandnis und die Entwicklung von Behandlungs-
methoden fur SCA3 und stellen die Basis fir weitere Studien dar (Rub et al.,
2008).

1.2 Ataxin-3

Die Unterschiede in der klinischen Symptomatik der verschiedenen PolyQ-Er-
krankungen zeigen, dass das Verstandnis der normalen Funktion des mutierten
Proteins und seiner Funktion essentiell ist, um auch in der Erforschung der Er-
krankungspathologie Fortschritte zu machen (McLoughlin et al., 2020).

Ataxin-3 ist das in SCA3 mutierte und fur die Erkrankung verantwortliche Protein,
codiert durch das ATXN3-Gen auf dem langen Arm von Chromosom 14
(14924.3—q31) (Kawaguchi et al., 1994). Es ist ein etwa 42 (40 bis 43) kDa
schweres (Riess et al., 2008; Weishaupl et al., 2019) Protein, das ubiquitar ex-
primiert wird und damit im gesamten Korper vorhanden ist (Bettencourt & Lima,
2011). Es befindet sich zytoplasmatisch oder, je nach Zelltyp, nuklear sowie in
allen Zellteilen. Die unterschiedliche Lokalisation je nach Zellart lasst vermuten,
dass diese eine Bedeutung fur die Funktion hat (Klockgether et al., 2019; Matos
et al., 2011).

Es handelt sich bei Ataxin-3 um ein evolutionar konserviertes Protein (McLough-
lin et al., 2020), das Teil des Ubiquitin-Proteasom-Systems ist (Matos et al.,

2011). Als deubiquitinierendes Enzym ist es Teil der Ubiquitin-abhangigen



Proteinqualitatskontrolle (Klockgether et al., 2019). Hierbei handelt es sich um
ein System fur die Verarbeitung von kurzlebigen oder beschadigten Proteinen
(Matos et al., 2011).

Diese Funktion spiegelt sich im Aufbau des Proteins wider. Die N-terminal be-
findliche Josephin-Domane ist eine hochkonservierte deubiquitinierende Cystein-
protease (Bettencourt & Lima, 2011). Diese beinhaltet zwei Ubiquitin-bindende
Lokalisationen (Nicastro et al., 2009). Die Funktion einer solchen Protease ist das
Entfernen von Ubiquitin von Proteinen; im Falle von Ataxin-3 werden bevorzugt
Ubiquitinketten mit mindestens vier Ubiquitin-Einheiten bearbeitet (McLoughlin et
al., 2020).

Das C-terminale Ende ist durch alternative Splice-Formen insgesamt variabler
gestaltet und beinhaltet neben der in SCAS irregular expandierten CAG-Wieder-
holungssequenz zwei oder drei sogenannte Ubiquitin Interaction Motifs (UIMs),
die ebenfalls fur die Bindung und Verarbeitung ubiquitinierter Proteine eine Rolle
spielen (Bettencourt & Lima, 2011) und sich um den PolyQ-Trakt herum befinden
(McLoughlin et al., 2020).

Da die Markierung mittels Ubiquitinketten fur den zellularen Abbau eines Proteins
durch das Proteasom eine entscheidende Rolle spielt, kann mittels dieser Me-
thode die zellulare Konzentration verschiedener Proteine reguliert werden, indem
ihr Abbau beeinflusst wird.

Daruber hinaus gibt es Hinweise auf eine Beteiligung von Ataxin-3 an der Regu-
lation der Transkription und der Organisation des Zytoskeletts (Matos et al.,
2011).

Insgesamt sind bereits Uber 100 Substrate oder Interaktionspartner fur Ataxin-3
bekannt. (McLoughlin et al., 2020). Die exakte Funktionalitat von Ataxin-3 sowie
samtliche Pfade, an denen es beteiligt ist, sind daher bisher noch nicht abschlie-

Rend geklart und Gegenstand weiterer Forschung.

Im Falle eines mutierten Ataxin-3-Proteins durch die bei SCA3 vorhandene CAG-
Triplet-Expansion im ATXN3-Gen kommt es zum Erkrankungsbild der Spinoce-
rebellaren Ataxie Typ 3 / Machado-Joseph Disease. Der exakte Pathomechanis-

mus der Erkrankung ist, ebenso wie die physiologische Funktion von Ataxin-3,



noch nicht vollstandig geklart. Einige Mechanismen und Beobachtungen sind al-
lerdings bekannt oder Gegenstand weiterer Hypothesen und Forschung.

Zum einen kommt es zur bereits beschriebenen Bildung von Proteinaggregaten,
die neben anderen Bestandteilen der zellularen Pathways auch die pathologi-
schen Proteine beinhalten (McLoughlin et al., 2020; H. L. Paulson et al., 1997;
Rub et al., 2008). Urspringlichen Annahmen, dass die Bildung der Aggregate an
sich neurotoxisch und damit krankheitsverursachend ist, stehen Hypothesen ent-
gegen, die besagen, dass es sich hierbei um einen Schutzmechanismus handelt,
um das mutierte Protein aus den zellularen Kreislaufen zu entfernen (Bettencourt
& Lima, 2011; Buijsen et al., 2019; Matos et al., 2011). Hierzu gibt es wider-
spruchliche Erkenntnisse und Studien, sodass bisher kein eindeutiger wissen-
schaftlicher Konsens gefunden wurde (Matos et al., 2011). Gezeigt werden
konnte, korrelierend mit der Bildung von Aggregaten, die Abnahme von Iéslichem
mutiertem Ataxin-3 im Laufe des Fortschreitens der Erkrankung (Nguyen et al.,
2013).

Neben dem expandierten ATXN3-Protein wurde in den gebildeten Aggregaten
auch zusatzlich das entsprechende Wildtypprotein mit nicht-pathologischem Po-
lyQ-Trakt gefunden. Das wirft den Verdacht auf, dass Ataxin-3 in seiner physio-
logischen Funktion als Schutzfaktor gegen die Toxizitat von PolyQ-Proteinen fun-
gieren konnte. Dies stellt die Wichtigkeit des expandierten PolyQ-Trakts fur die
Bildung der Proteinaggregate in Frage und dieser Theorie die Moglichkeit gegen-
uber, dass Wildtyp-Ataxin-3 hier in seiner physiologischen Funktion zu finden ist
(Matos et al., 2011).

Die Hypothese, dass es sich bei der Zusammenlagerung von mutiertem Ataxin-
3 in zellularen Einschlissen um eine neuroprotektive Funktion handelt, Gber-
schneidet sich teilweise mit dem Wissen, dass das mutierte PolyQ-Protein prote-
olytisch gespalten wird (Buijsen et al., 2019; Matos et al., 2011). Die dadurch
entstehenden Fragmente besitzen eine gro3ere Toxizitat als das intakte mutierte
Protein (Buijsen et al., 2019). Es wurde insbesondere fur SCA3 ein Zusammen-
hang zwischen der proteolytischen Spaltung des mutierten Ataxin-3 und der Bil-
dung von Proteinaggregaten gezeigt (Bichelmeier et al., 2007; Buijsen et al.,

2019; Weber et al., 2017), und auch mogliche Zusammenhange zwischen dem
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Auftreten proteolytischer Spaltung und den von Neuronendegeneration betroffe-
nen Arealen wurden bereits untersucht (Matos et al., 2011). Aulderdem gibt es
Hinweise darauf, dass die Entstehung der PolyQ-Fragmente die Aggregatentste-
hung induziert (Buijsen et al., 2019). Verantwortlich fur diese moglicherweise
neurotoxische Funktion sind unter anderem Caspasen sowie Calpain-Proteasen
(Matos et al., 2011), sodass auch diese in Hinblick auf pathogene Mechanismen
der SCAS3 weiter untersucht werden sollten.

Zusatzlich wurde festgestellt, dass das mutierte PolyQ-Protein zu einer transkrip-
tionellen Dysregulation fuhrt. PolyQ beinhaltende Proteine agieren als Transkrip-
tionsfaktoren, wodurch es zu einer moglicherweise schadlichen Veranderung in
der Transkription der Zielgene von PolyQ-Proteinen kommt (Buijsen et al., 2019).
Als pathogener Mechanismus kommen hiermit also auch DNA-Schaden sowie
eine dysfunktionale DNA-Reparatur in Frage (McLoughlin et al., 2020).

Neben den pathologischen und zytotoxischen Eigenschaften des mutierten Ata-
xin-3-Proteins ist moglicherweise Teil der Pathogenitat der Genmutation, dass
das Protein mit expandiertem PolyQ-Trakt seine physiologische Funktion verliert
oder verandert. Da es gegebenenfalls auch eine Rolle bei der Stressantwort einer
Zelle spielt (Matos et al., 2011), kdnnte es hier zu einer Beeintrachtigung und
einer ausgepragteren Folgereaktion kommen.

Insgesamt ist es bei der Betrachtung der pathologischen Mechanismen in SCA3
wichtig, nicht nur die Funktion des Proteins an sich zu betrachten. Ataxin-3 ist ein
ubiquitar vorhandenes, im gesamten Korper des Menschen exprimiertes Protein.
Dennoch ist fir SCA3 bisher nur ein markanter Zelluntergang in bestimmten Tei-
len des Gehirns und Nervensystems beschrieben worden. Der Erkrankungsme-
chanismus ist daher stets im gesamten zellularen Kontext zu sehen (Matos et al.,
2011).

1.3 Therapiemoglichkeiten — mogliche Ansatze

Wie bereits beschrieben gibt es bisher keine klinisch erprobte kurative Therapie
fur SCA3 (Buijsen et al., 2019). Prinzipiell stehen dabei derzeit zwei verschiedene
Therapieansatze zur Verfugung: Solche, die symptomatisch behandeln, und an-

dere, die die Erkrankung und die zugrunde liegenden Mechanismen modifizieren
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(Ashizawa et al., 2018; Saute & Jardim, 2015). Fir einige der in SCA3 pravalen-
ten Symptome existieren bereits symptomatische Therapieoptionen aus anderen
Erkrankungen, bei denen diese ebenfalls zum Symptom- und Erkrankungsspekit-
rum gehoren (Duarte-Silva & Maciel, 2018; Saute & Jardim, 2015). Beispiele sind
zum Beispiel die Anwendung von Physiotherapie (Ashizawa et al., 2018; Duarte-
Silva & Maciel, 2018; Saute & Jardim, 2015) oder die Behandlung von Schlafsto-
rungen, chronischen Schmerzzustanden und depressiven Symptomen (Saute &
Jardim, 2015). Daruber hinaus sind verschiedene aus anderen Behandlungsan-
satzen bekannte pharmakologische Substanzen spezifisch fur SCA-Symptome
getestet worden, bisher ohne, dass es infolgedessen zu einer Zulassung der Sub-
stanzen fur die Behandlung durch US-amerikanische oder europaische Arznei-

mittelbehdrden kam (Ashizawa et al., 2018).

Krankheitsmodifizierend bestehen verschiedene Ansatze. So gibt es unter ande-
rem Versuche, mittels Autophagie-Induktion als zentralen Mechanismus des zel-
lularen Proteingleichgewichts und damit der neuronalen Gesundheit eben dieses
aufrecht zu erhalten und das mutierte Ataxin-3 aus dem zellularen Kreislauf zu
entfernen (Buijsen et al., 2019; Duarte-Silva & Maciel, 2018). Hierfir wurde unter
anderem Lithium als Substanz getestet, allerdings bisher ohne klare therapeuti-
sche Erfolge (Buijsen et al., 2019; Saute & Jardim, 2015). Wie bereits beschrie-
ben (siehe Kapitel 1.2) sind es moglicherweise insbesondere Fragmente des mu-
tierten PolyQ-Proteins, die eine toxische Wirkung haben. Daher besteht ein wei-
terer Therapieansatz darin, die Entstehung dieser Fragmente zu verhindern, zum
Beispiel durch die Inhibition der dafur verantwortlichen Calpain-Proteasen
(Buijsen et al., 2019). Auch die transkriptionelle Deregulation wird als mogliches
Ziel fur pharmakologische Therapien betrachtet (Buijsen et al., 2019; Duarte-
Silva & Maciel, 2018).

Neben den bereits beschriebenen pharmakologischen Maoglichkeiten werden au-
Rerdem gentherapeutische Moglichkeiten erforscht. Buijsen et al. haben 2019
verschiedene der hier zur Verfligung stehenden Angriffsmoglichkeiten dargestellt

und den aktuellen Forschungsstand zusammengefasst, unter anderem
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therapeutische Ansatze der Reduktion der Menge an mutiertem Ataxin-3 mittels
RNA-Wechselwirkungen (microRNA, short hairpin RNA, small interfering RNA),
Antisense-Oligonukleotiden oder Bearbeitung der DNA selbst (zum Beispiel
durch CRISPR-Techniken) (Buijsen et al., 2019). Ein gentherapeutischer Ansatz
hat den Vorteil einer hochspezifischen Therapie, die idealerweise mit weniger
(unerwlinschten) Nebenwirkungen versehen ist. Vielversprechende Ansatze gibt
es bisher insbesondere im Bereich der Antisense-Oligonukleotide, die auf ver-
schiedene Arten die Menge an expandiertem Ataxin-3 reduzieren konnten und
dies in Mausmodellen bereits nachweislich getan haben (McLoughlin et al., 2018;
Moore et al., 2017; Toonen et al., 2016, 2017). Dieser Ansatz hat bisher zu zwei
klinischen Studien der Phase | gefuhrt: BIIB132, ein Antisense-Oligonukleotid
wurde seit 2022 im Rahmen von intrathekalen Injektionen untersucht. Die Studie
wurde 2023 beendet, da der Geldgeber seine Finanzierung nicht weiter fortfihrte
(Biogen, 2023). VO659, ein weiteres Antisense-Oligonukleotid, wird derzeit im
Rahmen der intrathekalen Applikation bei Patienten mit SCA1, SCA3 und HD
getestet. Es soll durch das Binden an den CAG-Repeat in RNA-Transkripten der
ursachlichen Gene die intrazellulare Konzentration des expandierten Proteins re-
duzieren (Vico Therapeutics B. V., 2023).

Ebenfalls Teil von Untersuchungen sind mogliche Ansatze im Bereich der
Stammzelltherapie (Buijsen et al., 2019; Saute & Jardim, 2015). Hier wird zum
Beispiel die Nutzbarkeit von mesenchymalen Stromazellen zur Verzdgerung des
Krankheitsfortschritts in PolyQ-SCAs untersucht, da diese Zellen die Fahigkeit
besitzen, sich in das neuronale Netzwerk einzugliedern und sich in Zellen weiter-

zuentwickeln, die neurotrophische Faktoren sezernieren (Buijsen et al., 2019).

Da Studien in Tiermodellen Hinweise darauf geben, dass es einfacher ist, den
Erkrankungsbeginn hinauszuzogern oder zu verhindern, als insbesondere einen
fortgeschrittenen Erkrankungsprogress zu verlangsamen, zu stoppen oder ruck-
gangig zu machen (Ashizawa et al., 2018), sollten Interventionen idealerweise so

frh wie maglich erfolgen. Dies bedeutet, auch praataktische Mutationstrager in
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Studien einbeziehen zu kénnen, was eine Moglichkeit der Therapieliberwachung
fur diese Patientengruppe erfordert (siehe Kapitel 1.4).

Da samtliche der bisher bekannten PolyQ-SCAs zu den seltenen genetischen
Erkrankungen gehdren, konnte es sich daruber hinaus als lukrativ herausstellen,
Gemeinsamkeiten der verschiedenen SCA-Formen als therapeutische Ansatze
zu nutzen und hieraus gemeinsame therapeutische Ansatze abzuleiten (Buijsen
et al., 2019). Diese Moglichkeit besteht fur gentherapeutische Ansatze nur be-
grenzt, wurde aber ansonsten eine Bundelung des zur Verfugung stehenden For-

schungskontingents und damit eventuell raschere Fortschritte erlauben.

1.4 Biomarker fir SCA3

SCAZ3 ist, wie in vorangegangenen Kapiteln (siehe 1.1 und 1.3) dargestellt, bisher
eine Erkrankung ohne kurativen Therapieansatz. Daruber hinaus kdnnen viele
der pathologischen Mechanismen bisher an Hirngewebe untersucht (siehe Kapi-
tel 1.1 und 1.2) und damit entweder post mortem oder invasiv dargestellt werden.
Fir die weitere Forschung im Bereich mdglicher Therapien ist es daher essenzi-
ell, den Erkrankungsverlauf nicht-invasiv zu Gberwachen und nicht nur den au-
Rerlichen klinischen Zustand, sondern auch das Fortschreiten der internen pa-
thogenen Mechanismen der beteiligten Patienten wiederholt und objektiv festhal-
ten zu kdnnen. Nur dann kann ein mogliches Medikament auf seine Wirksamkeit
hin Gberprift und in Studien in einen effektiven Vergleich gesetzt werden. Es be-
notigt also einen messbaren, sensiblen Parameter, der den Krankheitsprozess
widerspiegelt und dabei gleichzeitig auch prognostisch sensibel ist, wie es zum
Beispiel der HbA1c-Wert flr Diabetes Mellitus darstellt (Sherwani et al., 2016).

Bisherige Empfehlungen geben zur Uberwachung des Fortschreitens einer Er-
krankung und damit auch eines moglichen Therapieerfolgs zum Beispiel den
SARA-Score an (Saute et al., 2015), der fir SCAs validiert wurde (Schmitz-
Hubsch et al., 2006; Subramony, 2007). Dieser ist allerdings trotz der breiten
Anwendung nicht ohne Kritik, die stets im Hinterkopf behalten werden sollte: So
handelt es sich hierbei um einen Score, der auf der klinischen Untersuchung be-

ruht, womit die Moglichkeit besteht, dass die subjektive Einschatzung des
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Untersuchers das Ergebnis beeinflusst (Subramony, 2007). Darlber hinaus han-
delt es sich bei SARA nicht um eine linear zu verwendende Skala; das heil3t die
gleiche Differenz in der Punktzahl steht nicht immer fur den gleichen Unterschied

an Symptomschwere (Subramony, 2007).

Es wird daher an der Erforschung weiterer moglicher Parameter fir die Uberwa-
chung der Krankheitsaktivitat gearbeitet. Hierbei werden aufgrund der einfache-
ren klinischen Machbarkeit unter anderem peripher messbare Marker untersucht,
auch wenn es sich bei SCA3 um eine zentralnervése Erkrankung handelt, die
primar im Cerebellum stattfindet. Voraussetzung fir die Eignung eines peripher,
zum Beispiel im Blutserum bestimmten Markers ist daher entweder, dass es die-
sem moglich ist, die Blut-Hirn-Schranke zu uberwinden, oder dass er die Eigen-
schaft besitzt, sowohl im zentralen Nervensystem (ZNS) als auch peripher akti-
viert zu werden (Furtado et al., 2019). Hierbei wurden als Serummarker in der
Vergangenheit unter anderem Neuronenspezifische Enolase, ein Marker der bei
der Zerstorung von neuronalem Gewebe entsteht, Glutation-Peroxidase, ein an-
tioxidatives Enzym, sowie Eotaxin, ein Enzym, das peripher in T-Lymphozyten
und im ZNS durch Astrozyten ausgeschuttet wird, untersucht. Alle drei dieser
Marker konnten mit verschiedenen anderen klinischen Merkmalen oder Markern
der Krankheitsaktivitat korreliert werden, ohne, dass sich hieraus bereits gesi-
cherte Zusammenhange ergeben hatten, sodass weitere Messungen und Besta-
tigungen ndotig sind (Furtado et al., 2019).

Mittels RNA-Sequenzierung wurde aulderdem bereits versucht, weitere transkrip-
tionelle Veranderungen, die im Rahmen einer SCA3-Erkrankung im Blut auftre-
ten, zu ermitteln, um daruber weiterte mogliche Marker ausfindig zu machen
(Raposo et al., 2023).

Eine aktuelle, vielversprechende Grolde, die als Biomarker fur SCA3 im Gesprach
und auch in Studien nun schon mehrfach aufgefallen ist, sind die sogenannten
Neurofilamente, spezifischer Neurofilament light-chain (NfL) und ihre Konzentra-
tion im Blutserum. Bei Neurofilamenten handelt sich sich um Filamente mit einem

Durchmesser von 10 nm, die vor allem in Axonen auftreten und dort fir
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Wachstum und Erhalt der Axone zustéandig sowie an der Ubertragung elektri-
scher Impulse und damit der Erzeugung der Nervenleitgeschwindigkeit beteiligt
sind (Yuan et al., 2012). Sie bestehen, sowohl im zentralen als auch im periphe-
ren Nervensystem, aus vier verschiedenen Untereinheiten, wobei diese sich je
nach Lokalisation (zentral gegenlber peripher) unterscheiden. In beiden Fallen
am Aufbau der Neurofilamente beteiligt sind die NfL (Yuan et al., 2012). Im Falle
von axonalen Schaden, wie sie in einer Vielzahl neurologischer Erkrankungen
und Stérungen vorkommen, kommt es daher zu einem Anstieg der NfL im Liquor
(Gaetani et al., 2019). Durch neue, hochsensitive Untersuchungsmethoden kon-
nen die NfL auch im Blut nachgewiesen und gemessen werden, sodass eine
Uberwachung der Blut-NfL-Konzentration moglich ist (Gaetani et al., 2019). Die
Konzentration von NfL sowohl im Liquor als auch im Blut wird daher als moglicher
diagnostischer sowie prognostischer Biomarker flr neurologische Erkrankungen
diskutiert (Gaetani et al., 2019). Studien in dieser Hinsicht gibt es zum Beispiel
bereits fur Parkinson-Erkrankungen, fur die sich eine Korrelation zwischen hoher
NfL-Konzentration und insbesondere der neurokognitiven und dementiellen Kom-
ponente zeigte (Aamodt et al., 2021). Auch fur multiple Sklerose (MS), insbeson-
dere progressive Formen, wurde NfL als mdglicher Biomarker untersucht. Auch
hier zeigten sich signifikante Korrelationen, zum Beispiel zwischen der Konzent-
ration von NfL im Serum und der Wahrscheinlichkeit, in der Bildgebung aktuelle
Krankheitsaktivitat zu sehen. Aulerdem wurden bei in Behandlung befindlichen
Patienten niedrigere Konzentrationen gemessen (Yang et al., 2022). Es wurde
allerdings auch eine deutliche Uberlappung der gemessenen Werte von Erkrank-
ten sowie gesunden Kontrollprobanden gemessen (Yang et al., 2022), was auf
Schwierigkeiten fur die individuelle Diagnostik im Vergleich zu groRer gefassten
Probandengruppen hinweist. Auch in der Schlaganfall-Forschung wurden NfL be-
reits erfolgreich als moglicher prognostischer Marker untersucht (Pekny et al.,
2021).

Die damit bereits untersuchte breite Nutzbarkeit von NfL als Biomarker in neuro-
logischen Erkrankungen fuhrte zur weiteren Forschung auch im Bereich der
SCAG3. Hier zeigten sich Unterschiede in der NfL-Konzentration im Plasma zwi-

schen Mutationstragern und Kontrollen, sowie ein Zusammenhang zwischen
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klinischen Parametern wie dem SARA-Score und der NfL-Konzentration (Garcia-
Moreno et al., 2022; Q.-F. Li et al., 2019). Auch in praataktischen Mutationstra-
gern zeigten sich bereits deutlich erhohte NfL-Werte im Vergleich zu Kontrollpro-
banden (Faber et al., 2023; Q.-F. Li et al., 2019). Daruber hinaus konnte eine
mdgliche Vorhersagekraft fur das Mal des cerebellaren Volumenverlusts sowie
das Voranschreiten der Erkrankung im Sinne einer Verschlechterung klinischer
Scores durch die Plasma-NfL-Konzentration festgestellt werden (Coarelli et al.,
2021; Q.-F. Li et al., 2019). Der Zusammenhang zwischen, in diesem Fall mittels
dem ultra-sensitiven single-molecule array (Simoa) bestimmter, NfL-Plasma-
Konzentration und Ataxie-bedingten motorischen Defiziten konnte auch fir das
YACQ84-Mausmodell bestatigt werden (Mengel et al., 2023), wodurch eine Nutz-
barkeit fur praklinische Studien gegeben sein konnte.

Es ist allerdings hervorzuheben, dass NfL als mdglicher Marker axonaler Dege-
neration nicht krankheitsspezifisch ist (Yang et al., 2022), was insbesondere im
Bereich von moglichen Komorbiditaten zu diagnostischen Problemen fuhren
konnte. Daruber hinaus ist ein Einfluss durch den Body Mass Index (BMI), das

Alter und die Gesamtmenge an Blut vorbeschrieben (Yang et al., 2022).

Ein weiterer Marker, der auch im peripheren Blut bestimmt werden konnte und
auf dem diese Arbeit beruht, ist die Konzentration von mutiertem Ataxin-3 in pe-
ripheral blood mononuclear cells (PBMCs). Hierfur konnte in vorangegangenen
Arbeiten und Studien bereits eine Korrelation mit der Erkrankungsschwere, dar-
gestellt mittels SARA, etabliert werden (Gonsior et al., 2021). Auch in praatakti-
schen Mutationstragern wurden bereits erhohte Konzentration an mutiertem Ata-
xin-3 nachgewiesen (Faber et al., 2023).

Die Bestimmung aus PBMCs hat hierbei den Vorteil, dass diese gering invasiv
und ohne groles Risiko fir den betroffenen Patienten mittels einer einfachen
Blutentnahme aus Vollblut gewonnen und nach standardisierten Protokollen be-
handelt werden konnen (Santana et al., 2023). Hiermit haben diese einen unter-
suchungstechnischen Starke gegenuber Materialen wie zum Beispiel Liquor,

dessen Gewinnung stets mit einem hdéheren Risiko einhergeht.
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Da es sich bei Ataxin-3 um das erkrankungsverursachende Protein handelt, be-
steht die Vermutung, dass hiermit ein insbesondere sehr erkrankungsspezifi-
scher Biomarker gefunden werden konnte, der in geringerem Male als zum Bei-
spiel NfL durch mogliche Komorbiditaten beeinflusst werden kdnnte.

Der Zusammenhang zwischen der Ataxin-3-Konzentration im Blut und der Er-
krankungsaktivitat und -schwere sowie insbesondere weitere Einflussfaktoren
neben der Erkrankung an sich werden im Rahmen dieser Arbeit weitergehend
untersucht (siehe auch Kapitel 1.8).

Ein weiterer mdglicher, nicht-invasiver Ansatz zur Uberwachung der Erkran-
kungsaktivitat liegt in der Bildgebung.

So kann zum Beispiel das Volumen von Cerebellum, Basalganglien und Hirn-
stamm mittels magnetresonanztomographischer Bildgebung in vivo bestimmt
werden. Dies, fur SCA3 insbesondere das Volumen des Striatum als Teil der Ba-
salganglien, zeigte sich als teils sensitiver als Maf3 fur Veranderungen als der
SARA-Score, sodass die Nutzung der Volumetrie und struktureller Hirnverande-
rungen, wie sie im MRT gezeigt werden kdnnen, als moglicher Surrogatmarker
fur klinische Studien diskutiert wird (Reetz et al., 2013).

Ein etwas komplexerer Ansatz ist, neben der Betrachtung struktureller Verande-
rungen und der Berechnung des Hirnvolumens aus vorliegenden Bildern, die Be-
stimmung neurochemischer Unregelmafigkeiten aus MRT-Bildern. Eine Studie,
die aus den vorliegenden Bildgebungen sogenannte ,MRS Scores“ berechnete,
konnte hierfur eine signifikante Korrelation mit dem klinisch bestimmten SARA-
Score zeigen und fand auch in praataktischen Mutationstragern bereits Auffallig-
keiten (Joers et al., 2018). Hierdurch konnten moglicherweise Therapieansatze,
die bereits das Auftreten erster Erkrankungssymptome verhindern sollen, effektiv
mit Gberwacht werden, und dadurch die Individuen, die moglicherweise am ehes-
ten von einer Therapie profitieren konnen, mit in die Studien eingeschlossen
(Ashizawa et al., 2018).

Neben Ansatzen, die MRT als Grundlage fir die Auswertung bildgebender Ver-
fahren nutzen, wurde auch die Positronen-Emissions-Tomographie (PET) unter-

sucht. Aufgrund der bei einer PET entstehenden Strahlenbelastung und daraus
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resultierenden Sorgen sowie der grof3eren Verflgbarkeit des MRTs im Vergleich
wurden letztere allerdings deutlich besser und breiter untersucht, sodass hier

besser validierte Ergebnisse vorliegen (Ashizawa et al., 2018).

1.5 ESMI und BIGPRO - Herkunft der beteiligten Patientenko-

horten

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden Proben von Patient*innen untersucht, die
entweder im Rahmen des ESMI-Projekts oder als Teil der BigPro-Kohorte ge-

wonnen wurden.

Bei ESMI handelt es sich um die European Spinocerebellar Ataxia Type
3/Machado-Joseph Disease Initiative, ein Studienprojekt, dessen Koordination in
den Handen von Prof. Thomas Klockgether liegt und das durch das EU Joint
Programme - Neurodegenerative Disease Research geférdert wurde. In
Deutschland sind die Standorte Bonn und Tudbingen sowie Aachen, Essen und
Frankfurt vertreten; dariber hinaus gibt es beteiligte Zentren in Portugal, Grof3-
britannien und den Niederlanden. Kooperationen bestehen mit Projekten in
Frankreich, den USA und Brasilien. Vor dem Hintergrund, dass bisher keine The-
rapie fur die Erkrankung besteht, soll im Rahmen des ESMI-Projekts eine Trial-
Ready-Kohorte aus SCA3-Patienten und Risikopersonen (Angehoérige ersten
Grades) zusammengestellt werden, die fur zukunftige Medikamentenstudien zur
Verfugung steht. Hierfir werden die Studienteilnehmer nach standardisierten
Protokollen untersucht (u.a. klinisch-neurologische Untersuchung, Blutentnah-
men, ggf. Liquorentnahmen, bildgebende Verfahren, Erfassung von Alltagsein-
schrankungen) und die Daten in einer zentralen Datenbank zusammengefuhrt.
Weiterer Fokus der Studie ist die Biomarker-Forschung (https.//www.dzne.de/for-
schung/studien/klinische-studien/esmi, zuletzt abgerufen am 21.02.2024, 14:41,
(DZNE, 2024)). Eine hohe Standardisierung der Proben wurde durch detailliert
festgelegte, belegte Protokolle erreicht (Santana et al., 2023).

FiUr die Erforschung mdglicher Einflussfaktoren auf untersuchte Biomarker ist

nicht nur eine moglichst groRe Kohorte notwendig; es sollte auch eine
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entsprechende Vielfalt der Patientenkohorte in Hinblick auf zum Beispiel Lebens-
stil und ethnischen und geographischen Ursprung sichergestellt werden. Daruber
hinaus ist SCA3 selbstverstandlich eine nicht auf den europaischen Raum be-
schrankte Erkrankung (siehe Kapitel 1.1). Daher wurden im Rahmen einer Ko-
operation mit einem Zentrum in Brasilien, beheimatet an der Universidade Fe-
deral do Rio Grande do Sul beziehungsweise dem Hospital de Clinicas de Porto
Alegre, Proben aus der BIGPRO (Biomarkers and genetic modifiers in a study of
presymptomatic and symptomatic SCA3/MJD carriers)-Studie mit in die Untersu-
chungen eingeschlossen.

Bei BIGPRO handelt es sich um eine longitudinale Studie, geleitet durch Laura
Bannach Jardim, deren primares Ziel die Erforschung von Biomarkern fur den
Krankheitsprogress der SCA3 ist. Eingeschlossen wurden die Daten (klinische
Untersuchungen, Probenentnahmen, neurophysiologische Untersuchungen und
bildgebende Verfahren) von insgesamt 90 Probanden, von denen 84 im Rahmen
dieser Arbeit vorlagen und im Rahmen der Kooperation untersucht wurden
(https://bigpro.webnode.page/, zuletzt abgerufen am 21.02.2024, 15:00, (Bigpro
study, 2024)).

1.6 Time-resolved fluorescence energy transfer (TR-FRET)-Im-

munoassay

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Konzentration von Ataxin-3 in PBMCs (peri-
pheral blood mononuclear cells) mittels TR-FRET gemessen und als ein mogli-
cher Biomarker (siehe Kapitel 1.4) fur den Erkrankungsverlauf der SCA3 disku-
tiert.

Im Folgenden wird daher zunachst das Funktionsprinzip eines TR-FRET be-
schrieben.

Der TR-FRET (Time-resolved fluorescence energy transfer, auch Time-resolved
Férster energy transfer)-Immunoassay ist eine Methode, welche die Quantifizie-
rung auch gering exprimierter spezifischer Proteine erlaubt (Paganetti et al.,
2009). Im Rahmen dieser Arbeit wird er verwendet, um den Gehalt von expan-

diertem ATXNS3, das in einer Probe geldst vorlag, zu bestimmen. Dieser
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Immunoassay erlaubt durch seine Einfachheit einen hohen Durchsatz und wird
als leicht reproduzierbar beschrieben (Bidinosti et al., 2012).

Diese Methode nutzt die von Theodor Forster beschriebene Energieubertragung
zwischen einem angeregten Molekdil an ein benachbartes Molekiil. Diese Uber-
tragung geschieht ohne Strahlung und ist abhangig von der Distanz der Moleklile

zueinander (Forster, 1948).

Im Falle eines TR-FRET-Immunoassays werden zwei verschiedene Antikorper je
mit einem als Energiedonor fungierenden Molekll und einem Molekll, das als
Energieakzeptor dienen kann, verbunden. Die beiden Antikdrper sind so gestal-
tet, dass sie beide an dem zu quantifizierenden Protein binden. Kommt es zu
einer Bindung der beiden Antikorper an das gleiche Protein und damit die beiden
Molekule nah genug aneinander heran, transferiert das Donormolekll Energie an
das Akzeptormolekdl, sobald es angeregt wird. Beide Molekulle geben in diesem
Fall Fluoreszenzsignale jeweils unterschiedlicher Wellenlangen ab, die in einem
entsprechenden Gerat gemessen werden konnen. Die Starke des TR-FRET-Sig-
nals steht dabei im Verhaltnis zur Menge des vorhandenen Zielproteins, da das
Signal nur zustande kommt, wenn beide Antikorper am gleichen Molekul gebun-
den haben (Cui et al., 2014).

Als Energiedonormolekul werden dabei die sogenannten Metalle der seltenen
Erden, die Lanthanoide, verwendet, in diesem Fall Terbium (tb). Deren Kryptan-
den haben mehrere Eigenschaften, die fir den TR-FRET-Immunoassay von Vor-
teil sind. Zum einen liegt die Distanz, Uber die ein Energietransfer nach Forster
maoglich ist, fur diese Metalle bei bis zu 9 nm (Paganetti et al., 2009), wodurch die
Auswahl der Antikorperbindungsstellen innerhalb eines Molekuls etwas freier ge-
staltet werden kann. Zum anderen kdénnen sie als Donor fur langlebige Fluores-
zenzsignale verwendet werden (Mathis, 1993). Insbesondere der letzte Punkt ist
entscheidend fur das Design der TR-FRET-Messung. Da das Signal des Ener-
giedonors lange anhalt, wahrt auch das ansonsten kurzlebige Signal des Ener-
gieakzeptors lang, was zeitaufgeldste Messungen erlaubt (Mathis, 1993). Durch
eine zeitverzogerte Messung konnen unspezifische kurzlebige Fluoreszenzsig-

nale, die andererseits zum gemessenen Wert beigetragen hatten, eliminiert
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werden (Bidinosti et al., 2012; Cui et al., 2014). Hierzu gehéren neben allgemei-
nen Hintergrundemissionen biologischer Bestandteile auch die Signale der un-
gebundenen, gelosten Molekule (Mathis, 1993), wobei um den Beitrag letzterer
zu minimieren auch die Wahl einer passenden Verdunnung wichtig ist (Paganetti
et al., 2009). Um alle diese Faktoren widerzuspiegeln, wurde fir diese Messreihe
fur die Messung des TR-FRET-Immunoassays eine Zeitverzégerung von 100 us
nach dem anregenden Signal gewahlt, wie von Imbert et al., 2007 vorgeschlagen
im Kontrast zu den zuvor haufig gewahlten 50 us. Dieser Mechanismus der zeit-
verzdgerten Messung ist in Abbildung 1 dargestellt. Als Energieakzeptor wurde
in diesem Fall eine D2-Fluorophore gewahlt, das in Untersuchungen eine erhdhte
Signalstabilitat im Vergleich zu ahnlichen verwendeten Molekllen aufweist (Im-
bert et al., 2007).

C
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Intensitat der Fluoreszenz

Anregungs- 100 us 300 ps
impuls S \/erzégerung Messung

a: Hintergrundfluoreszenz

b: Fluoreszenz ungebundener Akzeptoren
c: Fluoreszenz des Donors (tb)

d: Fluoreszenz des Akzeptors (D2)

Abbildung 1: Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzsignale wiahrend einer TR-FRET- Messung. Die Hin-
tergrundfluoreszenz (a) sowie das Signal, das von ungebundenen Akzeptormolekiilen (b) abgegeben
wird, ist kurzlebig und klingt kurzfristig nach dem Anregungsimpuls wieder ab. Dadurch, dass das
Signal des Energiedonors (c) nach der Anregung lange erhalten bleibt, ist auch das Signal des Ener-
gieakzeptors (d) langlebig. Das 300 us lange Messfenster wird mit einer Zeitverzégerung von 100 us
so gewdhlt, dass die Stérsignale a und b weitméglichst abgeklungen sind, wéhrend das Donor- und
Akzeptorsignal noch stabil gemessen werden kénnen. Abbildung modifiziert nach Imbert et al., 2007
und Cui et al., 2014.
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Gemessen wird sowohl die Emission bei einem Filter von 615 nm als auch die
bei 665 nm. Erstere ist die des Terbiums, also des Energiedonors, und zweitere
die des D2, also des Energieakzeptors. Dabei fluoresziert Terbium konstant nach
der Anregung, und D2 in Abhangigkeit davon, wie viele Molekule dieses in der
Nahe gebunden haben (Bidinosti et al., 2012).

Aus den beiden gemessenen Werten wird das TR-FRET-Signal berechnet, das
als AF bezeichnet wird. Dieses stellt die prozentuelle Steigerung des Proben-
werts gegenuber des durch den Puffer erzeugten Hintergrunds dar. Dieses nor-
malisiert den abhangigen Messwert (die Fluoreszenz des Terbiums, gemessen
bei 665 nm) gegen den unabhangigen Messwert (die Fluoreszenz von D2, ge-
messen bei 615 nm) und rechnet das Hintergrundsignal heraus (Bidinosti et al.,
2012). Die Berechnung des Verhaltnisses zwischen der Akzeptor- und der Do-
nor-Fluoreszenz erlaubt dabei das Verrechnen von Pipettierfehlern oder Mess-
unterschieden zwischen den einzelnen Wells (Imbert et al., 2007).

Samtliche im Rahmen dieser Arbeit fur den TR-FRET-Immunoassay verwende-
ten Antikorper sind dabei in Tabelle 17 aufgefuhrt. Es wurden daraus Messungen
mit zwei Antikdrperkombinationen durchgefuhrt, bei denen jeweils ein Antikdrper
tb- und einer D2-markiert eingesetzt wurde. Beide Kombinationen enthielten da-
bei den ATXN3 Antikérper Klon 1H9. Dieser Antikorper bindet spezifisch an Ata-
xin-3, und zwar n-terminal des Polyglutamintrakts (H. L. Paulson et al., 1997). Als
weiterer Antikorper wurde in einer Kombination der PolyQ-spezifische Antikorper
Klon MW1 eingesetzt, in der anderen ebenfalls ein PolyQ-spezifischer Antikorper
Klon 1C2. MW1 bindet an und detektiert damit Polyglutaminketten mit Gber 15
Glutaminen. Dabei werden diese eher gebunden, je langer sie sind. Bei Vorhan-
densein von Proteinen mit expandierten und nicht-expandiertem PolyQ-Trakt
werden erstere von MW1 bevorzugt gebunden, wie Versuche mit Huntingtin ge-
zeigt haben (Ko et al., 2001). Im Zusammenhang mit 1H9 wird MW1 verwendet,
um Ataxin-3 mit einer expandierten PolyQ-Region zu markieren. Diese Kombina-
tion wurde von Nguyen et al., 2013 auf Ataxin-3 adaptiert und angewendet und
auch von Gonsior et al., 2021 verwendet und bestatigt. 1C2 wurde urspringlich
fur die Interaktion mit dem TATA-Box Bindungsprotein eingesetzt. Es bindet aber

in niedrigen Konzentrationen spezifisch an den expandierten PolyQ-Trakt der
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Proteine, die im Erkrankungsmechanismus von PolyQ-Erkrankungen eine Rolle
spielen, wie neben Chorea Huntington auch die Spinozerebellare Ataxie Typ 3
(Trottier et al., 1995). Hierbei werden PolyQ-Regionen mit mehr als 37 Glutami-
nen erkannt. Die Kombination aus 1H9 und 1C2 ist daher ebenfalls geeignet, die
Menge des expandierten Ataxin-3 in einem Probenhomogenat zu bestimmen.
Fir einzelne Messreihen wurde aulerdem die Menge an Gesamt-Ataxin-3 be-
stimmt. Dies geschah mit der Kombination der beiden Ataxin-3-spezifischen An-
tikorper 1H9 und Ataxin-3 N-term (Gonsior et al., 2021). Die Funktionsweise des
FRETs ist noch einmal schematisch am Beispiel der Kombination 1H9-tb und
MW1-D2 in Abbildung 2 dargestellt.

Energietbertragung
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips eines FRETs. Hier am Beispiel der
Antikérperkombination 1TH9 und MW1. Beide Antikérper binden an das Ataxin-3-Protein. Die Amino-
sdurenabfolge (kodiert nach dem Einbuchstabencode) der Bindungsstellen und ihre Lokalisation
innerhalb des Ataxin-3-Proteins ist im unteren Teil der Abbildung dargestellt. Die Zahlen geben hier-
bei die Aminoséureposition innerhalb des Proteins an. Die beiden Antikérper sind mit unterschied-
lichen Fluorophoren markiert, tb (Terbium) und D2. Bei Anregung durch einen Laserimpuls kommt
es zum einen zu einer Fluoreszenzemission von 615 nm durch das tb-Molekiil, zum anderen kann
dieses an in der Ndhe gebundenes D2 Energie libertragen. Diese Energieiibertragung nach Forster
(FRET) sorgt fiir eine Anregung des D2-Molekiils, das dadurch eine Fluoreszenz der Wellenlénge 665
nm abgibt. UIM = Ubiquitin-interagierende Doméne, polyQ = Polyglutamintrakt.

Beim TR-FRET handelt es sich, wie bereits beschrieben, um eine hochsensitive
Methode, die in der Lage ist, bereits kleine Anderungen in der gemessenen Kon-
zentration wahrzunehmen. Es ist daher neben sorgfaltiger Arbeit insbesondere
wichtig, mogliche Einflussfaktoren auf die Messung zu erkennen und zu
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spezifizieren, um das Messergebnis besser zu interpretieren und Ataxin-3 als po-
tenziellen Biomarker besser nutzbar zu machen. Ein Beispiel, bei dem dies be-
reits in der klinischen Praxis angewandt wird, ist zum Beispiel der altersadaptierte
Cut-Off bei der Messung von D-Dimeren, wodurch die Voraussagekraft in Hin-
blick auf die Erkennung vendser Thromboembolien signifikant verbessert wurde
(Schouten et al., 2013). Nachdem die Messung der Ataxin-3-Konzentration in
PBMCs mittels TR-FRET bereits in vorangegangenen Studien als moglicher Bi-
omarker im Gesprach war (Gonsior et al., 2021) ist die weitere Evaluation mogli-
cher Einflussfaktoren daher der nachste Schritt in Hinblick auf die Evaluation des
hier vorliegenden Potentials, da sich hierdurch auch maéglicherweise die Sensibi-

litat und Spezifitat erhdhen lassen konnte.

1.7 SNP-Varianten im ATXN3- und PARK2-Gen

Bei einem Einzelnukleotid-Polymorphismus (Single Nucleotide Polymorphism,
SNP) handelt es sich um eine genetische Variante, bei der sich eine einzelne
Base an einer definierten Stelle im Genom in einem Individuum oder auf einem
Allel dieses Individuums im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung unterscheidet.
Bei Einzelnukleotid-Austauschen handelt es sich um die haufigste Art der Muta-
tion, die, um als Polymorphismus und damit SNP bezeichnet zu werden, verbrei-
tet sein und damit in mindestens 1 % der Bevdlkerung auftreten muss. (Wright,
2005). Es gibt geschatzt etwa 3 bis 10 Millionen dieser Varianten im menschli-
chen Genom (Wright, 2005). Im Rahmen des 1000 genomes project wurden ins-
gesamt Uber 84 Millionen SNPs beschrieben (1000 Genomes Project Consortium
et al., 2015).

SNPs kénnen sowohl in Abschnitten der kodierenden DNA als auch in nicht-ko-
dierenden Abschnitten auftreten. Im Falle eines SNPs in einem kodierenden Ab-
schnitt kann es aufgrund der Redundanz des genetischen Codes zu einer stillen
Mutation kommen, wenn das betroffene Gentriplet nach dem Austausch weiter-
hin far die gleiche Aminosaure kodiert. Darlber hinaus sind sogenannte Non-
sense-Mutationen moglich (Verlust eines Start-Codons durch die Mutation oder
Erzeugung eines vorzeitigen Stopp-Codons) sowie Missense-Mutationen (das

betroffene Gentriplet kodiert flr eine andere Aminosaure). Durch diese
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Mdglichkeiten kann der Aufbau sowie die Funktion des kodierten Proteins veran-
dert werden oder verloren gehen, sodass es zu krankheitserzeugenden oder -
modifizierenden Effekten kommen kann.

Innerhalb von SCA3 Iasst sich zum Beispiel beobachten, dass es zwar eine deut-
liche und mehrfach beschrieben inverse Korrelation zwischen der Anzahl an
CAG-Wiederholungen im ATXN3-Gen und dem Age at Onset gibt, erstere aber
nicht in der Lage ist, samtliche Variationen im Erkrankungsalter zu erklaren. Es
lasst sich daher der Einfluss weiterer genetischer Variablen vermuten (Riess et
al., 2008). Insgesamt lasst die zunehmende Forschung im Bereich der SNPs eine
grofliere Bedeutung dieser vermuten, auch durch SNPs in nicht-kodierenden Be-
reichen.

Im Zuge dieser Arbeit wird die Haufigkeit und Verteilung sowie verschiedene Kor-
relationen von drei SNPs im ATXN3-Gen sowie von zwei SNPs im PARK2-Gen

genauer untersucht. Diese werden in Kapitel 1.7.1 und 1.7.2 genauer dargestellt.

1.7.1 Untersuchte Varianten im ATXN3-Gen

Im Rahmen dieser Arbeit werden insgesamt drei Varianten im ATXN3-Gen un-
tersucht. Diese sind in Tabelle 2 tabellarisch dargestellt und im Folgenden ge-
nauer beschrieben. Ist eine Position nach Basenpaar (Bp) angegeben, so ist

diese stets fur eine Anzahl von 13 CAG-Wiederholungen beschrieben.

Tabelle 2: Untersuchte Varianten im ATXN3-Gen. A = Adenin, C = Cytosin, G = Guanin, Arg = Arginin,
Gly = Glycin, Met = Methionin, Tyr = Tyrosin, Val = Valin, STOP = Stopp-Codon, Bp = Basenpaar.
Hé&ufigkeiten nach https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/ (NCBI SNP, 2024).

rs-Nummer Lokalisation nach Basenaustausch Aminosauren-
Basenpaar (bei 13  inkl. Haufigkeit, be- austausch
CAG-Wiederholun- zogen auf die Ge-
gen) und Exon samtbevolkerung
rs1048755 Bp 669, Exon 8 G (75 %) -> A (25 %) Val -> Met
rs12895357 Bp 987, Exon 10 G (89 %) -> C (11 %) Gly -> Arg
rs7158733 Bp 1118, Exon 10 C(B81%)->A(19%) Tyr->STOP
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Der SNP mit rs1048755 liegt in Exon 8 des ATXN3-Gens an der Stelle von Ba-
senpaar 669 und wird daher im Rahmen dieser Arbeit so bezeichnet (Bp 669).
Es liegt damit vor dem CAG-Repeat im Exon 8. Der Austausch der Base G durch
A an dieser Stelle im ATXN3-Gen fuhrt zu einem Aminosauren-Austausch von
Valin durch Methionin und damit zu einer Missense-Variante (NCBI SNP, 2024).
G ist an dieser Stelle mit 75 % deutlich haufiger vertreten als die Variante A.
Beschrieben wurde diese Variante bereits zuvor, inklusive Unterschieden zwi-
schen Mutationstragern und Kontrollprobanden (Gaspar et al., 2001; Goto et al.,
1997). Die Mutation wird als vermutlich gutartig eingestuft (NCBI SNP, 2024);
eine Studie beschrieb keinen Zusammenhang mit erhohter intergenerationaler
Instabilitat der Anzahl an CAG-Wiederholungen (Maciel et al., 1999).

Der SNP mit rs12895357 liegt in Exon 10 des ATXN3-Gens an der Stelle von
Basenpaar 987 (SNP Bp 987). Da er damit kurz hinter dem CAG-Repeat liegt, ist
die exakte Position von der Anzahl der CAG-Wiederholungen abhangig. Die hier
erfolgte Angabe ist fur den Fall von 13 CAG-Wiederholungen. In 11 % der Falle
wird das Ublicherweise hier befindliche G durch ein C ausgetauscht, was zu einer
Missense-Mutation fuhrt. Glycin wird hierbei durch Arginin ersetzt (NCBI SNP,
2024). In seltenen Fallen kommt es zu einem Austausch durch A oder T (NCBI
SNP, 2024). Auch dieser SNP ist bereits vorbeschrieben worden (Kawaguchi et
al., 1994). Die Mutation wird nach NCBI (NCBI SNP, 2024), Stand 22.02.2024)
als gutartig beziehungsweise wahrscheinlich gutartig eingestuft. Es wurde aller-
dings bereits eine erhohte intergenerationale Instabilitat der Lange der CAG-
Repeat-Kette abhangig von der Auspragung beobachtet (Maciel et al., 1999;
Riess et al., 2008).

Der SNP mit rs7158733 liegt ebenfalls in Exon 10 des ATXN3-Gens an der Stelle
von Basenpaar 1118 (SNP Bp 1118) und damit in relativer Nahe zu SNP Bp 987
und der CAG-Repeat-Kette. Auch hier ist durch die Lage nach dem CAG-Repeat
die exakte Position abhangig von der Anzahl der CAG-Wiederholungen und in
diesem Fall fur 13 CAG-Wiederholungen angegeben. In 81 % der Falle liegt hier

ein C vor, in 19 % ein A. In vereinzelten Fallen sind auch ein Austausch durch G
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und T beschrieben (NCBI SNP, 2024). Dieser SNP wurde zusammen mit Bp 669
vorbeschrieben (Maciel et al., 1999), wobei hier auch Bp 987 weitergehend mit-
untersucht wurde. Da das Codon fur Tyrosin durch das Vorliegen der Base A zu
einem Stoppcodon wird, liegt in diesem Fall eine Nonsense-Mutation vor, die zu
einer verkurzten Ataxin-3-Isoform fuhrt (Goto et al., 1997; Weishaupl et al., 2019).
Auch fur diese Variante ist eine erhdhte intergenerationale Instabilitat der Lange
der CAG-Repeat-Kette beschrieben (Maciel et al., 1999).

Neben den maglich Einflussfaktoren, die die jeweilige Auspragung selbst auf den
Krankheitsverlauf haben kdnnte, sind insbesondere SNPs, die aufgrund ihrer re-
gionalen Nahe mit dem CAG-Repeat in Verbindung stehen, von Interesse. Bei
einer klaren und eindeutigen Zuordnung zwischen SNP und mutiertem Allel be-
steht die Moglichkeit, das entsprechende Allel mittels spezifischer Therapien, bei-
spielsweise im Rahmen der Verwendung von Antisense-Oligonukleotiden (siehe
Kapitel 1.3) anzusprechen und dadurch gezielt zu regulieren (Claassen et al.,
2020; Hauser et al., 2022; Helm et al., 2022). Dies verspricht moglicherweise eine
nebenwirkungsarmere Therapie, sollte hierdurch die Synthese des Wildtyp-Pro-

teins nicht ebenfalls beeinflusst werden.

1.7.2 Untersuchte Varianten im PARK2-Gen

Parkin ist ein vom PARK2-Gen kodiertes Protein. PARKZ liegt auf Chromosom
6925.2-27. Im Fall von Mutationen in diesem Gen und damit Veranderungen im
entsprechenden Protein kommt es zu einer autosomal-rezessiv vererbten, juve-
nilen Form von Parkinson (Kitada et al., 1998). Damit ruckt Parkin zum Einen in
den Fokus von SCA3-bezogenen Forschungen, da bei Typ IV der SCA3 Parkin-
son-ahnliche Symptome beschrieben sind, also ein moéglicher Zusammenhang
vermutet werden kann (Rub et al., 2013), zum Anderen bestehen bereits be-
schriebene und untersuchte Interaktionen zwischen Parkin und Ataxin-3. Bei Par-
kin handelt es sich um eine E3-Ligase, deren Stabilitat und Aktivitat durch die
deubiquitinierende Funktion von Ataxin-3 beeinflusst und reguliert wird (Durcan
& Fon, 2013). Insbesondere die mutierte (expandierte) Form von Ataxin-3 wird

als Forderer des Abbaus von Parkin beschrieben (Durcan et al., 2011; Durcan &
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Fon, 2011), sodass Parkin als Interaktionspartner auch in Hinblick auf mdgliche
pathogene Mechanismen in den Fokus rickt und SNPs des PARK2-Gens rele-
vanten Teil von Forschungen macht.

Die beiden im Rahmen dieser Arbeit untersuchten SNPs sind im Folgenden na-

her beschrieben und in Tabelle 3 tabellarisch dargestelit.

Tabelle 3: Untersuchte Varianten im PARK2-Gen. A = Adenin, C = Cytosin, G = Guanin, Asn = Aspar-
agin, Leu = Leucin, Ser = Serin, Val = Valin, Bp = Basenpaar. Hdufigkeiten nach ALFA Allele Fre-
quency, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/ (NCBI SNP, 2024).

rs-Nummer Lokalisation nach Basenaustausch Aminosauren-
Basenpaar und inkl. Haufigkeit, be- austausch
Exon zogen auf die Ge-

samtbevolkerung

rs1801474 Bp 601, Exon 4 G (96 %) > A (4 %) Ser -> Asn
rs1801582 Bp 1239, Exon 10 G (84 %)->C (16 %) Val -> Leu

Der erste von zwei untersuchten SNPs mit der Bezeichnung rs1801474 liegt an
der Stelle von Bp 601 in Exon 4 des PARK2-Gens und wird daher im Rahmen
dieser Arbeit als SNP Exon 4 bezeichnet. Durch den Austausch des in der uber-
wiegenden Anzahl der Falle vorliegenden G mit einem A kommt es zu einer Mis-
sense-Mutation, bei der Serin durch Asparagin ersetzt wird (NCBI SNP, 2024).
In NCBI wird diese Mutation als gutartig gewertet (NCBI SNP, 2024). Es gibt Be-
schreibungen, dass die Auspragung des SNPs das AAO von Parkinson-Patien-
ten beeinflusst (Ghione et al., 2007), sodass ein ahnlicher Zusammenhang auch

fur SCA3 untersucht werden konnte.

Der zweite SNP mit der Bezeichnung rs1801582 liegt an der Stelle von Bp 1239
in Exon 10 (SNP Exon 10). Innerhalb der allgemeinen Bevolkerung liegt hier in
der Mehrzahl der Falle ein G vor, das durch ein C ersetzt werden kann. Hierdurch
kommt es zu einer Missense-Mutation, bei der Valin durch Leucin ersetzt wird. In
seltenen Fallen findet ein Austausch durch A oder T statt (NCBI SNP, 2024).
Diese Variante wird nach NCBI ebenfalls als gutartig gewertet (NCBI SNP, 2024).

Ahnlich wie fir den SNP Exon 4 gibt es hier ebenfalls beschriebene
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Zusammenhange mit dem AAO von Parkinson-Patienten (Ghione et al., 2007).
Dartber hinaus wurde auch bereits eine Korrelation bestimmter Auspragungen
mit dem Auftreten von sporadischen Parkinson-Erkrankungen beschrieben (Lu-
cking et al., 2003).

1.8 Ziel der vorliegenden Arbeit

Als eine von mehreren mittlerweile bekannten PolyQ-Erkrankungen handelt es
sich bei der Spinocerebellaren Ataxie Typ 3 um eine der haufigeren. Fur die in
den 1970er Jahren erstmals beschriebene, autosomal dominant vererbte Erkran-
kung besteht bisher kein klinisch erprobter und erfolgreicher kausaler oder kura-
tiver Therapieansatz. Bisherige Therapiemdoglichkeiten beschranken sich daher
auf symptomatische Therapien sowie Forschungsprozesse zu krankheitsmodu-
lierenden Mdglichkeiten und Ansatzen.

Um deren Effektivitat, insbesondere perspektivisch fur klinische Studien, unter-
suchen und objektiv beurteilen zu konnen, fehlen fur die SCA3 bisher zuverlas-
sige Biomarker. Aktuell wird der Krankheitsfortschritt primar mittels klinischer
Scores wie dem SARA-Score festgehalten und beurteilt. Dieser ist allerdings we-
nig sensitiv fiir kleinteilige Anderungen und hat dariiber hinaus weitere in den
vorangehenden Kapiteln beschriebene Schwachen, die andere Moglichkeiten zur
Therapietberwachung erforderlich machen. Dartber hinaus sollten Therapien
idealerweise begonnen werden, bevor es bereits zu ausgepragten Symptomen
durch moglicherweise nicht ruckgangig zu machende neuronale Schaden
kommt, sodass auch fur praataktische und damit praklinische Patienten zuver-
lassige Marker bendtigt werden.

Ataxin-3 wurde bereits in vorangegangenen Studien und Arbeiten innerhalb der
gleichen Forschungsgruppe als moglicher vielversprechender Biomarker fur
SCAS diskutiert und untersucht. Da es sich bei mutiertem und damit expandier-
tem Ataxin-3 um das krankheitsverursachende Protein der SCA3 handelt, be-
steht hier das Potential flr einen Biomarker mit einer hohen Spezifitat.

Fir die einfache Verfugbarkeit wird ihm Rahmen dieser Arbeit die Ataxin-3-Kon-
zentration in einem gering invasiv zu gewinnenden Medium untersucht: In aus

peripherem Blut isolierten PBMCs. Diese konnen mittels einer einfachen
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Blutenthahme ohne groRRes Risiko fur den betroffenen Patienten entnommen und
weiter untersucht werden. Die Proben wurden dann mittels des hochsensitiven
TR-FRET-Immunoassays untersucht und die Konzentration des Ataxin-3-Pro-
teins bestimmt, sodass Korrelationen zu bereits etablierten (klinischen) Parame-
tern der Krankheitstiberwachungen erforscht werden konnten.

Zur Standardisierung eines moglichen Biomarkers ist die Bestimmung mdglicher
nicht-krankheitsrelevanter Einflussfaktoren unabdingbar. Diese Arbeit machte es
sich daher insbesondere zur Aufgabe, mittels einer VergroRerung der bereits im
Rahmen des ESMI-Projekts durch andere Doktoranden untersuchten ESMI-Ko-
horte, sowie das Hinzuziehen von Proben einer zweiten Kohorte der BIGPRO-
Studie, verschiedene mogliche Einflussfaktoren auf die Ataxin-3-Konzentration
zu analysieren. AulRerdem wurde das Spektrum der Herkunft der Probanden

dadurch, dass die BIGPRO-Kohorte in Brasilien angesiedelt ist, erweitert.

Eine zweite Zielsetzung war die Untersuchung maglicher genetischer Einfluss-
faktoren, in diesem Fall insgesamt funf untersuchte SNPs, auf den Krankheits-
verlauf. Hierdurch bestehen madglicherweise pradiktive oder, durch mdgliche As-
soziationen von SNPs mit bestimmten Faktoren der SCA3, auch krankheitsmo-
dulierende Therapieansatze. Darlber hinaus wurde versucht, eine weitere, ver-
einfachte Methode der SNP-Bestimmung zu etablieren, um die Analysen an die-

ser Stelle einfacher zu gestalten.
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Probenherkunft, Ethikvotum

Die verwendeten Proben stammen sowohl aus dem zuvor beschriebenen ESMI-
Programm und damit aus Zentren innerhalb von Europa, als auch vom Servigo
de Genética Médica des Hospital de Clinicas de Porto Alegre in Porto Alegre,
Brasilien.

Die Gewinnung der Proben geschah nach hoch-standardisierten und festgeleg-
ten Protokollen innerhalb ESMIs beziehungsweise am Institut in Brasilien. Es
wurden dabei anamnestische Daten wie Alter, Geschlecht, Zeitpunkt der letzten
Mahlzeit und krankheitsbezogene Informationen erhoben sowie Blutproben ab-
genommen. Zur Analyse nach Tubingen weitergegeben wurde ein Milliliter
EDTA-Blut flr die DNA-Isolation zum Zwecke der genetischen Analysen sowie
ein mit Hilfe eines Cell Preparation Tubes von BD aus Vollblut gewonnenes Pellet
aus mononuklearen Zellen des peripheren Bluts (PBMC).

Die Untersuchungen an humanem Probenmaterial von Patienten wurde von der
lokalen Ethikkommission genehmigt. Die zugehoérigen Ethiknummern sind
598/2011BO1 und 911/2019BO2 fur die Sammlung der Proben und die Analysen
respektive. Fur die Abnahme der Blutproben bei den Europaischen Partnern la-
gen Genehmigungen der entsprechenden lokalen Behorden vor.

2.1.2 Gerite
Tabelle 4: Verzeichnis der verwendeten Gerite
Gerat Geratetyp Hersteller (Hauptsitz,
Land)
MCuvette pCuvette G1.0 Eppendorf SE (Ham-
burg, Deutschland)
Geldokumentation Transilluminator Bio biostep GmbH (Burk-
View (UV-light) hardtsdorf, Deutschland)
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Gerat Geratetyp Hersteller (Hauptsitz,
Land)
Gelkammer PerfectBlue™ gel sys- PEQLAB Biotechnologie
Agarosegele tem, Mini S GmbH (Erlangen,
Deutschland)

PerfectBlue™ gel sys-

PEQLAB Biotechnologie

tem, Mini L GmbH (Erlangen,

Deutschland)

Gelkammer  Western- Mini-PROTEAN  Tetra Bio-RAD (Hercules,

Blot System USA)

Heizblock ThermoStat plus Eppendorf SE (Ham-
burg, Deutschland)

Heizschuttler Thermomixer compact Eppendorf SE (Ham-
burg, Deutschland)

Kamera Olympus Camedia C- Olympus (Hamburg,

4040 (4.1 MP)

Deutschland)

Kahlzentrifuge

Centrifuge 5415R

Eppendorf SE
burg, Deutschland)

(Ham-

LightCycler LightCycler® 480 II Roche (Basel, Schweiz)
PCR-Cycler |/ Ther- G-STORM Thermal Cy- Alpha Metrix Biotech
mocycler cler GSI GmbH (Roédermark,
Deutschland)
T100 Thermal Cycler Bio-RAD (Hercules,
USA)
Photometer BioPhotometer Eppendorf SE (Ham-

burg, Deutschland)

Plattenlesegerat

Sirius HT / Synergy HT

BioTek (Winooski, USA)

Schittelwasserbad

Schiuttelwasserbad 1083

LAUDA-GFL, Gesell-
schaft fur Labortechnik
mbH

Deutschland

(Burgwedel,
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Gerat

Geratetyp

Hersteller (Hauptsitz,
Land)

Sequenzierer

CEQ 8000 Genetic Ana-

Beckman Coulter (Brea,

lysis System USA)
CEQ 8800 Genetic Ana- Beckman Coulter (Brea,
lysis System USA)
Sterilbank HeraSafe HS12 Heraeus (Hanau,
Deutschland)

Swing-Out-Zentrifugen

Centrifuge 5810R

Eppendorf SE
burg, Deutschland)

(Ham-

Centrifuge 5804

Eppendorf SE
burg, Deutschland)

(Ham-

Thermodrucker Drucker P91D Mitsubishi (Ratingen,
Deutschland)
TR-FRET-Laser TRF Light Unit 337 nm PerkinElmer (Waltham,
USA)
TR-FRET-Lesegerat Multimode Plate Reader PerkinElmer (Waltham,
EnVision USA)
Transferkammer TE22 Mighty Small Hoefer (Holliston, USA)
Transfer Unit
UV-Tisch UV-Transilluminator PEQLAB Biotechnologie
GmbH (Erlangen,
Deutschland)
Vakuumtrockner Concentrator 5301 Eppendorf SE (Ham-
burg, Deutschland)
Wasserbad Wasserbad WB 7 Memmert GmbH + Co.

Western-Blot-Dokumen-

tation

LI-COR® Odyssey® Fc

Imaging System

KG (Schwabach,
Deutschland)
LI-COR Biosciences

(Lincoln, USA)

Zentrifugen

Centrifuge 5810

Eppendorf SE
burg, Deutschland)

(Ham-
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Gerat Geratetyp Hersteller (Hauptsitz,

Land)

Centrifuge 5418 Eppendorf SE (Ham-

burg, Deutschland)

Centrifuge 5417C Eppendorf SE (Ham-

burg, Deutschland)

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 5: Verzeichnis der verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie / Reagenz

Hersteller (Hauptsitz, Land)

Ammoniumpersulfat (fur die Moleku-

larbiologie, fur die Elektrophorese)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Ampuwa H20 (Wasser fur Injektions-

zwecke)

Fresenius Kabi (Bad Homburg vor der
Hohe, Deutschland)

Acrylamid-Losung (30%) — Mix 29:1
fur die Molekularbiologie

PanReac  AppliChem (Darmstadt,
Deutschland)

Agarose (SeaKem LE Agarose)

Lonza Group AG (Basel, Schweiz)

Betainlosung

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Bicin (fur Pufferlosungen)

PanReac AppliChem (Darmstadt,
Deutschland)

Bis-Tris

PanReac AppliChem (Darmstadt,
Deutschland)

Borsaure

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutsch-
land)

Bovine Serum Albumin Fraction V
(BSA)

Roche (Basel, Schweiz)

Coomassie Brillantblau G250

Honeywell Fluka (Charlotte, USA)

cOmplete Mini, EDTA-frei

Roche (Basel, Schweiz)

CutSmart® Buffer

New England Biolabs (Ipswich, USA)
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Chemikalie / Reagenz

Hersteller (Hauptsitz, Land)

1,4-Dithiothreitol (DTT) (fur die Bio-
chemie)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

DPBS (1x) (Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline)

Gibco® by Life Technologies™ (Carls-
bad, USA)

Essigsaure (Eisessig) 100% (was-

serfrei zur Analyse)

Merck (Darmstadt, Deutschland)

Ethanol absolute p. A.

PanReac AppliChem (Darmstadt,
Deutschland)

Ethidiumbromid

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutsch-
land)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutsch-
land)

Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-

Dinatriumsalzlésung

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Ficoll™ PM400

GE Healthcare (Chicago, USA)

Formamid

Applied Biosystems (Foster City, USA)

GenomelLab DNA Size Standard Kit
— 600

Beckman Coulter (Brea, USA)

Genomelab Separation Buffer

Beckman Coulter (Brea, USA)

GenomelLab Seperation Gel

Beckman Coulter (Brea, USA)

Glycerin 86% (ROTIPURAN®, p.a.)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutsch-
land)

Glycin (PUFFERAN® 299 %, p.a.)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutsch-
land)

Lithiumdodecylsulfat

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutsch-
land)

Isopropanol

Honeywell International Inc. (Charlotte,
USA)

Magermilchpulver (Skim Milk Pow-
der for Microbiology)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
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Chemikalie / Reagenz

Hersteller (Hauptsitz, Land)

Methanol Honeywell International Inc. (Charlotte,
USA)
MgSO4 25mM PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlan-

gen, Deutschland)

MOPS (fur die Molekularbiologie)

PanReac  AppliChem  (Darmstadt,
Deutschland)

Natriumacetat (NaAcetat)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutsch-
land)

Natriumchlorid (ACS, Reag. Ph.
Eur.)

VWR International (Leuven, Belgien)

Natriumfluorid (NaF)

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutsch-
land)

Natriumdihydrogenphosphat-Mono-
hydrat (NaH2PQO4)

Merck (Damrstadt, Deutschland)

NEBuffer™ 3.1

New England Biolabs (Ipswich, USA)

O‘GeneRuler DNA Ladder Mix

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

Orange G

Omikron (Neckarwestheim, Deutsch-
land)

PCR Grade Nucleotide Mix

Roche (Basel, Schweiz)

PCR Buffer 10x (inkl. 15 mM MgClz)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Phenolrot (fur die Zellkultur)

PanReac  AppliChem  (Darmstadt,
Deutschland)

Precision Plus Protein™
Dual Color Standards

Bio-RAD (Hercules, USA)

Protein Assay Dye Reagent Concen-

trate

Bio-RAD (Hercules, USA)

Pwo-DNA-Polymerase

PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlan-
gen, Deutschland)

Q-Solution (5x)

Qiagen (Hilden, Deutschland)
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Chemikalie / Reagenz

Hersteller (Hauptsitz, Land)

“Reactionbuffer complete for Pwo-
DNA-Polymerase

PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlan-

gen, Deutschland)

Reactionbuffer incomplete for Pwo-

DNA-Polymerase

PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlan-

gen, Deutschland)

Salzsaure, rauchend 37%, ROTI-

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutsch-

PURAN® p.a., ACS, ISO land)
SDS-Pellets (299%, fur die Bioche- Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutsch-
mie) land)

Taq DNA Polymerase

Qiagen (Hilden, Deutschland)

TEMED

PanReac AppliChem (Darmstadt,
Deutschland)

Triton X® 100

Carl Roth GmbH (Karlsruhe, Deutsch-
land)

Trizma® (Primarstandard und Puffer,
299,9% (Titration), kristallin)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Tween®-20 fur die Molekularbiologie

PanReac AppliChem (Darmstadt,
Deutschland)

2.1.4 Verbrauchsmittel

Tabelle 6: Verzeichnis der verwendeten Verbrauchsmittel

Bezeichnung

Hersteller (Hauptsitz, Land)

0,2 ml 8er-Streifen PCR-Gefalke

STARLAB International GmbH (Ham-
burg, Deutschland)

96-Well Assay Mikrotiterplatte

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhau-

sen, Deutschland)

Amersham™ Protran™ Premium
0.2pm Nitrocellulose Blotting Mem-

bran

GE Healthcare (Chicago, USA)

BD Vacutainer® CPT™ (Mononu-

clear Cell Preparation Tube)

BD / Becton, Dickinson and Company
(Franklin Lakes, USA)
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Bezeichnung

Hersteller (Hauptsitz, Land)

epT.I.P.S. Reloads 0.1-10pl

Eppendorf SE (Hamburg, Deutschland)

epT.I.P.S. Reloads 2-200pl

Eppendorf SE (Hamburg, Deutschland)

FrameStar® 480/384 with gPCR Ad-
hesive Seal, white wells, clear frame

4titude (Surrey, UK)

Reaktionsgefall (Cellstar® Zentrifu-

genrdéhrchen) 15 ml und 50 ml

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhau-

sen, Deutschland)

GeXP Probenplatte

Beckman Coulter (Brea, USA)

GeXP Pufferplatte

Beckman Coulter (Brea, USA)

Kryoréhrchen CRYO.S™

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhau-

sen, Deutschland)

Pasteur Kapillarpipetten, 230 mm

Wilhelm Ulbrich GdbR (Bamberg,
Deutschland)

ProxiPlateTM-384 TC Plus, weil,
hohl mit 384 Vertiefungen, mit De-
ckel

PerkinElmer (Waltham, USA)

Reaktionsgefale 1,5 ml

Greiner Bio-One GmbH (Frickenhau-

sen, Deutschland)

Safe-Lock Reaktionsgefalle 1,5 ml,
braun (UV-Licht-geschutzt)

Eppendorf SE (Hamburg, Deutschland)

TipOne Pipettenspitzen 10yl

STARLAB International GmbH (Ham-
burg, Deutschland)

TipOne Pipettenspitzen 200l

STARLAB International GmbH (Ham-
burg, Deutschland)

TipOne Pipettenspitzen 1000ul

STARLAB International GmbH (Ham-
burg, Deutschland)

Whatman medium thickness 3MM

Chr paper (Filterpapier)

GE Healthcare (Chicago, USA)
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2.1.5 Hersteller-Kits

Tabelle 7: Verzeichnis der verwendeten Hersteller-Kits

Bezeichnung Hersteller (Hauptsitz, Land)

FlexiGene DNA Kit Qiagen (Hilden, Deutschland)
GenomelLab DTCS Quick Start Kit Beckman Coulter (Brea, USA)
LightCycler® 480 High Resolution Roche (Basel, Schweiz)
Melting Master

QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden, Deutschland)
SYPRO® Ruby Protein Blot Stain Thermo Fisher Scientific (Waltham,
USA)

2.1.6 Puffer und Losungen

Tabelle 8: Verzeichnis der verwendeten Puffer und Lésungen. In Klammern ist jeweils die Methode
angegeben, bei der diese Verwendung finden.

Puffer / Losung Zusammensetzung / Herstellung
APS-Ldsung, 10 % 10 % Ammoniumpersulfat
(Western Blot) ddH20 ad 30 ml
Bis-Tris-Puffer (3,5x) 1,25 M Bis-Tris
(Western Blot) ddH20 ad 200ml
Blocking-Puffer, 5 % 5 % Magermilchpulver
(Western Blot) TBS (1x) ad 5ml
BSA, 1 % 10 % BSA (10 pg/ul)
(Bradford-Assay) ddH20
cOmplete Mini, verdunnt 1 Tablette cOmplete Mini, EDTA-frei
(Lyse PBMC-Proben) ddH20 ad 2 ml
50 mM NaH2PO4
Detektionspuffer 400 mM NaF
(TR-FRET) 0,1 % BSA
0,05 % Tween-20
1 M DTT-L6sung 1 M 1,4-Dithiothreitol
(Western Blot) ddH20
0,5 M EDTA; pH 8,0 0,5 M EDTA
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Puffer / Losung

Zusammensetzung / Herstellung

(Agarosegel)

ddH20 ad 1 |
pH auf 8,0 einstellen

100 mM EDTA-Naz; pH 8,0

(Sequenzierung)

100 mM EDTA-Naz
H20 ad 250 ml
pH auf 8,0 einstellen

Ethanol, 70%

(Sequenzierung)

70 % Ethanol (100 %)
H20 ad 50 ml

LDS-Puffer (4x)
(Western Blot)

2ml 2,5 M Tris-HCI pH 8,5

2,5 ml 86 % Glycerin

0,125 ml 1 % Phenolrot

0,4 g Lithiumdodecylsulfat (LDS)
0,003 g EDTA

0,375 ml Coomassie

40 pl cOmplete Mini, verdiinnt

Lysepuffer

1% TritonX 100
(Lyse PBMC-Proben)

DPBS ad 1ml

1 M MOPS

1 M Trizma
MOPS-Laufpuffer (20x)

69,4 mM SDS
(Western Blot)

20,5 mM EDTA

ddH20

MOPS-Laufpuffer (1x)
(Western Blot)

MOPS-Laufpuffer (20x)
1:20 mit ddH20 verdunnt

3 M NaAcetat; pH 5,2

(Sequenzierung)

3 M NaAcetat
ddH20 ad 250 ml

pH auf 5,2 einstellen

5 M NaCl-Losung
(Western Blot)

5 M Natriumchlorid
ddH20

Orange G Ladepuffer (6x)
(Gelelektrophorese)

0,044 mM Orange G
0,35 mM Ficoll™ PM400
ddH20 ad 50 ml
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Puffer / Losung

Zusammensetzung / Herstellung

1 % Phenolrot

(Western Blot)

1 % Phenolrot
ddH20

Protein Assay Dye Reagent
Concentrate, 1:2,2 verdunnt

45 % Protein Assay Dye Reagent Concen-
trate (100 %)

(Bradford-Assay) ddH20
25 mM Glycin
Strioping-Puft H 20 34,7 mM SDS
ripping-Puffer; :
pPing P 1 % Tween 20
(Western Blot)
ddH20

mit 25 % Salzsaure auf pH 2,0 einstellen

TBE-Puffer (10x)

890 mM Trizma

890 mM Borsaure

(Agarosegel) 4 % 0,5 M EDTA-Na2 pH 8,0
ddH20 ad 1 |
TBE-Puffer (1x) 10 % TBE-Puffer (10x)
(Agarosegel) ddH20 ad 2 |
10 % 1 M Tris-HCI (pH 7,5)
TBS (10x)

(Western Blot)

30 % 5 M NaCl-Lésung

ddH20
TBS (1x) 10 % TBS-Puffer (10x)
(Western Blot) ddH20

10 % 1 M Tris-HCI (pH 7,5)

TBS-T (10x) 30 % 5 M NaCl-L6sung
(Western Blot) 1% Tween 20

ddH20
TBS-T (1x) 10 % TBS-T (10x)
(Western Blot) ddH20

0,5 M Bicin
Transferpuffer (20x) 0,5 M Bis-Tris
(Western Blot) 20,5 mM EDTA

ddH20 ad 500 ml
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Puffer / Losung

Zusammensetzung / Herstellung

Transferpuffer (1x)
(Western Blot)

5 % Transferpufter (20x)
15 % Methanol
ddH20

1 M Tris-HCI (pH 7,5)
(Western Blot)

1 M Trizma®
ddH20

mit 25 % Salzsaure auf pH 7,5 einstellen

2,5 M Tris-HCI (pH 8,5)
(Western Blot)

2,5 M Trizma®
ddH20

mit 25 % Salzsaure auf pH 8,5 einstellen

SYPRO staining Fixierldsung

(Western Blot)

7% Essigsaure
10% Methanol

ddH20
Verdunnungsmedium fur 40 pl cOmplete Mini, verdinnt
PBMC-Proben DPBS ad 1ml

2.1.7 Software

Tabelle 9: Verzeichnis der verwendeten Software

Verwendung

Bezeichnung

Hersteller (Hauptsitz,
Land)

Dokumentation Agaro- Argus X1 (Version biostep GmbH (Burk-
segele 4.1.10) hardtsdorf, Deutschland)
Abbildungen CorelIDRAW  Standard Corel Corporation
2021 (Ottawa, Canada)
Literaturrecherche und - Zotero Roy Rosenzweig Center

verwaltung

for History and New Me-
dia der George Mason
University
DC, USA)

(Washington

Multimode Plate Reader

EnVision Manager (Ver-

sion 1.13.3009.1401)

PerkinElmer
USA)

(Waltham,
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Verwendung

Bezeichnung

Hersteller (Hauptsitz,
Land)

2105 (1R-

FRET-Immunoassay)

“EnVision

Microplate Reader
Synergy HT (Bradford-
Assay)

Genbp™
2.01.14)

(Version

BioTek (Winooski, USA)

Bedienung und Analyse
CEQ 8000 Genetic Ana-
lysis System

GenomelLabTM GeXP
Genetic Analysis Sys-
tem (Version 10.2)

Beckman Coulter (Brea,
USA)

Statistische Auswertung

GraphPad Prism 9

GraphPad Software (San
Diego, USA)

Darstellung Western

Blot

Image Studio (Version
4.0.21)

LI-COR Biosciences (Lin-
coln, USA)

Bedienung und Analyse

LightCycler

LightCycler® 480 SW
(Version 1.5.1)

Roche (Basel, Schweiz)

Datenverwaltung  und

Darstellung

Microsoft Office (Word +
Excel) 365 Plus

Microsoft
(Redmond, USA)

Corporation

2.1.8 Primer

Samtliche nachfolgend genannten Primer wurden von der Firma metabion inter-

national AG (Planegg, Deutschland) hergestellt. Sofern nicht anders angegeben,

wurde als Aufreinigung ,entsalzt” ausgewahlt. Samtliche Primer wurden in einer

Konzentration von 10 pmol/ul eingesetzt.

Tabelle 10: Verzeichnis der Primer fiir die Bestimmung der CAG-Wiederholungen mittels Fragment-

lingenanalyse
Primer Sequenz (5° - 39) Produktlange [bp]
ATXN3 vorwarts (P247), CCA GTG ACT ACT 202
5Cy5 fluoreszenzmar- TTG ATT CG (bei 10 CAG-Wiederho-
kiert lungen)
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Sequenz (5° - 39)

Primer
ATXN3 riackwarts
(P248)

Produktlange [bp]

TGG CCT TT1C ACA
TGGATG TGA A

Tabelle 11: Verzeichnis der Primer fiir die Sanger-Sequenzierung

Primer

Sequenz (5° - 39)

Produktlange [bp]

ATXN3 vorwérts (R479)

CCA GTG ACT ACT
TTG ATT CGA

ATXN3
(R478)

ruckwarts

GGT AAC TGC TCC
TTA ATC CAG GG

405

(bei 10 CAG-Wiederho-

lungen)

Tabelle 12: Verzeichnis der Primer fiir die Fragmentldangenanalyse / Duplex-PCR zur Bestimmung

des ATXN3-SNPs Bp 987

Primer

Sequenz (5° - 39)

Produktlange [bp]

ATXN3 SNP Bp 987 vor-
warts (T982)

CCA GTG ACT ACT
TTG ATT CG

ATXN3 SNP Bp 987
(U312),
fluoreszenz-
HPLC-aufge-

rackwarts 1
5’IRD700
markiert,

reinigt

ACT CTG TCC TGA
TAG GTC CCC

ATXN3 SNP Bp 987
(U313),

fluo-

ruckwarts 2
5Cy5
reszenzmarkiert, HPLC-

aufgereinigt

ACT CTG TCC TGA
TAG GTC CCG

181

(bei 10 CAG-Wiederho-

lungen)
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Tabelle 13: Verzeichnis der Primer fiir die High-Resolution Melting Analysis

Primer

Sequenz (5° - 39)

Produktlange [bp]

ATXN3 SNP Bp 669 vor-
warts (T979), HPLC-auf-

gereinigt

TACTAGAGC TTATTT
GCC AG

ATXN3 SNP Bp 669
(T980),
HPLC-aufgereinigt

ruckwarts

CAG AGC CCT CTG
CAAATCCT

221

ATXN3 SNP Bp 1118
vorwarts (T981), HPLC-

aufgereinigt

GCT CAC CAT TCA
TCATGTTCGC

ATXN3 SNP Bp 1118
(T981),
HPLC-aufgereinigt

ruckwarts

GGT AAC TGC TCC
TTA ATC CAG GG

160

Tabelle 14: Verzeichnis der Primer fiir die Restriktionsfragmentldngenanalyse

Primer Sequenz (5° - 39) Produktlange [bp]
PARK2 SNP Exon 4 (Bp GCC CGA TTC TCT
601) vorwarts (T890) TGG CAG TA 596
PARK2 SNP Exon 4 (Bp TCA CAC CGT AAC
601) ruckwarts (T891) AGA AGC CC
PARK2 SNP Exon 10 TGT TGC ACA AGC
(Bp 1239) vorwarts CAG AGG AA
(T886)
PARK2 SNP Exon 10 GGG CAT GAT GCT 048
(Bp 1239) ruckwarts GCT AAA GG
(T887)
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Tabelle 15: Verzeichnis der Primer fiir die Etablierung einer Multiplex-PCR nach Costa et al., 2019

Primer Sequenz (5° - 39) Produktlange [bp]
ATXN3 vorwarts (U277) CAATTATTGGCCTTT 1537
CTGAACC
(bei 10 CAG-Wiederho-
ATXN3 rickwarts TGC TCC TTA ATC | )
ungen
(U278) CAG GGAAATTTAG J
ATXN3 vorwarts (U279) CCA GTG ACT ACT 1508
TTG ATT CG
(bei 10 CAG-Wiederho-
ATXN3 rickwarts TGC CTG GTC AGC | )
ungen
(U280) TAT AAG CA J

2.1.9 Restriktionsendonukleasen
Tabelle 16: Verzeichnis der Restriktionsendonukleasen. N = A/C/G/T, K = G/T, M = A/C

Enzym

Schnittstelle (mit *
markiert)

Hersteller (Hauptsitz,
Land)

AlwNI (#R0514S)

5'...CAGNNN*CTG...3'
3'...GTC*NNNGAC...5'

New England Biolabs
(Ipswich, USA)

BaeGl (#R0708S)

5'...GKGCM*C...3'
3'...C*MCGKG...5'

New England Biolabs
(Ipswich, USA)

2.1.10 Antikorper

Tabelle 17: Verzeichnis der Antikorper fiir den TR-FRET-Immunoassay

Antikorper

Hersteller (Hauptsitz,
Land)

Eigenschaften

N-terminale Aminosau-
ren (ab96316, N-term)

Anti-Ataxin-3, Tb-Label Abcam (Cambridge, UK)

MW1 (AB_528290)

Anti-PolyQ (>15Q), D2-
Label

Developmental
Studies Hybridoma
Bank (lowa City, USA)

1H9 (MAB5360)

Chemicon International

(Temecula, USA)

Anti-Ataxin-3, D2-Label
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Antikorper Eigenschaften Hersteller (Hauptsitz,
Land)
TH9 (MAB5360) Anti-Ataxin-3, Tb-Label Chemicon _ International

(Temecula, USA)

5TF1-1C2 (MAB1574)

Anti-PolyQ (>37Q), D2-
Label

Merck Millipore (Burling-
ton, USA)

Tabelle 18: Verzeichnis der Antikérper fiir den Western Blot

Antikorper Eigenschaften Hersteller (Hauptsitz,
Land)
Primarantikérper anti- Anti-Spinocerebellar Merck (Darmstadt,

Ataxin-3, produziert in
Maus

Ataxia Type 3 Antibody,
clone 1H9, MAB5360

Deutschland)

Primarantikdrper anti-a-
Spectrin, produziert in

Maus

Anti-Spectrin alpha
chain (nonerythroid) An-
tibody, AAG,

MAB1622

clone

Merck
Deutschland)

(Darmstadt,

Sekundarantikorper

anti-Mouse

IRDye® 800CW, Goat

anti-Mouse

LI-COR Biosciences (Lin-
coln, USA)

2.2 Methoden
2.2.1 DNA-Isolation aus EDTA-Voliblut

Die fur die genetischen Analysen eingesetzte DNA wurde unter Verwendung des
FlexiGene DNA Kits (Qiagen) aus 1 ml EDTA-Blut gewonnen. Dabei wurde nach
Anleitung des Herstellers (Version von 02/2003) vorgegangen. Diese wurde wie
folgt modifiziert: Die Zentrifugation in Schritt 2 erfolgte mit 3000 x g statt der an-
gegebenen 2000 x g, um ein besser haftendes Pellet aus den Zellbestandteilen
zu garantieren. Die Schritte 7 bis 11 wurden wie folgt angepasst: Nach Zugabe
von Isopropanol und Ausfallen der DNA wurde diese mit einer Pipettenspitze aus
der Lésung aufgenommen, zum Waschen in 70%igem Ethanol geschwenkt und

anschlielend in ein neues Reaktionsgefal® tberfihrt. Dann wurde mit Schritt 12
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(5 Minuten Lufttrocknen) fortgefahren. Die Menge an FG3-Puffer, die in Schritt
13 flr das Losen der DNA verwendet wird, wurde in Abhangigkeit der Grolde des
DNA-Pellets zwischen 30 und 100 pl gewanhilt.

Im Anschluss wurde die DNA-Konzentration in der Probe mit Hilfe der pCuvette
(Eppendorf) im Photometer bestimmt. Zur Konzentrationsbestimmung wurde
hierbei die Extinktion bei 260 nm herangezogen. Auskunft Gber die Reinheit ga-
ben zusatzlich die Quotienten E260/E280 (dieser sollte bei etwa 1,8 liegen; ein
deutlich niedrigerer Wert ist ein Indiz fur eine Proteinverunreinigung) und
E260/E230 (dieser sollte groRer als 2,0 sein; ein kleinerer Wert indiziert eine Ver-
unreinigung durch zum Beispiel kontaminierende Salze wie EDTA) sowie die Ex-
tinktion bei 320 nm (diese sollte so gering wie moglich sein).

Die Lagerung samtlicher DNA-Proben erfolgte bei -20 °C.

2.2.2 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Eine Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der ge-
zielten Vervielfaltigung eines zuvor festgelegten Genabschnitts (Mullis et al.,
1986).

Hierzu wurde zunachst ein reaktionsspezifischer Master-Mix aus der hitzestabi-
len Tag-Polymerase, dNTPs und den Primern, die den Beginn und das Ende des
zu vervielfaltigenden Genabschnitts darstellen, hergestellt und die zu amplifizie-
rende DNA hinzugegeben. Mit diesem Reaktionsansatz wurden nun mehrere
Zyklen eines festgelegten Protokolls durchgeflihrt. Der erste Schritt jedes Zyklus
besteht aus der Trennung (Denaturierung) der zusammen vorliegenden DNA-
Strange durch eine Temperatur von 95 °C. Im Anschluss wird die Reaktions|o-
sung abgekuhlt auf die Annealing-Temperatur der verwendeten Primer, die sich
dabei an die DNA anlagern. Samtliche verwendeten Primer sind in Tabelle 10 bis
Tabelle 15 dargestellt. Im anschlieRenden, dritten Schritt erfolgt wieder eine Er-
hohung der Temperatur auf 72 °C, um das optimale Arbeiten der DNA-Poly-
merase und damit die Elongation des DNA-Abschnittes zu gewahrleisten.

Diese drei Schritte werden mehrfach wiederholt; mit jedem Zyklus erhdht sich

dabei die Menge des gewtinschten Genprodukts.
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Das Prinzip der PCR wurde im Rahmen der Bestimmung der Anzahl der CAG-
Wiederholungen, fur die Bestimmung des SNPs Bp 987 des ATXN3-Gens (ein-
mal im Rahmen der Grundlage fur die Sanger-Sequenzierung des ATXN3-Gens
und einmal als Duplex-PCR mit Fragmentlangenanalyse), fur die Bestimmung
der SNPs Bp 669 und Bp 1118 des ATXN3-Gens im Rahmen der High Resolution
Melting Analysis (HRMA), fur die Bestimmung der SNPs Exon 4 und Exon 10 des
PARK2-Gens und fur die Etablierung einer weiteren Multiplex-PCR zur einfache-
ren Bestimmung mehrerer SNPs in einem Ansatz verwendet.

Die verschiedenen Analysen erfordern dabei verschiedene Master-Mixe. Fir de-
ren Herstellung wurden zunachst samtliche Komponenten abzlglich der DNA-
Polymerase in ein Reaktionsgefald pipettiert und grindlich durchmischt. Die Zu-
gabe der Polymerase erfolgte nach Lagerung des Reaktionsgefalles auf einem
Eisblock. Auch die weiteren Pipettierschritte und die Lagerung bis zur Weiterver-
arbeitung im PCR-Cycler erfolgten auf einem Eisblock, um ein vorzeitiges Rea-
gieren der Polymerase zu verhindern.

In Tabelle 19 bis Tabelle 21 sind die jeweiligen Reaktionsansatze der einzelnen
PCRs dargestellt. Im Falle einer spezifischen einzusetzenden DNA-Menge
wurde, sofern noétig, die urspringliche Probe mit H2O Ampuwa auf die nétige

Konzentration verdiinnt.

Tabelle 19: Reaktionsansatz fiir die PCR fiir die Bestimmung der Anzahl der CAG-Wiederholungen

Reagenz Menge
Puffer 10x 2,5 ul
Vorwartsprimer (P247) 1 ul
Ruckwartsprimer (P248) 1 ul
Tag-Polymerase 0,2 ul
dNTPs 0,5 ul
Q-Solution 4 yl
H20 Ampuwa 12,8 pl
DNA 3,0 ul
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Tabelle 20: Reaktionsansatz fiir die PCR fiir die Sanger-Sequenzierung des ATXN3-Gens

Reagenz Menge
Puffer 10x 2 ul
Vorwartsprimer (R479) 1 ul
Ruckwartsprimer (R478) 1 ul
Tag-Polymerase 0,2 ul
dNTPs 0,4 ul
Q-Solution 4 l
H20 Ampuwa 11,4 ul
DNA (120 ng in 2 pl) 2,0 ul

Tabelle 21: Reaktionsansatz fiir die PCR fiir die Bestimmung der SNPs Exon 4 und Exon 10 des
PARK2-Gens

Reagenz Menge
Puffer 10x 2 ul
Vorwartsprimer (siehe Tabelle 14) 1 ul
Ruckwartsprimer (siehe Tabelle 14) 1 ul
Taqg-Polymerase 0,2 ul
dNTPs 0,5 ul
H20 Ampuwa 13,3 ul
DNA (50-100 ng in 2 pl fir den SNP 2,0 ul

Exon 4)

Der jeweilige Reaktionsansatz wurde in 8er-Streifen mit 0,2 ml-Reaktionsgefa-
Ren pipettiert und diese anschliellend in den PCR-Cycler eingesetzt. Dieser
wurde auf die jeweiligen in Tabelle 22 und Tabelle 23 dargestellten PCR-Pro-
gramme programmiert und die PCR gestartet.

Das Reaktionsprodukt wurde bis zur Weiterverarbeitung und Analyse bei 4 bis

10 °C gelagert.
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Tabelle 22: PCR-Programm fiir die PCR fiir die fiir die Bestimmung der Anzahl der CAG-Wiederho-
lungen und fiir die PCR fiir die Sanger-Sequenzierung des ATXN3-Gens

Temperatur Dauer Zyklen
94 °C 5 min 1
94 °C 60 s
60 °C 60 s 30
72 °C 120 s
72 °C 10 min 1
10 °C oo 1

Tabelle 23: PCR-Programm fiir die PCR fiir die Bestimmung der SNPs Exon 4 und Exon 10 des
PARK2-Gens

Temperatur Dauer Zyklen
95 °C 5 min 1
95 °C 45 s
55 °C 60 s 35
72 °C 45s
72 °C 10 min 1
10 °C oo 1

Die PCR-Bedingungen fur die Bestimmung des SNP Bp 987 des ATXN3-Gens
uber Duplex-PCR mit Fragmentlangenanalyse, die PCR-Protokolle fur die HRMA
sowie die fur die Etablierung der Multiplex-PCR nach Costa et al., 2019 sind in
den jeweiligen Kapiteln ausgefihrt und dargestellt (siehe Kapitel 2.2.7, Kapitel
2.2.8 und Kapitel 2.2.10 respektive).

2.2.3 Gelelektrophorese

Zur Uberpriifung des Erfolgs der PCR und zum Nachweis des gewlinschten Gen-
produkts wurde eine Gelelektrophorese durchgefuhrt. Diese kann Substanzen
wie DNA nach ihrer Gro3e auftrennen, sodass aul3erdem eine grundlegende Ein-
schatzung der Lange des Genprodukts moglich ist. Im Rahmen dieser Arbeit wur-

den sowohl 1%-ige als auch 2,5%-ige Agarosegele verwendet.
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Zur Herstellung eines solchen Gels wurde die entsprechende Menge Agarose-
pulver (0,9 g fur ein 1%-iges Gel / 2,25 g fur ein 2,5%-iges Gel) in 90 ml TBE-
Puffer (1x) durch Erhitzen in einem Erlenmeyerkolben in der Mikrowelle vollstan-
dig aufgelost. Im Anschluss wurde die Losung mit 5 pl Ethidiumbromid versetzt,
in eine Form gegossen und ein Kamm mit der gewlnschten Anzahl an Taschen
eingesteckt. Nach Ausharten des Gels Uber mindestens 20 Minuten konnte der
Kamm entfernt und das Gel in eine mit TBE-Puffer (1x) geflllte Gelkammer ein-
gesetzt werden. Nun konnte jede Tasche mit 10 ul eines 1:1 Gemischs aus PCR-
Produkt und Orange G Ladepuffer (6x) beladen werden, sowie zusatzlich pro Ta-
schenreihe eine Tasche mit 5 pl eines Markers (O'GeneRuler DNA Ladder Mix)
als Langenstandard.

Eine im Anschluss Uber das Gel angelegte elektrische Spannung von 80 bis 120V
sorgte daflr, dass die negativ geladenen DNA-Fragmente sich von der Katode
zur Anode durch das Gel bewegten. Kleinere Fragmente bewegen sich dabei
schneller in Richtung der Anode als groliere, sodass eine Auftrennung nach
Lange der Fragmente geschieht.

Nach einer Laufzeit von 30 bis 60 Minuten wurde das Gel zur Begutachtung und
Dokumentation auf den UV-Tisch gelegt. Dadurch, dass das dem Gel hinzuge-
fugte Ethidiumbromid beim Interkalieren mit DNA sein Absorptionsspektrum ver-
andert, konnen die Banden durch UV-Licht sichtbar gemacht und damit der Erfolg

der PCR Uberpruft werden.

2.2.4 Extraktion von DNA aus Agarosegel

Sowohl fur die Sanger-Sequenzierung als auch die Analyse des SNP Bp 1118
des ATXN3-Gens wurde das PCR-Produkt mit Hilfe eines Agarosegels aufge-
trennt. Die Banden wurden auf dem UV-Tisch dargestellt, mit einem Skalpell ein-
zeln ausgeschnitten und in entsprechend vorbereitete und beschriftete 1,5 ml
Reaktionsgefalle gegeben. Im Anschluss wurde das PCR-Produkt unter Verwen-
dung des QIAquick® Gel Extraction Kits (Qiagen) zur Weiterverarbeitung aus den
ausgeschnittenen Agarosegel isoliert und aufgereinigt. Dabei wurde nach Anlei-
tung des Herstellers (Quick-Start Protocol, Version von 07/2015) vorgegangen.

Diese wurde wie folgt modifiziert: Fir samtliche Schritte, in denen die Wahl
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zwischen einer Zentrifugation mit 17.900 x g oder der Applikation von Vakuum
bestand, wurde die Zentrifugation gewahlt. Fur Schritt 3 wurden die Reaktions-
gefalde in einen Heizschuttler bei 300 rpm eingesetzt, um ein gleichmaliges Auf-
|0sen des Gels zu garantieren. Die maximale Menge an Probenvolumen pro
QIAquick column in Schritt 5 wurde auf 700 pl festgelegt. Fiir den Uberschuss
bei groReren Probevolumina wurde ein zweiter Durchlauf durchgefliihrt. Schritt 6
wurde gestrichen. In Schritt 7 wurde aufgrund der knapp bemessenen Grole der
QIAquick column nur 740 pl PE-Puffer hinzugegeben. Schritt 9 wurde wie folgt
angepasst: Zunachst wurden 30 pl EB-Puffer in die Mitte der Membran pipettiert.
Nach Zentrifugation fir eine Minute wurde der Durchlauf erneut in die Mitte der
Membran pipettiert, um die Reinheit der DNA zu erhdhen. Im Anschluss wurde
die DNA-Konzentration in der Probe mit Hilfe der uCuvette (Eppendorf) im Pho-
tometer bestimmt (siehe auch Kapitel 2.2.1). Die Lagerung der isolierten DNA
erfolgte bei -20 °C.

2.2.5 Bestimmung der Anzahl der CAG-Wiederholungen

Die Anzahl der CAG-Wiederholungen in den verwendeten Proben wurde mittels
einer PCR und einer sich anschliefenden Fragmentlangenanalyse bestimmt. Da-
fur wurde zunachst die in Kapitel 2.2.2 beschriebene PCR zur Bestimmung der
Anzahl der CAG-Wiederholungen durchgefuhrt. Durch Auftragen auf ein 1%-iges
Agarosegel, wie Kapitel 2.2.3 beschrieben, wurde der Erfolg der PCR Uberpruft.
Hierbei konnte auch bereits eine Einteilung der Proben in solche mit (mindestens)
einem expandierten ATNX3-Allel und Kontrollen erfolgen: Die Proben der Kon-
trollprobanden zeigten lediglich eine Bande geringer Grole, in der sich beide Al-
lele mit CAG-Wiederholungen im normalen Bereich befanden, wahrend bei den
Proben der SCA3-Mutationstrager neben der kurzen eine langere Bande mit der
expandierten CAG-Wiederholung zu sehen war.

Da einer der beiden fur die PCR verwendeten Primer eine Fluoreszenzmarkie-
rung beinhaltete, konnte im Anschluss die Lange der entstandenen DNA-Frag-
mente mit Hilfe eines Sequenzierers bestimmt werden. Dies geschah durch Mit-
arbeiter*innen des Instituts fur Medizinische Genetik und Angewandte Genomik

der Universitatsklinik Tubingen mit dem Sequenzierer CEQ 8800 Genetic
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Analysis System (Beckman Coulter) der Diagnostik. Die Ergebnisse wurden im
Anschluss zur Auswertung zurtick Ubergeben. Abbildung 3 zeigt ein Beispiel ei-
ner Fragmentlangenanalyse. Aus der bestimmten Lange des gesamten PCR-
Produkts (in der Formel durch x reprasentiert), bestehend aus der CAG-Repeat-
Region sowie einer flankierenden Sequenz von insgesamt 159 Basenpaaren,
konnte nun die Anzahl der CAG-Wiederholungen mit Hilfe folgender Formel be-
stimmt werden:
x — 159
3
Hierdurch konnte auch die zuvor anhand der Auswertung des Kontrollgels geta-

tigte Einteilung in Kontrollprobanden und Trager des expandierten ATXN3-Allels

uberprift werden.

€k2_SCADD06_19081911YN

.- 349 bp }
AT S , s I

CoS9._ SCAGIALS 19081911Y0

Lo70_SCADLHOG_19081911Y0

Abbildung 3: Darstellung der Messergebnisse einer Fragmentldngenanalyse fiir die Proben Co62,
Co59 und Lo70 in der Analysesoftware des Sequenzierers. Die regelméBig erscheinenden roten
Peaks stellen einen mitlaufenden Lédngenstandard dar. Die blauen Peaks entsprechen dem Fluores-
zenzsignal des PCR-Produktes (erzeugt durch die Markierung am eingesetzten Primer), welches je
nach CAG-Repeat-Ldnge variiert. Die Ldnge des PCR-Produkts wurde hier, unter Zuhilfenahme des
Ldngenstandards, durch die Software bestimmt und im Fall von Nachkommastellen gerundet. Fiir
nicht-expandierte Allele (228 bp, 213 bp, 202 bp, 222 bp) gab es einen einzelnen, eindeutig zu erken-
nenden Peak. Die Replikation bei langeren CAG-Wiederholungen war etwas fehlerbehafteter, sodass
mebhrere kleine Peaks nebeneinander entstanden. Aus diesen wurde der jeweils grote ausgewéhlt
(349 bp, 360 bp) und als Wert x fiir die Berechnung verwendet. Bei nicht-ganzzahligen Ergebnissen
wurden diese gerundet.
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2.2.6 Sanger-Sequenzierung des ATXN3-Gens zur Bestimmung des SNP
Bp 987

Grundlage der Etablierung der Bestimmung des SNP Bp 987 des ATXN3-Gens
mittels der Duplex-PCR war die Bestimmung durch die bereits etablierte Sequen-
zierung nach Sanger zum Vergleich.

Bei dieser Methode wurde zunachst die in Kapitel 2.2.2 beschriebene PCR zur
Sanger-Sequenzierung des ATXN3-Gens durchgefuhrt. Diese replizierte den Ab-
schnitt des Gens, der den SNP Bp 987 enthalt, sowie die direkt davor gelegene
CAG-Repeat-Region.

Nach der PCR wurden die Proben wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben auf ein 1%-
iges Agarosegel aufgetragen. Hierdurch konnte zum einen der Erfolg der PCR
uberpruft werden. Zum anderen konnte, da die Region der CAG-Wiederholungen
Teil des PCR-Produkts war, erneut zwischen Proben von Kontrollprobanden und
denen von SCA3-Mutationstragern unterschieden werden. Im Falle eines vorhan-
denen expandierten CAG-Bereichs wurden die beiden Allele in der Gelelektro-
phorese getrennt und konnten daher im Folgenden isoliert voneinander analysiert
werden, wodurch eine Zuteilung des SNPs zum jeweiligen Allel mdglich war.
Die jeweiligen Banden wurden dafur auf dem UV-Tisch nicht nur dargestellt, son-
dern auch mit einem Skalpell einzeln ausgeschnitten. Die DNA wurde im An-
schluss mit der in Kapitel 2.2.4 geschilderten Methode aus dem Agarosegel iso-
liert, sodass nun mit dem so gewonnenen Material die eigentliche Sequenzierung
durchgefuhrt werden konnte.

Diese erfolgte nach der Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger et al.,
1977). Dabei wird dem Reaktionsansatz (siehe Tabelle 24), im Gegenzug zur
herkdbmmlichen PCR, nur ein Primer hinzugefugt, sowie der Quickstart-Mix aus
dem GenomelLab DTCS Quick Start Kit. Dieser enthalt neben den zur Vervielfal-
tigung von DNA bendtigten dNTPs zusatzlich ddNTPs der verschiedenen Nukle-
inbasen, die jeweils mit respektiv unterschiedlichen Fluoreszenzmolekulen ver-
sehen sind. Beim Einbau dieser in die DNA wird die Synthese des DNA-Strangs
an dieser Stelle unterbrochen, sodass DNA-Fragmente verschiedener Lange ent-
stehen, die im Anschluss mit Hilfe eines Sequenzierers nach ihrer Lange aufge-

trennt werden konnen. Durch die unterschiedliche Fluoreszenz der
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verschiedenen Nukleinbasen ist es mdglich, jeweils zu bestimmen, mit welcher
Base die Synthese des jeweiligen Strangs beendet wurde, sodass durch die Auf-
trennung nach Lange die DNA-Sequenz analysiert werden kann.

Dieser Vorgang ist schematisch in Abbildung 4 dargestellt.

DNA DNA
519,0(0,0.0,0.0,0,0)
o ©o®0o o
® O @ O O DNA
[ 1010,0:0,0, )
.OO o ©®
C @ O e DNA
O
® o o © 5510,0,0.0.0,0:0,0.0,0.0,0.0)
O O
O o
(O ) O D] \\/AN
® £-1970.0:0,0,0.0,0,0.0, )
O o @) o O
O
a b
Legende:
O dNTP

QOO0 fluoreszenzmarkierte
ddNTPs (T, A, , G)

B Primer

— XXX AAGT ATAG

Cc

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Prinzips der Sequenzierung nach Sanger. a: Im Mix fiir
die PCR sind sowohl die iliblichen dNTPs als auch fluoreszenzmarkierte ddNTPs aus dem Quickstart-
Mix enthalten. Dabei ist jede Base mit einer unterschiedlichen Fluoreszenz markiert. b: Wird im
Elongationsschritt der PCR eine der markierten ddNTPs eingebaut, bricht die Elongation an dieser
Stelle ab. Es entsteht ein Produkt einer spezifischen Lange mit einer spezifischen Fluoreszenz. Diese
stellt die Base an der Position korrespondierend zur Lange dar. Da nur ein Primer eingesetzt wird,
wird der DNA-Strang immer von der gleichen Seite synthetisiert. c: Die DNA-Fragmente werden in
einem Sequenzierer der Ldnge nach aufgetrennt und die jeweilige Fluoreszenz gemessen. Dadurch
ist eine Zuordnung der Fluoreszenz zur Basenposition méglich. So kann die Basenabfolge des syn-
thetisierten DNA-Strangs entschliisselt werden.

Der Reaktionsansatz fur die PCR mit der Kettenabbruchmethode ist in Tabelle
24 beschrieben; das dazugehorige PCR-Protokoll in Tabelle 25. Dabei wurde der

erste Schritt, die Trennung (Denaturierung) der DNA-Strange, nur mit der
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Ausgangs-DNA durchgefuhrt. Im Anschluss wurde das PCR-Programm pausiert,
der reaktionsspezifische Master-Mix zu jeder Probe hinzugeflgt und dann das
Programm ohne weitere Unterbrechungen fortgesetzt.

Zu beachten war dabei, dass der Quickstart-Mix aufgrund der enthaltenen Fluo-
reszenzmolekile lichtempfindlich ist, sodass die Reaktionsgefalle fur die PCR
fur die Dauer des Pipettiervorgangs in Alufolie eingepackt und das PCR-Produkt

lichtgeschutzt bei 4 bis 10°C gelagert wurde.

Tabelle 24: Reaktionsansatz fiir die Kettenabbruchsynthese

Reagenz Menge
DNA 11l
Primer (R478) 1 ul
Quickstart-Mix 4l
Q-Solution 4 ul

Tabelle 25: PCR-Programm fiir die Kettenabbruchsynthese

Temperatur Dauer Zyklen
98 °C 3 min 1
Manuell pausieren, Master-Mix hinzufugen
96 °C 20s
55 °C 20s 31
60 °C 4 min
10 °C oo 1

Im Anschluss wurde das PCR-Produkt fur ein besseres Analyse-Ergebnis aufge-
reinigt. Daflr wurde fur die entsprechende Probenzahl ein Stopp-Mix nach dem
Ansatz in Tabelle 26 vorbereitet. In UV-geschltzte Reaktionsgefalde wurden
dann pro Probe zu 10 pl des PCR-Produkts 15,5 ul Stopp-Mix und 60 pl eisge-
kuhltes, 100%-iges Ethanol gegeben. In der Kuhlzentrifuge wurden die Proben
bei 4 °C fur 30 Minuten bei Héchstgeschwindigkeit zentrifugiert. Dann wurde die

Fllssigkeit aus dem Gefal vorsichtig abgekippt, wobei das Pellet mit dem PCR-
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Produkt auf dem Boden des Reaktionsgefalies zurlickblieb. Als nachstes wurde
190 ul eisgekuhltes, 70%-iges Ethanol auf jede Probe gegeben, und diese dann
in der Kuhlzentrifuge bei gleichbleibender Temperatur und Geschwindigkeit fur
20 Minuten zentrifugiert. Der Schritt des Abkippens wurde wiederholt und erneut
90 ul eisgekunhltes, 70%-iges Ethanol zur Probe hinzugegeben. Die erneute Zent-
rifugation bei 4 °C und maximaler Geschwindigkeit erfolgte dieses Mal fur 15 Mi-
nuten, und dann erneut das Abkippen der Flussigkeit.

Zum Abschluss wurden die Proben fur 12 Minuten offen im Vakuumtrockner bei
30 °C getrocknet. Dieser wurde dabei, um die Proben weiterhin vor Licht zu

schitzen, abgedeckt.

Tabelle 26: Stopp-Mix fiir die Aufreinigung des PCR-Produkts der Kettenabbruchsynthese

Reagenz Menge
H20 Ampuwa 10 ul
3 M Natriumacetat pH 5,2 2,2 ul
100 mM Naz2-EDTA pH 8,0 2,2
Glykogen 1,1 pl

Zur Vorbereitung der Analyse wurde dann 42 pl SLS-Puffer aus dem GenomelLab
DTCS Quick Start Kit in jedes Reaktionsgefald gegeben und die Proben fur einen
Zeitraum von 30 Minuten bis zu einer Stunde im Dunkeln bei Raumtemperatur
inkubiert.

Die eigentliche Analyse erfolgte dann im Sequenzierer CEQ 8000 Genetic Ana-
lysis System. Zur Vorbereitung wurden jeweils 40 pl der inkubierten Probenlo-
sung in ein Well einer Probenplatte gegeben und 1 Tropfen Mineral6l aus dem
GenomelLab DTCS Quick Start Kit darauf gegeben, um die Probe vor moglichem
Verdampfen zu schitzen. In einer Pufferplatte wurden die korrespondierenden
Wells bis zur Ringmarke mit einem Puffer zur Reinigung der Kapillaren gefulit.
Die vorbereiteten Platten wurden bis zur Sequenzierung bei 4 °C im Dunkeln auf-

bewahrt.
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Vor der Sequenzierung wurde am Gerat ein Probenbelegungsplan erstellt und
das Programm ,LFR-b“ ausgewahlit. Die Programmeinstellungen sind in Tabelle

27 dargestellt.

Tabelle 27: Einstellungen fiir das Programm "LFR-b" zur Sequenzierung nach Kettenabbruchsyn-
these

Schritt Einstellung Wert
Kapillare Temperatur 57 °C
Auf Temperatur warten Ja
Denaturieren  Temperatur 90 °C
Dauer 120 s
Injizieren Spannung 2,0 kV
Dauer 15s
Trennen Spannung 6,0 kV
Dauer 60 min

Die Auswertung und damit Bestimmung des SNP Bp 987 erfolgte mit Hilfe der
zum Gerat gehorenden GenomelLab GeXP Software durch den Vergleich mit ei-
ner bekannten ATXN3-Sequenz und dadurch Einordnung der entsprechenden

Lokalisation.

2.2.7 Fragmentlangenanalyse / Duplex-PCR zur Bestimmung des ATXN3-
SNPs Bp 987

Der ATXN3-SNP Bp 987 wurde im Rahmen dieser Arbeit durch eine Duplex-PCR
und Fragmentlangenanalyse bestimmt. Daflr wurde eine PCR mit einem Vor-
warts-, aber zwei verschiedenen Ruckwarts-Primern durchgefuhrt. Der zu be-
stimmende SNP befand sich dabei innerhalb der Bindungsstelle des Ruckwarts-
Primers, sodass abhangig davon, welche Base am Bp 987-Locus vorhanden war,
entweder der eine oder der andere Primer gebunden und damit als Ausgangsba-
sis fur die PCR verwendet wurde. Die beiden Primer wurden mit einer unter-
schiedlichen Fluoreszenz markiert (siehe auch Tabelle 12). Da die Primer Teil

des PCR-Produkts sind, konnte durch die Detektion mit einem entsprechenden
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Gerat festgestellt werden, welcher Primer im Produkt vorhanden ist und welche
Lange dieses hat. So konnte nicht nur mit geringem Aufwand festgestellt werden,
welcher SNP vorliegt, sondern es war, da die CAG-Repeat-Region Teil des PCR-
Produkts war, Uber die Lange auch eine Allel-Zuordnung moglich.

Zunachst wurde flr die entsprechende Probenzahl der reaktionsspezifische Mas-
ter-Mix wie in Tabelle 28 dargestellt zunachst onne DNA, angesetzt, dann wurde
1 pl der zu untersuchenden DNA hinzugegeben. Da im Labor die Verfugbarkeit
von Formamid zwischenzeitlich eingeschrankt war, wurde in der Etablierung ne-
ben dem hier dargestellten Ansatz mit Formamid zusatzlich ein zweiter auspro-
biert, in dem das Formamid durch die gleiche Menge an SLS-Puffer aus dem
GenomelLab DTCS Quick Start Kit ersetzt wurde, da dieses laut Herstelleranga-
ben zu 90 % aus Formamid besteht. Samtliche ausgewertete Messungen nach
der urspringlichen Etablierung wurden mit Formamid durchgefuhrt.

Im Anschluss wurde die PCR in einem PCR-Cycler nach dem in Tabelle 29 be-

schriebenen Protokoll durchgefuhrt.

Tabelle 28: Reaktionsansatz fiir die Fragmentlidngenanalyse / Duplex-PCR zur Bestimmung des
ATXN3-SNPs Bp 987

Reagenz Menge
Puffer 10x 2 ul
Formamid 0,5 ul
Vorwartsprimer (T982) 0,8 ul
Ruckwartsprimer 1 (U312) 0,8 ul
Ruckwartsprimer 2 (U313) 0,8 ul
Tag-Polymerase 0,2 ul
dNTPs 0,5 ul
H20 Ampuwa 13,4 ul
DNA 1 pl
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Tabelle 29: PCR-Programm fiir die Fragmentlidngenanalyse / Duplex-PCR zur Bestimmung des
ATXN3-SNPs Bp 987

Temperatur Dauer Zyklen
94 °C 4 min 1
94 °C 15s
59,5 °C 30s 35
72 °C 1 min
72 °C 6 min 1
10 °C oo 1

Zur Kontrolle des PCR-Erfolgs wurde ein Kontrollgel mit einem 1%-igem Agaro-
segel durchgefuhrt, wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben. Nach Analyse auf dem UV-
Tisch und Dokumentation konnte dieses verworfen werden.

Die Proben, bei denen im Kontrollgel ein PCR-Produkt nachgewiesen konnte,
wurden dann weiter analysiert. Dies geschah mit Hilfe des Sequenzierers CEQ
8000 Genetic Analysis System. Eine Probenplatte wurde pro Well mit 35 ul eines
Standard-Mixes, bestehend aus 34,5 pl SLS-Puffer aus dem GenomelLab DTCS
Quick Start Kit und 0,5 pl eines internen Standards (GenomeLab DNA Size Stan-
dard Kit — 600) beflllt sowie 5 pl des hierfur 1:20 mit H2O Ampuwa verdlinnten
PCR-Produkts. In einem parallel gestarteten Durchlauf wurden die gleichen Pro-
ben noch einmal unverdunnt eingesetzt, um zu ermitteln, ob dies aufgrund der
dann hoheren DNA-Menge ein besseres Ergebnis erzeugt. Fur die endgultigen
Analysen wurde aber aufgrund der in Kapitel 3.2.3 dargestellten Ergebnisse die
1:20 Verdinnung gewahlt.

Im Anschluss wurde jedes beladene Well mit einem Tropfen Mineraldl aus dem
GenomelLab DTCS Quick Start Kit abgedeckt, um die Probe vor Verdampfen zu
schitzen. Zusatzlich wurden in einer Pufferplatte die korrespondierenden Wells
bis zur Ringmarke mit einem Puffer zur Reinigung der Kapillaren gefulit.

Nach der Erstellung eines Probenbelegungsplans am Gerat wurde dieses Bela-
den und das Programm ,Frag-2“ ausgewahlt. Die Programmeinstellungen sind in
Tabelle 30 dargestellit.
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Tabelle 30: Einstellungen fiir das Programm "Frag-2" zur Fragmentldngenanalyse

Schritt Einstellung Wert
Kapillare Temperatur 35 °C
Auf Temperatur warten Ja
Denaturieren  Temperatur 90 °C
Dauer 120 s
Injizieren Spannung 2,0 kV
Dauer 30s
Trennen Spannung 6,0 kV
Dauer 60 min

Die Analyse der Ergebnisse und damit die Bestimmung des SNP Bp 987 erfolgte
in der GenomelLab GeXP Software. Die beiden verschiedenen Fluoreszenzen
der eingesetzten Ruckwartsprimer wurden durch unterschiedlich farbige Spitzen
in der graphischen Auswertung dargestellt. Durch den Vergleich der Produkt-
lange mit dem Langenstandard aus dem Standard-Mix konnte bei heterozygoten
Merkmalstragern eine Zuordnung des Ergebnisses zum expandierten oder nicht-
expandierten Allel erfolgen. Das Vorgehen bei der Auswertung wird gemeinsam

mit den Ergebnissen der Etablierung in Kapitel 3.2.3 erlautert.

2.2.8 High Resolution Melting Analysis (HRMA) zur Bestimmung der
ATXN3-SNPs Bp 669 und Bp 1118

Die Bestimmung der SNPs Bp 669 und Bp 1118 des ATXN3-Gens geschah Uber
die High Resolution Melting Analysis (HRMA). Diese stellt eine schnelle, einfache
und gunstige Methode fur die Genotypisierung von SNPs dar (Liew et al., 2004).
Samtliche Reaktionsschritte konnen dabei in einem einzigen, verschlossenen
Reaktionsgefal® ohne zusatzliche Zugabe von Reagenzien nach den initialen Pi-
pettierschritten durchgefuhrt werden (Liew et al., 2004).

Die Methode basiert auf einer PCR und der darauf folgenden Erstellung einer
Schmelzkurve. Die initiale PCR vervielfaltigt den Abschnitt, in dem sich die zu

analysierende Variante befindet. Die Auswahl kleinerer Amplikons erlaubt dabei
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schnellere Reaktionen (Liew et al., 2004), sodass die fur die PCR veranschlagte
Zeit im Gesamtprozess kurzer ist.

Ohne weitere Zugabe von Reagenzien kann im Anschluss die Erstellung einer
Schmelzkurve erfolgen. Dies ist moglich, da das dafur bendtigte Reagenz,
LCGreen, bereits im urspringlichen Ansatz vorhanden ist. LCGreen ist bis zu
einer Sattigung von mehr als 90 % als nicht-inhibierend fur eine PCR beschrieben
worden (Wittwer et al., 2003). Als weiteren Vorteil erzeugt es gut zu differenzie-
rende Schmelzkurven nicht nur flr heterozygote, sondern auch fur homozygote
SNPs, die mit Farbstoffen wie SYBR Green | nur schwer zu analysieren sind
(Wittwer et al., 2003). LCGreen ist ein Sattigungsfarbstoff, der in der Gegenwart
von doppelstrangiger DNA fluoresziert. Bei steigender Temperatur nimmt diese
Fluoreszenz ab. Dies ist unter anderem eine Folge der Erwarmung an sich, so-
dass das Herausrechnen des Hintergrunds eine wichtige Rolle spielt. In Analy-
sesoftwareldsungen fur das High Resolution Melting kann dies zumeist automa-
tisiert werden (Reed et al., 2007). Fur die Analyse relevant ist die massive und
rapide Abnahme der Fluoreszenz an dem Punkt, an dem die DNA in Einzel-
strange getrennt wird, der sogenannten Schmelztemperatur oder dem Schmelz-
punkt (Reed et al., 2007). Neben dem Gehalt an C-G-Bindungen beeinflussen
auch Basenpaare, die nach Watson-Crick nicht zusammenpassen, die Schmelz-
temperatur (Myers et al., 1987), sodass diese zum Beispiel Aufschluss uber den
Austausch einzelner Basen geben kann.

Dabei sind SNPs in kleineren Amplikons im Nachhinein einfacher und sicherer
zu differenzieren als in groReren, sodass fur letztere hohere Aufldsungen nétig
sind, um eine Unterscheidung treffen zu kénnen (Wittwer et al., 2003). Diese
kann unter anderem durch einen langsamen Schmelzprozess, bei dem viele
Messungen pro ansteigendem Grad Celsius durchgefuhrt werden, erreicht wer-
den (Reed et al., 2007). Bei SNPs in Amplikons bis zu einer Lange von 400 Ba-
senpaaren wurde eine Sensitivitat und Spezifitat bis zu 100 % beschrieben, wo-
bei hierbei neben dem Austausch einzelner Basen auch Insertionen und Deleti-
onen zuverlassig detektiert werden konnten (Reed et al., 2007).

Zur Analyse wichtig ist dabei nicht nur die Schmelztemperatur selbst, sondern

die gesamte Schmelzkurve, deren Form ebenfalls Auskunft Uber den
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vorliegenden Genotypen gibt (Reed et al., 2007). Hierbei ist zu beachten, dass
heterozygote Proben daruber einfach differenziert werden kénnen, wahrend ho-
mozygote Proben die gleiche Form aufweisen, sich aber in der Schmelztempe-
ratur unterscheiden (Liew et al., 2004). Es ist daher essenziell, die Proben von
anderen Einflissen auf die Schmelztemperatur zu bereinigen. So sollte zum Bei-
spiel fur alle Proben der gleiche DNA-Puffer verwendet werden, um eine Ver-
gleichbarkeit herzustellen (Liew et al., 2004). Die Unterscheidung homozygoter
Proben uber die Schmelztemperatur ist in etwa 96 % der Falle moglich (Reed et
al., 2007). Um ahnliche Schmelzkurven miteinander vergleichen zu kbnnen, emp-
fiehlt es sich, bekannte Proben gemeinsam mit unbekannten zu analysieren, um
Kurven fur den direkten Vergleich zur Verfigung zu haben (Reed et al., 2007).
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei verschiedene SNPs im ATXN3-Gen Uber
diese Methode analysiert. Fur die Bestimmung des Bp 669 wurde als Ausgangs-
material die DNA, wie sie aus Vollblut isoliert worden war, verwendet. Fur die
Analyse des Bp 1118 wurde mit dieser zunachst die PCR fur die Sanger-Sequen-
zierung des ATXN3-Gens aus Kapitel 2.2.2 durchgefuhrt. Das Produkt enthalt
dabei sowohl den zu analysierenden SNPs, als auch die Region der CAG-
Repeats. Handelte es sich bei einer Probe um die eines Mutationstragers, konnte
so vor der Analyse das expandierte Allel vom Wildtyp-Allel in einem 1%-igen Aga-
rosegel getrennt und die beiden unabhangig voneinander analysiert werden.
Dadurch war eine eindeutige Zuordnung der SNP-Auspragung zum Allel moglich.
Nach der Auftrennung im Agarosegel wurde das PCR-Produkt wie in Kapitel 2.2.4
dargestellt aus diesem extrahiert und im Folgenden als DNA-Grundlage verwen-
det.

Fur die HRMA wurde wie im Handbuch des LightCycler 480® High Resolution
Melting Master (Version von 09/2016) beschrieben vorgegangen. Verwendet
wurde der Blocktyp 384, entsprechend mit einer 384 Well-Platte in Weil3. Entge-
gen der Empfehlungen im Handbuch wurde fur die Bestimmung des SNP Bp 669
eine DNA-Menge von 50 ng (20 ng/pl, verdinnt mit H2O PCR-Grad aus dem
LightCycler® 480 High Resolution Melting Master-Kit) verwendet. Fur die Bestim-
mung des SNP Bp 1118 wurde die aus Agarosegel extrahierte Probe unverdinnt

eingesetzt. Der Reaktionsansatz pro Probe ist in Tabelle 31 dargestellt.
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Samtliche Reagenzien, abzuglich der Primer und der DNA, entstammen dabei
dem LightCycler® 480 High Resolution Melting Master-Kit. Der Primer-Mix wurde
fur jeden SNP nach den Angaben in Tabelle 32 hergestellt. Fur die Negativkon-
trolle wurden 2,5 pl H20 PCR-Grad eingesetzt.

Nach dem Pipettieren wurde die 384-Well-Platte mit einer Folie versiegelt und
nach dem in Tabelle 33 angegeben Programm im LightCycler® 480 Il verarbeitet

und analysiert. Fur das Reaktionsvolumen wurden 10 pl eingestellt.

Tabelle 31: Reaktionsansatz fiir die HRMA. Die Reagenzien wurden, abziiglich des Primer-Mix und
der DNA, dem LightCycler® 480 High Resolution Melting Master-Kit entnommen.

Reagenz Menge
Master Mix, 2x konzentriert 5 pl
Primer-Mix 0,5 pl
MgCl2 25 mM 1,5 ul
H20, PCR-Grad 0,5
DNA, konzentrationsangespasst 2,5 ul

Tabelle 32: Zusammensetzung der Primer-Mischungen fiir die HRMA

Primer-Mix fur Zusammensetzung

Analyse von

184 pl H20 PCR-Grad
Bp 669 8 ul Primer T979

8 ul Primer T980

184 yl H20 PCR-Grad
Bp 1118 8 ul Primer T983

8 ul Primer T981

Die Auswertung erfolgte im Anschluss mit der zum Gerat gehorigen LightCycler®
480 SW-Software. Diese automatisierte Berechnungsschritte zur Erstellung der
Schmelzkurven und -spitzen flr jede einzelne Probe, wie zum Beispiel das be-
reits beschriebene Herausrechnen des Hintergrunds. Die erzeugten Kurven

konnten im Anschluss mit den innerhalb der Arbeitsgruppe durch Melanie Gansel
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bereits etablierten Schmelzkurven fur die verschiedenen SNP-Auspragungen

verglichen und dadurch auf einen Genotyp festgelegt werden.

Tabelle 33: Programm fiir die PCR und Analyse im LightCycler

Schritt Temperatur Dauer Zyklen
Pra-Inkubation 95 °C 10 min 1
95 °C 10 s
Amplifikation 56 °C 15s 45
72 °C 10 s
95 °C 1 min
Schmelzkurve 10°¢ ! min 1
65 °C 1s
95 °C kontinuierlich
Kahlen 40 °C 10s 1

2.2.9 Restriktionsfragmentlangenanalyse zur Bestimmung der PARK2-
SNPs Exon 4 und Exon 10

Die SNPs Exon 4 und Exon 10 des PARK2-Gens wurden im Rahmen dieser Ar-
beit Uber einen Restriktionsendonukleasenverdau bestimmt. Restriktionsendo-
nukleasen sind Enzyme, die DNA bei Erkennen einer spezifischen Basense-
quenz an dieser Stelle schneiden und damit bei Verdau der gleichen DNA stets
ein spezifisches Produkt mit definierten Langen erstellen. Durch Einsatz einer
Restriktionsendonuklease und der anschlieRenden Analyse der Lange der dabei
entstehenden Fragmente konnte festgestellt werden, ob die Restriktionsendo-
nuklease das Produkt gar nicht, einmalig oder mehrfach geschnitten hatte. Da
der zu untersuchende SNP jeweils in einer moglichen Schnittstelle flr die Endo-
nuklease lag (je nachdem, welcher Genotyp vorlag), war dariber dessen Bestim-
mung moglich.

Zur Bestimmung wurde zunachst die in Kapitel 2.2.2 angegebene PCR fur die
Restriktionsfragmentlangenanalyse zur Bestimmung der PARK2-SNPs durchge-

fuhrt. Je nach eingesetzter Primer-Kombination konnte hierbei mit dem gleichen
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PCR-Protokoll entweder der Abschnitt, in dem sich der SNP Exon 4 befand, oder
der mit dem SNP Exon 10 amplifiziert werden. Das PCR-Produkt wurde im An-
schluss bis zur weiteren Verarbeitung mittels Restriktionsenzymverdau bei 4 bis
10 °C gelagert.

Im Anschluss wurde der Verdau durch die Restriktionsendonuklease angesetzt.
Die dafir verwendeten Enzyme mit ihren Eigenschaften sind in Tabelle 34 dar-

gestellt.

Tabelle 34: Ubersicht iiber die Eigenschaften der verwendeten Restriktionsendonukleasen

Restrikti- Verwende- Bestim- Verdautem- Fragmentlangen
onsendo- ter Puffer mung von peratur nach Verdau, nach
nuklease Genotyp
A/A 696 bp
CutSmart® 339, 357, 696
AlwNi Exon 4 37 °C A/G
Buffer bp

G/G 339, 357 bp
G/G 281, 367 bp

161, 206,
NEBuffer™ C/IG
BaeGl 31 Exon 10 37 °C 281, 367 bp
161, 206, 181
C/IC
bp

Der Reaktionsansatz flr den Verdau ist in Tabelle 35 ersichtlich und geschah in
0,2 ml Reaktionsgefalien. Samtliche Pipettierschritte wurden hierbei auf Eis oder
in einem Kuhlblock durchgefuhrt, um die vorzeitige Aktivierung der Restriktions-
endonukleasen zu verhindern.

Im Anschluss wurden die Proben in einem Thermocycler zunachst flir 60 Minuten
auf die Verdautemperatur der jeweils eingesetzten Restriktionsendonuklease ge-
bracht. Als zweiter Schritt folgte die Inaktivierung des Enzyms durch ein Erhitzen
auf 80 °C fur zwanzig Minuten. Bis zur Analyse wurden die Proben erneut bei 4
bis 10 °C gelagert.

68



Tabelle 35: Reaktionsansatz fiir den Restriktionsendonukleasenverdau

Reagenz Menge
PCR-Produkt 8,75 pl
Restriktionsendonuklease 0,25 pl
Passender Puffer 1l

Far die Analyse wurde ein 2,5%-iges Agarosegel (siehe Kapitel 2.2.3) gegossen.
Hierbei wurde ein hoéherprozentiges Gel gewahlt, um die teilweise sehr ahnlich
langen Fragmente aus dem Restriktionsendonukleasenverdau besser auftren-
nen und damit bewerten zu konnen.

Zur Kontrolle wurde das Gel nicht nur mit dem Produkt nach dem Verdau, son-
dern auch fur jede Probe zusatzlich mit dem Produkt der urspriinglichen unver-
dauten PCR beladen. Dadurch konnte der Erfolg beider Schritte unabhangig von-
einander Uberpruft und eventuelle Verunreinigungen im Pipettierprozess ausge-

schlossen werden.

2.2.10 Etablierung einer Multiplex-PCR nach Costa et al., 2019 fir verschie-
dene SNPs des ATXN3-Gens

Die Bestimmung der einzelnen SNPs durch Methoden wie die Sanger-Sequen-
zierung ist teils aufwendig und komplex. Daher wurde im Rahmen dieser Arbeit
auch versucht, neben der Fragmentlangenanalyse weitere an anderen Stellen
beschriebene Methoden innerhalb der eigenen Arbeitsgruppe und Laborbedin-
gungen zu etablieren. Dadurch sollte die Analyse der verschiedenen SNPs ver-
einfacht werden und moglicherweise auch mehrere in einen Ansatz bestimmt.

In dem Paper ,A Pipeline to Assess Disease-Associated Haplotypes in Repeat
Expansion Disorders: The Example of MJD/SCA3 Locus” (Costa et al., 2019)
wurde eine Multiplex-PCR beschrieben. Eine Multiplex-PCR hat gegenlber einer
Singleplex-PCR den Vorteil, dass hierbei mehrere PCR-Reaktionen im gleichen
Ansatz stattfinden konnen, wodurch Zeit, Aufwand und Material gespart wird. Die
Produkte dieser spezifischen Multiplex-PCR beinhalteten mehrere der auch im
Rahmen dieser und vorangehender Arbeiten aus der SCA3-Gruppe bestimmten
SNPs, spezifisch den SNP Bp 987 und Bp 1118 des ATXN3-Gens.
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Aus dem Paper wurden zur Vereinfachung zunachst lediglich die in Tabelle 15
dargestellten Primer ausgewahlt. Daraus ergaben sich zunachst zwei Singleplex-
PCR: Eine mit Primer-Paar 1 (U277/U278) und eine mit Primer-Paar 2
(U279/U280, jeweils dargestellt in Tabelle 15). Der Reaktionsansatz wurde aus
dem Paper GUbernommen und wie in Tabelle 36 gezeigt an die hiesigen vorhan-
denen Reagenzien angepasst. Die DNA wurde dabei in einer Menge von 15 ng
in 2 yl eingesetzt. Dafur wurde eine entsprechende Verdunnung mit Ampuwa
H20 mit 7,5 ng/ul fur die verwendeten Proben hergestellt. Da die mogliche Pipet-
tiermenge nach unten begrenzt war, wurde bei sehr hohen DNA-Konzentrationen
der Ursprungsprobe eine Verdinnung aus 0,5 ul Probe und 7,5 yl Ampuwa H20
angesetzt und damit eine etwas hohere Menge DNA im Reaktionsansatz in Kauf
genommen, um eine zu geringe Durchmischung bei sehr kleinen Probenvolu-
mina im Verdinnungsansatz zu vermeiden. Fur samtliche Ansatze im Rahmen
der Etablierung wurden DNA-Proben verwendet, deren SNP-Haplotypen zuvor
bereits mit etablierten Methoden bestimmt worden waren, um das Ergebnis Uber-

prufen zu kdonnen.

Tabelle 36: anfdnglicher Reaktionsansatz fiir die Etablierung einer Multiplex-PCR

Reagenz Menge
DNA (verdunnt auf 15 ng in 2 pl) 2yl
Vorwartsprimer 0,4 pl
Rackwartsprimer 0,4 ul
Puffer 10x 2 ul
dNTPs 1l
Q-Solution 2 ul
Tag-Polymerase 0,2 ul
H20 Ampuwa 12 ul
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Tabelle 37: anfdngliches PCR-Programm fiir die Etablierung einer Multiplex-PCR

PCR 1 PCR 2
Temperatur Dauer Zyklen Temperatur Dauer Zyklen
95 °C 5 min 1 95 °C 5 min 1

95 °C 45s 95 °C 45s

60 °C 90 s 35 58 °C 90 s 20

72 °C 2 min 72 °C 2 min

72 °C 10 min 1 95 °C 45s

10 °C o0 1 57 °C 90s 20
72 °C 2 min
72 °C 10 min 1
10 °C o0 1

Aufgrund der verschiedenen Primer-Paare wurden beide Versuchsreihen in ver-
schiedenen Thermocyclern nach unterschiedlichen PCR-Protokollen behandelt.
Diese sind in Tabelle 37 angegeben. Der Erfolg der Reaktion wurde mit einem
1%-igen Agarosegels Uberprift (siehe auch Kapitel 2.2.3).

Bei einem Misserfolg der PCR mit den ursprunglich angesetzten Parametern wur-
den zum Zwecke der Etablierung verschiedene Anpassungen vorgenommen und
Ansatze ausprobiert.

Zunachst wurden die geschatzten Annealing-Temperaturen der Primer berech-
net. Diese lagen fur das erste Primer-Paar bei 52 und 60 °C, fur das zweite bei
48 und 50 °C. Daher wurde im Folgenden eine Gradienten-PCR durchgefuhrt,
um zu Uberprtfen, ob eine Veranderung der Annealing-Temperatur im PCR-Pro-
tokoll den PCR-Erfolg verbessern kann. Hierfur wurde erneut auf das PCR-Pro-
tokoll fur PCR 1 aus Tabelle 37 zuruckgegriffen, mit folgenden Anpassungen:
Anstatt 60 °C wurde fur den Schritt des Primer-Annealing ein Gradient, begin-
nend bei 50 °C und endend bei 60 °C, eingestellt. Somit wurde dieser Schritt auf
der linken Seite im Thermocycler mit 50,1 °C durchgefiuhrt, auf der rechten Seite
mit 60,2 °C und dazwischen mit weiteren zehn verschiedenen Temperaturen. Der
Reaktionsansatz wurde erneut wie in Tabelle 36 beschrieben gewahlt, allerdings

wurde die Menge der eingesetzten Q-Solution pro Probe auf 4 ul erhéht und die
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an Ampuwa H20 daflr um 2 pl auf ein totales Volumen von 10 ul verringert, um
die Effektivitdt der PCR-Reaktion zu erhéhen. Die Gradienten-PCR wurde fur
beide Primer-Kombinationen getrennt umgesetzt. Eine Negativkontrolle lief je-
weils bei einer Annealing-Temperatur von 54,3 °C mit.

Zusatzlich wurde eine Touchdown-PCR durchgefuhrt. Hierbei wurde der Schritt
des Primer-Annealing im ersten Zyklus mit 62 °C durchgefuhrt und dann graduell
uber zehn Zyklen mit jedem Zyklus um 1 °C auf letztlich 52 °C verringert. Das
Protokoll hierfur ist in Tabelle 38 dargestellt. Auch hierfur wurde die Menge an Q-
Solution pro Ansatz auf 4 pl erhdht und dafir die von Ampuwa H20 um 2 pl ver-
ringert. Die Gradienten-PCR wurde zweimalig durchgefihrt und fur die Wieder-
holung die Verdunnungen des Primers aus der Originallieferung neu angesetzt.
AuRerdem wurde die Menge der eingesetzten Primer auf jeweils 1 pl erhoht.
Der Erfolg der PCR wurde mit einem 1%-igen Agarosegel Uberpruift (siehe Kapitel
2.2.3). Um sicherzugehen, dass eine zu kurze oder zu lange Laufzeit des Gels
die Sichtbarkeit des Ergebnisses nicht beeinflusst, wurde dieses sowohl nach 15
als auch nach 45 Minuten betrachtet.

Tabelle 38: PCR-Protokoll der Touchdown-PCR fiir die Etablierung einer Multiplex-PCR

Temperatur Dauer Zyklen
95 °C 5 min 1
95 °C 45s

Touchdown

max 62 °C, N0s 10
min 52 °C
72 °C 2 min
95°C 45s
52 °C N0s 30
72 °C 2 min
72 °C 6 min 1
10 °C oo 1
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Bei einem erneuten Misserfolg der PCR erfolgten weitere Anpassungen am Re-
aktionsansatz. Die Ublicherweise in dieser Arbeit verwendete Tag-Polymerase
von Qiagen wurde hierfur durch Pwo-Polymerase, und im Einklang damit auch
der korrespondierende Puffer durch Reactionbuffer complete for Pwo-DNA-Poly-
merase (enthalt MgSOa4 in einer Konzentration von 20 mM; im Ansatz entsteht
dadurch eine Konzentration von 2 mM) in jeweils gleicher Menge ersetzt. Mit allen
Anpassungen und Anderungen ergab sich nun der in Tabelle 39 dargestellte Re-
aktionsansatz. Mit beiden Primer-Kombinationen wurde dann erneut eine Gradi-
enten-PCR wie zuvor beschrieben durchgefuhrt. Zusatzlich zur Anpassung der
Annealing-Temperatur wurde dabei die Elongationstemperatur von 72 °C in
samtlichen Schritten auf die Arbeitstemperatur der Pwo-Polymerase reduziert.
Diese liegt bei 68 °C. Die Negativkontrolle lief in diesem Ansatz bei 56,9 °C mit.
Der Erfolg der PCR wurde erneut mit einem 1%-igen Agarosegel uberpruft (siehe
Kapitel 2.2.3).

Tabelle 39: angepasster Reaktionsansatz fiir die Etablierung einer Multiplex-PCR

Reagenz Menge
DNA (verdunnt auf 15 ngin 2 ul) 2 ul
Vorwartsprimer 1 ul
Ruckwartsprimer 1 Ml
Reactionbuffer complete for Pwo- 2 ul

DNA-Polymerase

dNTPs 1l
Q-Solution 4 ul
Pwo-Polymerase 0,2 ul
H20 Ampuwa 8,8 ul

Im Kontrollgel zeigte sich ein Misserfolg von PCR 1 sowie eine schwache Bande

bei einer Annealing-Temperatur von 50,1 °C in PCR 2.
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Tabelle 40: Variationen des angepassten Reaktionsansatzes fiir die Etablierung einer Multiplex-PCR

Reagenz Menge
DNA (unverdunnt) 1 pl
Vorwartsprimer 1l
Ruckwartsprimer 1l
dNTPs 1l
Pwo-Polymerase 0,2 pl

Ansatz 1 Ansatz 2 Ansatz 3 Ansatz 4

2 yl Reac- 2 yl Reac- 2 ul Reac- 2 ul Reac-
tionbuffer com- tionbuffer com- tionbuffer incom- | tionbuffer incom-

plete for Pwo-

DNA-Polymerase

plete for Pwo-

DNA-Polymerase

plete for Pwo-

DNA-Polymerase

plete for Pwo-

DNA-Polymerase

4 ul Q-Solution 2 yl Betain 2,4 ul 25mM 3,2 yl 25mM
MgSOa4 MgSOa4

9,8 pl H2O0 Am- 11,8 pl H20 Am- | 11,4 pl H20 Am- | 10,6 pl H20 Am-

puwa puwa puwa puwa

Tabelle 41: finales PCR-Protokoll fiir PCR 2 fiir die Etablierung einer Multiplex-PCR

Temperatur Dauer Zyklen
95 °C 5 min 1
95 °C 45 s
50 °C N0s 40
68 °C 2 min
68 °C 6 min 1
10 °C oo 1

Zur weiteren Optimierung wurde der Reaktionsansatz erneut verandert. Daflr
wurde die DNA-Probe nun unverdunnt eingesetzt und 1 pl verwendet. Verschie-
dene Varianten wurden parallel ausprobiert. Zum einen wurde Q-Solution durch

Betain ersetzt, das ebenfalls zur Verbesserung von PCR-Reaktionen beitragen
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kann. In zwei weiteren Variationen wurde der Puffer durch Reactionbuffer incom-
plete for Pwo-DNA-Polymerase ersetzt. Da dieser kein MgSO4 enthalt, konnte
dieses im Nachhinein hinzugegeben und damit verschiedene Konzentrationen im
Ansatz erreicht werden. Gewahlt wurde eine Konzentration von 3 mM und 4 mM.
Die verschiedenen Reaktionsansatze sind in Tabelle 40 aufgeschlusselt und wur-
den jeweils fur beide Primer-Kombinationen durchgefihrt.

Aufgrund der Ergebnisse des vorherigen Ansatzes wurden die jeweiligen PCR-
Protokolle fur die beiden Varianten unterschiedlich angepasst. Die PCR mit Pri-
mer-Kombination 1 wurde erneut als Touchdown-PCR wie in Tabelle 38 darge-
stellt durchgefihrt, wobei fir die weitere Verwendung der Pwo-Polymerase die
Elongationstemperatur von 72 °C weiterhin auf 68 °C geandert wurde. Die PCR
mit Primer-Kombination 2 wurde nun nach der Auswertung der letzten Gradien-
ten-PCR auf eine Annealing-Temperatur von 50 °C festgelegt. Es ergab sich das
PCR-Protokoll in Tabelle 41. Der Erfolg der PCR wurde wie zuvor mit einem 1%-
igen Agarosegel Uberprift (siehe Kapitel 2.2.3).

Bei einem erneuten Misserfolg der PCR wurde die Etablierung an dieser Stelle

abgebrochen.

2.2.11 Gewinnung der PBMC-Proben

Fir die Proteinmessungen wurden im Rahmen dieser Arbeit ausschlieRlich Ho-
mogenate aus mononukledren Zellen des peripheren Bluts verwendet. Die
Grundlage dafur bildeten die freundlicherweise von den verschiedenen Zentren
als Pellet zur Verfligung gestellten Zellen, wie auch in Kapitel 2.1.1 erlautert. Die
Abnahme und Gewinnung der Proben geschah also auflerhalb des Rahmens
dieser Doktorarbeit. Zum besseren Verstandnis verschiedener Einflussfaktoren
auf die Probenqualitat, die im Rahmen der Probenverarbeitung auftauchen kon-
nen, wurde in einer weiteren Messreihe der Einfluss der Lagerungszeit der Probe
vor ihrer Verarbeitung untersucht. Die Zeitdauer zwischen Probenentnahme und
-verarbeitung wurde im Rahmen der ESMI-Kohorte auf maximal 2 Stunden fest-
gelegt (Santana et al., 2023), um eine gleichbleibende, hohe Qualitat der Proben
zu gewabhrleisten. Fur die Gewinnung dieser Kohorte wurden CPT-Tubes der

Firma BD verwendet.
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Im Rahmen der hier beschriebenen Messreihe wurde einer weiblichen, gesunden
Person Blut in insgesamt 7 CPT-Tubes abgenommen. Der erste Zentrifugations-
schritt (Schritt 2) im Protokoll des Herstellers wurde dabei moglichst zeitnah fur
alle Entnahmerdhrchen gemeinsam durchgefuhrt, sodass die Erythrozyten und
Neutrophilen vom Rest der Probe abgetrennt wurden. Die Réhrchen wurden im
Anschluss aufrechtstehend bei Raumtemperatur aufbewahrt. Das Plasma wurde
nicht separat entnommen. Mit der weiteren Verarbeitung bei Schritt 4 des Her-
stellerprotokolls wurde nun mit einer unterschiedlichen Zeitverzégerung fur jedes
CPT-Tube fortgefahren. Die erste Probe wurde direkt (nach 0 Stunden) weiter
behandelt, die weiteren Proben je nach 4, 24, 48, 72, 96 und 168 Stunden. Das
verwendete PBS wurde zuvor im Wasserbad auf 37 °C erwarmt. Samtliche
Schritte nach der ersten Zentrifugation wurden im Bereich der Zellkultur durch-
gefuhrt. Pipettiert wurde unter einer Sterilbank. Die gewonnenen Zellpellets wur-
den bis zur weiteren Verarbeitung im Rahmen der Zelllyse (siehe Kapitel 2.2.12)

bei —80 °C gelagert.

2.2.12Lyse der PBMC-Proben

Um aus den gewonnenen beziehungsweise zur Verfugung gestellten PBMC-Pro-
ben ein Homogenat herzustellen, wurden die Zell-Pellets einem Lysevorgang un-
terworfen. Zwischen der Gewinnung der Pellets und der Lyse wurden diese auf
Trockeneis transportiert und bis zur Verarbeitung bei -80 °C gelagert. Samtliche
Schritte im Rahmen der Lyse wurden im Bereich der Zellkultur durchgefihrt. Pi-
pettiert wurde unter einer Sterilbank.

Zu Beginn wurden die Proben in einem auf 37 °C eingestellten Wasserbad fur
drei bis funf Minuten erwarmt. Abhangig vom Probengefal}, in dem der Transport
geschah, erfolgte zunachst die Uberfiihrung in ein 15 ml ReaktionsgefaR. Dafiir
wurde das Zellpellet in 500 ul ebenfalls auf 37 °C erwarmtes DPBS aufgelost und
die Losung in das Reaktionsgefald gegeben. Zusatzlich wurde das urspringliche
Transportgefal noch drei Mal mit weiteren 500 yl DPBS ausgewaschen und die

dabei entstehende LAosung jeweils in das gleiche Reaktionsgefall gegeben.
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Dieses wurde fur 5 Minuten bei 300 rcf zentrifugiert, wodurch erneut ein Zellpellet
am Boden des GefaRes entstand. Nach Absaugen des Uberstands wurden die
Reaktionsgefalle bis zur Lyse auf Eis gelagert.

Der Lysepuffer wurde nach den Angaben in Tabelle 8 ebenfalls auf Eis hergestellt
und gelagert. Die eingesetzte Menge wurde von der subjektiv bestimmten Grole
des Zellpellets abhangig gemacht und lag zwischen 50 pl fur sehr kleine Zellpel-
lets bis hin zu 200 pl fur grof3e Zellpellets.

Die festgelegte Menge wurde auf das Zellpellet gegeben und inkubierte fur 30
Minuten auf Eis. Zu Beginn sowie im weiteren Verlauf der Inkubationszeit wurde
darauf geachtet, dass das Pellet sich vollstandig im Puffer aufgeldst hat. Daflr
wurde die Flussigkeit wahrend der gesamten Inkubationszeit in regelmalligen
Abstanden mit Hilfe eines Vortexmixers durchmischt, sodass das Protein gleich-
malig in der Losung verteilt wurde.

Nach Ende der Inkubationszeit wurde das entstandene Homogenat vollstandig in

ein Kryorohrchen uberflhrt und bis zur Verwendung bei -80 °C eingefroren.

2.2.13 Bradford-Assay

Die Proteinquantifizierung nach Bradford beruht auf der Bindung von Coomassie
Brilliant Blue G-250 an Proteine und der dabei stattfindenden Veranderung im
Absorptionsmaximum (Bradford, 1976). Coomassie Brilliant Blue G-250 bindet in
seiner negativen Form am Protein, farbt sich dabei von rot zu blau und weist dann
ein Absorptionsmaximum bei 595 nm auf (Compton & Jones, 1985). Dies wird
zur Bestimmung der Proteinmenge in einer Loésung unbekannter Konzentration
verwendet. Daflur wird eine Standardreihe mit bovinem Serumalbumin erstellt und
die Proben im Vergleich dazu gemessen und ausgewertet (Bradford, 1976). Be-
stimmt wird dabei die Zunahme der Absorption bei 595 nm als Indikator flr an
Protein gebundenes Farbemittel und daher vorhandene Menge an Protein (Brad-
ford, 1976). Die Komplexbildung aus Protein und Farbemittel ist dabei nach zwei
Minuten abgeschlossen und bleibt fur eine Stunde weitestgehend stabil. Eine Re-
duktion der Messwerte Uber die Zeit ergibt sich Uber das Ausfallen des Komple-
xes aus der Losung, sodass Messzeiten zwischen funf und zwanzig Minuten

nach Zugabe des Farbereagenz empfohlen werden (Bradford, 1976).
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Fir die DurchfiGhrung wurde zunachst das 1:2,2 verdinnte Protein Assay Dye
Reagent Concentrate sowie das auf 1 % verdinnte BSA hergestellt (siehe Ta-
belle 8). Die zu messenden Proben wurden auf Eis aufgetaut und gelagert und
ein Plattenbelegungsplan fur eine 96-Well-Platte erstellt, in dem jede zu mes-
sende Probe im Duplikat eingeplant wurde.

In jedes Well wurde der in Tabelle 42 dargestellte Reaktionsansatz pipettiert. Da-
bei stellen die ersten sieben Proben eine Standardreihe dar, aus der fur die Aus-
wertung der Messung eine Eichkurve erstellt werden kann. Fir diese wurde das
1%-ige BSA verwendet. Fur die Messung der eigentlichen Proben wurden jeweils

5 ul unverdinntes Probenhomogenat eigensetzt.

Tabelle 42: Reaktionsansatz fiir den Bradford-Assay

Volumen Protein- H20 Protein Assay Dye Volumen insge-
probe Am- Reagent Concentrate samt
puwa (1:2,2 verdiinnt)

0 250 pl 200 pl 450 i
05 249,5 yl 200 pl 450 pl
BETT 249 pl 200 pl 450 pl
25u  BSA1% 2475yl 200 pl 450 pl
 5pul 245 200 pl 450 pl
S 75ul 2425 200 450 pl
10l 240 pl 200 pl 450 pl

5 l Proben- 245 pl 200 pl 450 i

homogenat

Nach der zuletzt erfolgenden Zugabe des Protein Assay Dye Reagent Con-
centrate wurde die Platte fur funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Wah-
renddessen wurde das Plattenlesegerat fur die Messung vorbereitet, sodass
baldmoglichst im Anschluss mit der Gen5-Software die Absorption bei 595 nm

gemessen wurde. Von allen Messwerten wurde jeweils der Leerwert (Mittelwert
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der beiden Messungen fur den Ansatz mit O yl BSA aus der Eichreihe) abgezo-
gen, um die probenspezifische Absorption zu berechnen.

Da jede Probe, ebenso wie jede Stufe der Standardreihe, zwei Mal zur Messung
angesetzt wurde, konnte jeweils der Mittelwert der Duplikate bestimmt werden.
Bei einer signifikanten Differenz der beiden Messwerte fiur die gleiche Probe oder
Abweichungen in der Erstellung der Eichkurve wurde entweder die Messung der
einzelnen Probe inklusive einer weiteren Standardreihe oder respektive die ge-
samte Messung aller Proben mit einer neu angesetzten Standardreihe wieder-
holt. Auch Messungen, deren Werte deutlich oberhalb des obersten Messpunkts
der Standardreihe lagen wurden wiederholt. Fur die Wiederholung wurde die
Menge an Probenvolumen im Ansatz reduziert und durch H2O Ampuwa ersetzt.
Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde nun aus der Standardreihe
eine lineare Eichkurve bestimmt, die die Beziehung zwischen der Absorption bei
595 nm und der Proteinmenge im Ansatz darstellt. Unter Einbeziehung von Stei-
gung und Achsenabschnitt der Standardreihe konnte aus den Messwerten fur die
Probenhomogenate deren Proteinkonzentration bestimmt werden.

Anhand der Proteinkonzentrationen wurden Verdinnungen angesetzt, die fur die
spateren Messungen im TR-FRET verwendet werden konnten. Die Proben wur-
den dabei standardmaRig 1:4 mit dem Verdlinnungsmedium fir PBMC-Proben
(siehe Tabelle 8) verdunnt. Bei einer Proteinkonzentration uber 2,5 pg/ul wurde
eine 1:8-Verdlinnung angesetzt. Dabei wurde stets nie die gesamte Probe ver-
dinnt, sondern 20 pl der entsprechenden Verdlinnung hergestellt, um zusatzlich
noch Material flur unverdiinnte Messungen oder weitere Versuche mit anderen
Methoden zur Verfugung zu haben. Die verdunnten Proben wurden ebenso wie
die Ausgangshomogenate bei -80 °C gelagert.

2.2.14 Time-resolved fluorescence energy transfer (TR-FRET)-Immunoas-
say

Die Funktionsweise des TR-FRET ist in Kapitel 1.6 dargestellt und samt Hinter-
grunden erklart.

FiUr die DurchfiGhrung wurde zunachst ein Plattenbelegungsplan am Computer

erstellt. Dabei wurden samtliche Proben sowie eine Negativ- und eine Positiv-
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kontrolle im Duplikat eingeplant. Fur die im Rahmen dieser Arbeit durchgefuhrten
Messungen wurde die gesamte Platte eingesetzt. Einem moglichen Plattenver-
teilungseffekt durch lang andauernde Pipettiervorgange und damit unterschiedli-
che entstehende Inkubationszeiten wurde entgegengewirkt, indem die Platte fur
die Zugabe von Probe und Antikorper auf Eis gelagert und die Transportzeiten
bei Raumtemperatur moéglichst kurz gehalten wurden.

Samtliche verwendeten Proben wurden in der zuvor nach dem Bradford-Assay
hergestellten Verdinnung auf Eis aufgetaut, ebenso der Detektionspuffer und die
Positiv- und Negativkontrolle. Als Positivkontrolle wurde ein 1:16 verdinntes Pro-
benhomogenat aus HEK293T-Zellen verwendet, in die zuvor ATXN3 (70Q) zur
Uberexprimierung eingebracht wurde. Dieses wurde von Dr. med. dent. Gabriele
Anna Kaucher zur Verfugung gestellt. Als Negativkontrolle wurde das Medium fur
die Verdunnung der PBMC-Proben eingesetzt.

Aulerdem wurde die fur die zu untersuchende Probenanzahl bendtigte Menge
an Antikorper-Mix hergestellt. Hierfur wurde sowohl vom tb- als auch vom D2-
markierten Antikdrper jeweils so viel zu einer vorgelegten Menge Detektionspuf-
fer hinzugegeben, dass bei Einsatz von 1 ul der Losung aus Antikérper und De-
tektionspuffer die in Tabelle 43 angegebene Menge pro Probe verwendet wurde.
Die eingesetzten Antikérper-Konzentrationen wurden von Dr. med. Kathrin Gon-
sior und Dr. med. dent. Gabriele Anna Kaucher etabliert. Die eingesetzte Menge
der Antikorperstocklosung berechnete sich aus der Konzentration des Antikor-
pers im Stock, die dem jeweiligen Datenblatt zu entnehmen war. Aufgrund der
hohen Licht- und Temperaturempfindlichkeit der fluoreszenzmarkierten Antikor-
per wurden diese stets lichtgeschutzt aufbewahrt und baldmoglichst wieder bei -
80 °C weggefroren.

Samtliche Pipettiervorgange wurden auf Eis durchgefuhrt. Zunachst wurden pro
Well 5 pl des Probenvolumens (verdinnte Probe, Positiv- oder Negativkontrolle)
entsprechend des zuvor erstellten Plans in eine 384-Well-Platte vorgelegt. Im
Anschluss wurde pro Probe 1 ul des entsprechenden Antikorper-Mix hinzugege-
ben. Zur Vermeidung des Entstehens von Luftblasen wurde dieser an den Rand

gegeben und im Anschluss die 384-Well-Platte in einer Plattenzentrifuge bei 200
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rom anzentrifugiert, um ein Vermischen des Antikdrper-Mixes mit der Probe zu

gewahrleisten.

Tabelle 43: Etablierte Antikérperkonzentrationen fiir die TR-FRET-Messung

Bestimmung Antikorper mit Eingesetzte Masse

von Markierung per Probe

N-term-tb 0,5 ng

Gesamt ATXN3
1H9-D2 10 ng
Expandiertes 1HO-tb 0,5 ng
ATXN3 (>15 Q) MW1-D2 3 ng
Expandiertes 1H9-tb 1ng
ATXN3 (>37 Q) 1C2-D2 3 ng

Im Anschluss wurde eine Kontrollmessung mit dem TR-FRET-Lesegerat durch-
gefuhrt. Diese diente lediglich der Feststellung grober Fehler, zum Beispiel zur
Ermittlung der Frage, ob sich in jedem belegten Well auch Antikérper-Mix befand.
Dies war der Fall, wenn die gemessene Fluoreszenz in jedem der Probenwells
uber der in den leeren Wells lag. Es folgte eine lichtgeschutzte Inkubation der
Platte Uber 24 Stunden. Dieser Schritt wurde bei Raumtemperatur durchgeflnhrt.
Die sich nach 24 Stunden anschlieRende Messung erfolgte erneut mit dem TR-
FRET-Lesegerat und den in Tabelle 44 angegebenen Einstellungen. Die Wellen-
lange von 620 nm fur den Kanal 1 wurde so gewahlt, um den verfugbaren Emis-

sionsfiltern zu entsprechen.

Tabelle 44: Einstellungen fiir das TR-FRET-Lesegerit fiir die Messung

Einstellung Wert
Gemessene Emission Kanal 1 620 nm
Gemessene Emission Kanal 2 665 nm
Zeitverzdgerung der Messung 100 ps
Messdauer 300 us
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Aus den gemessenen Werten wurde nun zunachst das Verhaltnis der beiden

Emissionen berechnet:

Emission Kanal 2 (665 nm)

Rati =
¢ 10276(5) Emission Kanal 1 (620 nm)

Aus diesen Werten wurde fur jede Probe aus den beiden Duplikaten der Pipet-
tierfehler bestimmt. Betrug dieser mehr als zehn Prozent, wurde die Messung
verworfen und wiederholt. Zusatzlich wurde Uberpruft, ob der Wert der Positiv-
kontrolle Uber allen anderen Werten lag. Nur, wenn dies der Fall war, konnte da-
von ausgegangen werden, dass auch in allen anderen Proben genug Antikoérper
fur eine Sattigung der Proteine vorhanden war und die Messwerte damit als gultig
angenommen werden. Die AF-Werte wurden dann wie folgt fur jede einzelne

Messung bestimmt:

Ratio ¢65(Probe) — Mittelwert(Ratioess(Blank))

AF = 620 620 100
Mittelwert(Ratiosss(Blank)) i

620

Dadurch wurde die Hintergrundfluoreszenz (beschrieben als Mittelwert der bei-
den Verhaltniswerte der Negativkontrolle) herausgerechnet. Das Ergebnis war
AF als Signal der Probe Uber dem Hintergrund, angegeben in %. Zusatzlich
wurde dem Umstand Rechnung getragen, dass alle Proben eine unterschiedliche

Menge an Gesamtprotein beinhalten konnten. Dies wurde wie folgt korrigiert:

AF
AF, =

Gesamtproteinkonzentration [ufﬂ

Dabei stellt die Gesamtproteinkonzentration den mit dem Bradford-Assay (siehe
Kapitel 2.2.13 dar) bestimmten Wert dar, nachdem dieser auf die Konzentration
in der entsprechend hergestellten Verdinnung heruntergerechnet wurde. Aus
den jeweiligen AFc-Werten der Duplikate einer Probe wurde dann der Mittelwert

bestimmt.
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2.2.15Western Blot

Beschrieben und entwickelt von Burnette, 1981, Renart et al., 1979 und Towbin
et al., 1979 stellt der Western Blot eine gangige und etablierte Methode des quan-
titativen und qualitativen Nachweises spezifischer Proteine dar. Dabei werden
vorbereitend zunachst die in einer Probe enthaltenen Proteine nach dem Mecha-
nismus der Elektrophorese der Lange nach in einem (Polyacrylamid-)Gel aufge-
trennt. Aus dem Gel heraus folgt anschlieRend die Ubertragung auf eine Nitro-
cellulosemembran im Rahmen des Western Blots. Die Proteine auf der Membran
konnen im Anschluss mit Hilfe von Antikdrpern dargestellt und damit nachgewie-
sen werden. Daflr wird ein Primarantikdrper auf den Blot gegeben, der an das
darzustellende Protein bindet. Dieser wird gefolgt von einem Sekundarantikorper,
der zwei fur die Methodik essenzielle Eigenschaften besitzt: Er ist gegen den
Primarantikdrper gerichtet und bindet damit an diesen, und er ist mit einer Fluo-
reszenz markiert. Diese Fluoreszenzmarkierung kann mittels geeigneter Grate
detektiert und dargestellt und damit indirekt das Zielprotein des Primarantikorpers
nachgewiesen werden. Diese Zuordnung kann bei Mitlaufen eines Markers in der
Elektrophorese und Darstellen dieses im Rahmen der Fluoreszenzdetektion
durch eine passende Lange des denaturierten Proteins unterstrichen werden.
Wird eine definierte Menge Protein eingesetzt sowie ein Housekeeping Protein
detektiert, kann das Fluoreszenzsignal aul3erdem vermessen und damit die Pro-
teinmenge quantifiziert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden lediglich quali-
tative Darstellungen durchgefuhrt.

FUr die Durchfihrung wurde zunachst die Gelkammer fur die vorbereitende Elekt-
rophorese zusammengebaut und mit Hilfe von destilliertem Wasser auf ihre Dich-
tigkeit Gberpruft. Im Anschluss wurde die Losung fur das Gel vorbereitet. Dieses
besteht zweigeteilt aus einem Trenn- und einem Sammelgel, die getrennt vonei-
nander angesetzt werden. Die Rezeptur fur die beiden Gele ist in Tabelle 45 dar-
gestellt. Dabei ist zu beachten, dass TEMED und die APS-L6sung erst kurz vor
dem GielRen dazu gegeben werden, da mit der Zugabe die Polymerisation der
Ldsung beginnt.

Als erstes wurde nun das Trenngel in die Kammer gegossen. Zum Glatten wurde

dieses anschlie®end mit Isopropanol Uberschichtet. Dieses konnte nach einer 15-
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minutigen Phase des Aushartens wieder abgegossen werden. Danach wurde die
Gelkammer mit dem Sammelgel aufgefillt und ein Kamm mit der gewlinschten
Anzahl an Taschen eingesteckt. Auch dieses musste 15 Minuten ausharten. Im
Anschluss wurden die Gele mit der Taschenreihe nach oben in das Elektropho-
resekammersystem eingebaut und dieses zwischen den gerade eingebauten
Platten mit MOPS-Laufpuffer (1x) aufgefullt. Nach dem vorsichtigen Entfernen
des Kamms wurden auch die Geltaschen mit MOPS-Laufpuffer (1x) ausgespult,
um mogliche Gelreste zu entfernen und damit ein gleichmaBiges und vergleich-

bares Laufbild aller Reihen zu gewahrleisten.

Tabelle 45: Ansatz fiir das GieBen eines Gels fiir die Vorbereitung eines Western Blots, bestehend
aus einem Sammel- und einem Trenngel

Reagenz Menge fiir ein 6 % Menge fiir ein 10 %
Sammelgel Trenngel
Destilliertes H20 1,29 ml 1,91 ml
Bis-Tris-Puffer (3,5x) 0,71 ml 1,42 mi
Acrylamid-LAsung (30%) 0,5 ml 1,67 mi
APS-L6sung, 10 % 12,5 pl 25 pl
TEMED 3,5yl 7 ul

Da es sich hier um kostbare, lediglich einmal vorhandene humane Proben han-
delt, wurde im Gegensatz zum laborublichen Protokoll fur das Beladen des Gels
ein kleinerer Probenansatz von 15 pl, enthaltend 15 ug Protein, gewahlt. Diese
Entscheidung wurde getroffen, um die Probe zu schonen und mdglichst viele und
gegebenenfalls weitergehende Analysen zu erlauben, da eine erneute Gewin-
nung insbesondere im Rahmen der moglichen Langsschnittbetrachtungen nicht
mdglich war. AuRerdem wurde auf das Erstellen eines Lysats verzichtet und das
Experiment stattdessen mit den zuvor nach dem in Kapitel 2.2.12 beschrieben
Vorgehen erstellten Homogenaten der jeweiligen Proben durchgefuhrt, um auch
hier einen unndtigen Probenverlust durch die Lysatherstellung zu vermeiden. Die
Proteinkonzentration wurde flr jede Probe zuvor mit Hilfe des Bradford-Assays

(siehe Kapitel 2.2.13) bestimmt. War es aufgrund einer zu geringen
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Konzentration nicht moéglich, 15 pug Protein in den Ansatz einzubeziehen, so
wurde die maximal mogliche Proteinmenge hinzugegeben und dies entspre-
chend vermerkt, sodass diese Tatsache bei der Auswertung berucksichtigt wer-
den konnte.

Fir die Untersuchung wurde der Probenansatz wie in Tabelle 46 dargestellt vor-
bereitet und zur Denaturierung der enthaltenen Proteine fur 10 Minuten bei 70 °C
und 350 rpm in den Heizschuttler gestellt. Danach wurde jede Tasche mit 13 pl
des Ansatzes beladen. Hierbei wurde jeweils nur bis zum ersten Druckpunkt der
Pipette gearbeitet, um ein Aufsteigen der Probe aus der Tasche durch entste-
hende Luftblasen zu vermeiden. Zusatzlich wurde pro Gel mindestens eine Ta-
sche mit 3 yl eines Markes (Precision Plus Protein™ Dual Color Standards) als
Langenstandard befullt. Hierbei wurde eine symmetrische Verteilung der belade-

nen Taschen eingehalten.

Tabelle 46: Probenansatz fiir die Gelelektrophorese zur Vorbereitung des Western Blots

Reagenz Menge

Probenhomogenat Passendes Volumen fur eine

Proteinmenge von 15 ug

1 M DTT-L6sung 1,5 pl
LDS-Puffer (4x) 3,75 pl
DPBS Ansatz auf 15 ul auffillen

Nach der Beladung wurde der Rest des Kammersystems mit MOPS-Laufpuffer
(1x) aufgefullt und zunachst eine Spannung von 80 V Uber das System und damit
das Gel angelegt, um die Elektrophorese zu starten. Diese sorgte, ahnlich der
bereits in Kapitel 2.2.3 fur die Gelektrophorese von DNA beschrieben, dafur, dass
die Proteine sich durch das Gel bewegten. Kleinere Fragmente bewegen sich
dabei schneller durch das Gel als grol3ere, sodass die Fragmente der Lange nach
aufgetrennt wurden. Nachdem die Proben die Taschen vollstandig verlassen hat-
ten, erkennbar an der sich fortbewegenden Ladepuffer-Lauffront, wurde die
Spannung auf 120 V erhdht. Die Elektrophorese wurde gestoppt, wenn die Lauf-

front das untere Ende des Gels erreicht hatte.
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Far den Western Blot und damit den Transfer der Proteine aus dem Gel auf die
Nitrocellulosemembran wurde 4 Mal Whatman-Filterpapier in der Grole 8,5 x 8,5
cm vorbereitet, sowie ein 7,5 x 7,5 cm Ausschnitt der 0,2 ym Nitrocellulosememb-
ran. Diese wurden zunachst in Transferpuffer (1x) getrankt. Auch auf die Be-
standteile der bendtigten Blotting-Kassette wurde Transferpuffer (1x) gegeben.
Das Gel wurde vorsichtig aus der Kammer geldst. Im Anschluss wurde die Blot-
ting-Kassette, wie in Abbildung 5 gezeigt, zusammengesetzt, begonnen am un-
teren Ende am Pluspol der Kassette. Dabei war es insbesondere wichtig, dass
sich zwischen Gel und Membran keine Luftblasen befanden, die den Transfer
behindern kdénnten. Jede einzelne Schicht wurde nach dem Auflegen mit Trans-

ferpuffer (1x) feucht gehalten, bevor die nachste darauf aufgelegt wurde.

I Minuspol Kassette
i,

Schwamm
2 x Whatman Filterpapier
Gel

Nitrocellulosemembran
2 x Whatman Filterpapier

I | Pluspol Kassette

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Zusammenbaus der Blotting-Kassette fiir den Western
Blot. Dieser wird von unten nach oben durchgefiihrt, begonnen am Pluspol der Kassette. Auf jede
Schicht wird nach dem Auflegen Transferpuffer (1x) gegeben. Luftblasen zwischen dem Gel und
der Nitrocellulosemembran waren zu vermeiden und wurden im Falle des Entstehens ausgestri-
chen. Um einen erfolgreichen Transfer zu gewéhrleisten, war insbesondere die Anordnung von Gel
und Nitrocellulosemembran zwischen den Polen essenziell.

Nach dem Zusammenbau wurde die gesamte Kassette entsprechen der Polung
in die Transferkammer eingesetzt und diese mit Transferpuffer (1x) aufgefullt.
Zusatzlich wurde ein Ruhrfisch mit in die Kammer gegeben und diese auf einen
Magnetruhrer gestellt. Der Transfer fand bei 4 °C und 80 V Uber 1,5 Stunden
statt. AnschlieRend wurde die Membran in ein 50 ml Reaktionsgefald tUberfihrt.
Die Lagerung erfolgte bei 4 °C.

Zur Uberprifung des Transfers wurde aufgrund der hohen Sensitivitat auch fur
geringe Proteinmengen ein SYPRO® Ruby Protein Blot Stain durchgeflihrt. Da-
bei wurde nach Anleitung des Herstellers (Version vom 30.02.2002) vorgegan-

gen. Diese wurde wie folgt modifiziert: Far Schritt 1.1, 1.2 und 1.4 wurden dabei
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jeweils 10 ml der entsprechenden Losung eingesetzt; in Schritt 1.3 dagegen 5 ml
des SYPRO Ruby blot stain reagent. Der Waschschritt in 1.4 wurde fur 5 Mal je
2 Minuten durchgefuhrt. Samtliche Inkubations- und Waschschritte, auch im Fol-
genden, geschahen bei leichter Rotation, um eine gleichmalige Verteilung der
entsprechenden Lésung auf der gesamten Membran zu gewahrleisten. Im An-
schluss erfolgte die Detektion flr 2 Minuten bei 600 nm im LI-COR® Odyssey®
Fc Imaging System. Die Darstellung der Messung ubernahm die Image Studio
Software.

Zur Vorbereitung auf weitere Untersuchungen wurde die Membran geblockt. Die-
ser Vorgang sorgt daftir, dass die noch freien Proteinbindungsstellen auf der Nit-
rocellulosemembran dem im weiteren Verlauf zugegebenen Antikorper nicht
mehr zur Bindung zuganglich sind. Dadurch wird dessen Spezifitat erhoht. Dafur
wurde die Membran mit 5 ml Blocking-Puffer tber 1 Stunde bei Raumtemperatur
inkubiert und danach 2 bis 3 Mal fur je 1 Minute mit 10 ml TBS-T (1x) gewaschen,
bis die Waschlosung klar wurde.

Wahrenddessen wurde die Antikorperlosung fur den Primarantikdrper vorberei-
tet. Daflir wurde der entsprechende Antikérper in der in Tabelle 47 angegebenen
Konzentration in 5 ml TBS-T (1x) mit 0,02 % NaNs geldst. Letzteres gewahrleis-
tete die Qualitat des Antikorpers fur eine Wiederverwendung. Die L6sung mit dem
Primarantikorper wurde nach dem Blocking auf die Membran gegeben und bei 4
°C Uber Nacht inkubiert. Die Antikorperlosung wurde im Anschluss bei 4 °C auf-
bewahrt und die Membran 3 Mal je 5 Minuten mit 10 ml TBS-T (1x) gewaschen.
Der Sekundarantikérper wurde ebenfalls in der in Tabelle 48 angegebenen Kon-
zentration in 5 ml TBS-T (1x) gelost und die Antikorperlosung nach dem Waschen
auf die Membran gegeben. Die Inkubation erfolgte, da es sich hierbei um einen
fluoreszenzmarkierten Antikorper handelt, lichtgeschitzt flur eine Stunde bei
Raumtemperatur. Nach diesem Zeitraum wurde die Membran erneut 3 Mal je 5
Minuten mit 10 ml TBS-T (1x) gewaschen.

Fir die Darstellung des Sekundarantikorpers wurde die Membran aus dem Re-
aktionsgefald enthommen und mit einer Plastikfolie abgedeckt, wobei sicherge-
stellt wurde, dass sich zwischen Folie und Membran keine Luftblasen befinden,

die die Messung erschweren. Die anschlieende Detektion im LI-COR®
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Odyssey® Fc Imaging System erfolgte bei 600 und 700 nm fur die Darstellung
des Markers und bei der Wellenlange der Fluoreszenz des Sekundarantikorpers,
beschrieben in Tabelle 48. Eingestellt wurden hierfur die in Tabelle 49 angege-
benen Parameter. Die anschlieRende Bearbeitung von Kontrast und Farbgebung

geschah mit Hilfe der Image Studio Software.

Tabelle 47: Eingesetzte Primérantikérper fiir die Inmundetektion des Western Blots. Diese wurden
jeweils in der in Spalte 3 angegebenen Verdiinnung in 5 ml TBS-T mit 0,02% NaNs gelést. In Klam-
mern ist die im Weiteren verwendete Abkiirzung fiir Abbildungen und Analysen angegeben. Die Her-
stellerspezifikationen sind Tabelle 18 zu entnehmen.

Antikorper Richtet sich gegen Eingesetzte
Verdiinnung
1H9, anti-Ataxin-3, Ataxin-3 1:2500
produziert in Maus (1H9)
anti-a-Spectrin, produziert a-Spectrin 1:1000

in Maus (anti-Spectrin)

Tabelle 48: Eingesetzte Sekundarantikérper fiir die Inmundetektion des Western Blots. Diese wur-
den jeweils in der in Spalte 3 angegebenen Verdiinnung in 5 ml TBS-T geldst. In Klammern ist die im
Weiteren verwendete Abkiirzung fiir die Abbildungen und Analysen angegeben. Die Herstellerspezi-
fikationen sind Tabelle 18 zu entnehmen.

Antikorper Richtet sich gegen  Eingesetzte Wellenlange der
Verdiinnung Fluoreszenz
IRDye® 800CW, In Maus produzierte 1:5000 800 nm
Goat anti-Mouse Primarantikorper
(anti-ms)

Tabelle 49: Detektionseinstellungen in der Image Studio Software.

Detektion bei Dauer
600 nm 0,5 min
700 nm 0,5 min
Wellenlange der Fluoreszenz 4 min

des Sekundarantikorpers
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Um die Membran fur die Zugabe eines weiteren Antikdrpers vorzubereiten, wurde
diese im Anschluss zurlick in das Reaktionsgefal® uberfuhrt und ein Stripping
durchgefuhrt. Dies bewirkte das Losen der zuvor eingesetzten Antikorper. Dabei
waren die Inkubationszeiten genau einzuhalten, um eine akzidentielle Losung
des Probenproteins von der Membran zu vermeiden. Fur das Stripping wurde die
Membran mit 5 ml Stripping-Puffer fir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert
und im Anschluss 3 Mal je 5 Minuten mit 10 ml TBS-T (1x) gewaschen.

Die so vorbereitete Membran konnte nun bei 4 °C im Reaktionsgefald aufbewahrt
werden. Alternativ war nach einem erneuten Blocken die Zugabe eines erneuten

Primar- und Sekundarantikérpers moglich.

2.2.16 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen wurden mit Microsoft Excel 365 Plus sowie
GraphPad Prism 9 durchgeflhrt. Hierflr wurde Microsoft Excel insbesondere flr
die Datenverwaltung und -sortierung sowie fur die Berechnung von Mittelwerten
verwendet. Aullerdem erfolgte hiermit die Erstellung samtlicher Kuchendia-
gramme. Die Berechnung aller weiterer statistischer Daten, die Durchfuhrung
statistischer Tests sowie die Erstellung aller Gber Kuchendiagramme hinausge-
henden statistischen Grafiken erfolgte mittels GraphPad Prism 9.

Bei der Analyse mehrerer Datengruppen wurden diese im Fall von mehr als zwei
miteinander zu vergleichenden Gruppen zunachst im Kruskal-Wallis-Test fur
mehr als zwei nicht-normalverteilte Kohorten gemeinsam auf statistisch signifi-
kante Unterschiede geprift und, sofern signifikante Unterschiede festgestellt
wurden, die einzelnen Gruppen mittels Mann-Whitney-Test miteinander vergli-
chen und auf Signifikanz gepruft.

Fir Korrelationsanalysen wurde zunachst der Shapiro-Wilk-Test verwendet, um
zu ermitteln, ob die Daten normalverteilt waren. Diese Entscheidung wurde ge-
troffen, da je nach Analyse neben grof3eren Kohorten, fur die zum Beispiel auch
der Anderson-Darling-Test verwendet werden konnte, auch kleinere Stichproben
vorhanden waren. Um eine einheitliche Analyse zu gewahrleisten, wurde daher

durchgehend der Shapiro-Wilk-Test verwendet.
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Wenn eine Normalverteilung vorlag, wurde im Anschluss der Pearson-Test flur
normalverteilte Daten zur Prifung auf eine Korrelation verwendet, andernfalls
wurde dies mit dem Spearman-Test, der auch auf nicht-normalverteilte Kohorten
anwendbar ist, durchgefuhrt.

FUr die graphische Darstellung wurde im Falle der Darstellung von Korrelation fr
jeden Datenpunkt ein graphischer Punkt eingesetzt. Im Rahmen von Boxplots
prasentiert die Box stets den Interquartilsabstand, geteilt durch den Median, und
die Whisker das Minimum und Maximum der Daten.
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3 Ergebnisse
3.1 Einfithrung und Ubersicht

Die Spinozerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3) ist eine neurodegenerative Erkran-
kung, die autosomal dominant vererbt wird. Krankheitsverursachend ist, ahnlich
wie bei Erkrankungen wie der Chorea Huntington, ein expandierter PolyQ-Trakt.
Dieser liegt im Ataxin-3-Protein und ist die Folge eines ebenfalls expandierten
CAG-Repeatsim ATXN3-Gen. Diese genetische Veranderung liegt bei den meis-
ten Patienten heterozygot vor. Die Erkrankung fuhrt zu einem Untergang von
Neuronen im Kleinhirn. Es kommt dadurch unter anderem zu ataktischen Stérun-
gen in der Koordination und Motorik, in der Sprache und im Gangbild. Die Krank-
heitsschwere wird dabei mit Hilfe klinischer Scores wie der Scale for the Asses-
sment and Rating of Ataxia (SARA), der ein Mal} fur die ataktischen Symptome
darstellt (Schmitz-Hubsch et al., 2006), und dem Inventory of Non-Ataxia Symp-
toms (INAS) zur Messung der extrazerebellaren Symptome (Jacobi et al., 2013)
ermittelt.

Wahrend einzelne Facetten der SCA3, wie zum Beispiel der Tremor, symptoma-
tisch behandelt werden kdnnen, gibt es bisher keine etablierte Therapie, die zur
Heilung der Erkrankung flhrt oder ein Fortschreiten dieser verhindert. Fur die
Etablierung neuer Therapiekonzepte ist ein gutes, objektives Monitoring des
Krankheitsverlaufs unabdingbar. Da klinische Scores wie SARA und INAS mit
ihren eigenen Schwachen einhergehen, ist die Erforschung maéglicher Biomarker
fur die Therapieentwicklung ein wichtiger Fokus. Das Level des Ataxin-3-Proteins
in PBMCs, bestimmt mittels TR-FRET, wurde bereits in vorangegangenen Stu-
dien als potenzieller Biomarker untersucht. Dies wird im Rahmen dieser Arbeit
fortgefuhrt.

Dabei war es das Ziel dieser Arbeit, biologische humane Proben von zwei ver-
schiedenen Kohorten zu gewinnen und zu verwenden. Eine Kohorte wurde im
Rahmen des ESMI-Projekts (European Spinocerebellar Ataxia Type 3/Machado-
Joseph Disease Initiative) zusammengestellt und analysiert. Im Rahmen dieser
wurden Proben aus verschiedenen europaischen SCA3-Zentren, einschliel3lich
Deutschland (aus Bonn, Tubingen, Aachen und Heidelberg; zusammengefuhrt in
Bonn und Tubingen), Portugal (aus Coimbra und von den Azoren), UK (aus
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London) und aus den Niederlanden (aus Groningen und Nijmegen; zusammen-
gefuhrt in Nijmegen) gesammelt und zur Untersuchung zusammengefihrt. Sie
umfasst neben an SCA3 erkrankten Personen, die ataktische Symptome aufwei-
sen, auch gesunde Kontrollen sowie eine Stichprobe praataktischer Mutations-
trager. Neben der Erhebung anamnestischer und klinischer Parameter wie dem
Erkrankungsalter, der Erkrankungsdauer, dem Zeitpunkt der letzten Nahrungs-
aufnahme vor der Untersuchung und dem SARA- und INAS-Score wurden von
diesen Patienten Blut- und PBMC-Proben hoch standardisiert entnommen und
bearbeitet (Santana et al., 2023). Flr einzelne Probanden gab es auf3erdem eine
zweite Probe, die etwa ein Jahr spater entnommen wurde, wodurch longitudinale
Analysen maoglich waren. Diese Proben wurden gemeinschaftlich und dber einen
langeren Zeitraum von verschiedenen Doktorand*innen der Arbeitsgruppe bear-
beitet und analysiert, sodass hier bereits einiges an Ergebnissen vorlag. Der An-
teil dieser Arbeit ist in Kapitel 0 dargestellt. Eine zweite Kohorte wurde zum Ver-
gleich im Servigo de Genética Médica des Hospital de Clinicas de Porto Alegre
in Porto Alegre, Brasilien, gewonnen. Auch hier handelte es sich um Kontrollpro-
banden sowie praataktische und bereits erkrankte Mutationstrager. Anamnesti-
sche und klinische Daten auch hier erhoben sowie PBMC-Proben fur Protein-
messungen abgenommen. Die Bestimmung der CAG-Repeat-Lange erfolgte
noch in Brasilien und wurde fur statistische Analysen Ubermittelt.

Zentraler Bestandteil dieser Arbeit sollte die Analyse der Kohorte aus Brasilien
sowie deren Vergleich mit der zuvor bereits ausgewerteten Kohorte aus dem
ESMI-Projekt werden. Ein hierbei interessanter Faktor war zum Beispiel die Un-
tersuchung eines maoglichen Einflusses der Nahrungsaufnahme auf das Level
des gemessenen Ataxin-3 im TR-FRET, da samtliche Probanden der Brasilien-
Kohorte nichtern zur Probenentnahme kamen. Aufgrund von Komplikationen
und Schwierigkeiten beim Transport sowie einer daraus folgenden Unsicherheit
uber die Einhaltung der Kuhlkette war die Qualitat der Proben aus Brasilien aller-
dings nicht sichergestellt. Deswegen wurde diese uber die Analyse eines Wes-
tern Blots gesondert untersucht und beurteilt. Die PBMC-Proben wurden zwar

ebenfalls lysiert und mit dem TR-FRET untersucht; ein Schwerpunkt lag aber
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auch hier auf der Analyse der demographischen, anamnestischen und klinischen
Daten.

Bestimmt wurden neben der Ataxin-3-Konzentration im TR-FRET auch be-
stimmte Polymorphismen (SNPs) und deren moglicher Einfluss. Da Parkin einen
wichtigen Interaktionspartner von Ataxin-3 darstellt, wurden neben drei SNPs des
ATXN3-Gens auch zwei SNPs des PARK2-Gens untersucht.

Abbildung 6 gibt einen schematischen Uberblick (iber die erfolgten Arbeitsschritte

und Untersuchungen fur die einzelnen Proben.

Anamnestische | | EDTA-Blut | | _pBMC | | PBMC | Anamnestische und Proben
und klinische klinische Daten, inkl.
Daten CAG-repeats
| DNA-Extraktion | | Lyse | ’ Lyse | Ver-
I J J ¥ fahren
CAG- SNP- Bradford- Bradford-
Typisie- || Bestim- Assay Assay
rung mungen 12 \ 2
| TRFRET }/ | Western Blot |
M’:;’a’:;g;”s‘ir;zé . CAG-repeat- I6sliches Qualitats- MK:;’;FL‘I’:I;;; . Ergeb-
. utati :
(praataktisch und Anzahl, SNP- Ataxin-3 analysen (préataktisch und erkrankt), NS
erkrankt), Ge- Varianten Ge-schlecht, Alter, AAO,
schlecht, Alter, AAO, INAS, SARA, ...
INAS, SARA, ... CAG-repeat-Anzahl
| statistische Analysen

Abbildung 6: Workflow dieser Promotion. Aus den jeweiligen Kohorten wurden verschiedene Proben
entnommen und diese je nach Zielparameter analysiert. Am Ende steht die statistische und verglei-
chende Auswertung sdmtlicher erhobenen Daten. PBMC = mononukledren Zellen des peripheren
Bluts, TR-FRET = time-resolved fluorescence energy transfer, AAO = Age at Onset, INAS = Inventory
of Non-Ataxia Symptoms, SNP = Single Nucleotide Polymorphism, SARA = Scale of the Assessment
and Rating of Ataxia.

Es wurden unter anderem folgende Fragestellungen analysiert:
e Lasst sich die in Costa et al., 2019 beschriebene Multiplex-PCR in unse-
rem Labor nachstellen?
e Sind die aus Brasilien erhaltenen Proben in ihrer Qualitat eingeschrankt?
¢ Welche Einflussfaktoren kdnnten die Ataxin-3-Messwerte in den analysier-
ten Proben beeinflussen?

¢ Wie sind die untersuchten Kohorten zusammengesetzt?
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e Bestehen Zusammenhange zwischen anamnestischen und klinischen Da-
ten und der gemessenen Ataxin-3-Konzentration in PBMCs?
e Beeinflussen die untersuchten SNPs im ATXN3-Gen oder im PARK2-Gen

diese Daten?

3.2 Methodenetablierung

3.2.1 Etablierung einer Multiplex-PCR nach Costa et al., 2019 fiir verschie-
dene SNPs des ATXN3-Gens

Im Rahmen dieser Arbeit wurde versucht, zur Vereinfachung und Optimierung
der Bestimmung mehrerer SNPs eine Multiplex-PCR aus dem Paper ,A Pipeline
to Assess Disease-Associated Haplotypes in Repeat Expansion Disorders: The
Example of MUD/SCAS3 Locus* (Costa et al., 2019) in unserem Labor zu etablie-
ren. Hierflr wurden verschiedene Schritte der PCR-Optimierung angewendet.
Die genaue Schrittabfolge und die jeweiligen Spezifikationen sind in Kapitel
2.2.10 ausfuhrlich beschrieben und hier zum besseren Verstandnis noch einmal
kurz erlautert.

Zunachst wurde die im Paper beschriebene Multiplex-PCR in auf zwei Sin-
gleplex-PCR mit jeweils einem der beschrieben Primer-Paare heruntergebro-
chen, um diese schrittweise zu etablieren. Dies fuhrte zu den im folgenden PCR
1 und PCR 2 genannten Ansatzen (die respektive Primer-Paar 1 und 2 enthiel-
ten), die jeweils parallel mit den gleichen Schritten bearbeitet und angepasst wur-
den. Zur Ubersicht sind die jeweiligen Anpassungen in Tabelle 50 noch einmal
zusammengefasst dargestellt.

Fur einen ersten Versuch wurden dabei die im Paper beschriebenen Reaktions-
bedingungen mit den Ublicherweise in unserer Arbeitsgruppe verwendeten Rea-
genzien angewandt. Fur die ausgewahlten Proben waren die zu untersuchenden
SNPs zuvor bereits mittels Sanger-Sequenzierung und HRMA bestimmt worden
(siehe Kapitel 2.2.6 und Kapitel 2.2.8). Dadurch war eine Uberpriifung des Er-
gebnisses mittels zuvor etablierter Methoden maglich. Vor einer weiteren Ana-

lyse des PCR-Produkts wurde der Reaktionserfolg mittels eines
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Kontrollagarosegels Uberprift (Abbildung 7a). Es konnte allerdings weder bei
PCR 1 noch bei PCR 2 ein PCR-Produkt festgestellt werden. Dies galt fur alle

Proben.

Tabelle 50: Zusammenfassende Darstellung der in Kapitel 2.2.10 dargestellten Anpassungen der Re-
aktionsbedingungen fiir die Etablierung der Multiplex-PCR nach Costa et al., 2019. Spalte zwei be-
zieht sich dabei auf den entsprechend beschrifteten Teil in Abbildung 7.

Versuchs- Korrespondie- Ansatzspezifikationen

reihe rende Abbildung

1 Abbildung 7a Ansatz und Reaktionsbedingungen wie im
Paper beschrieben
2 b Gradienten-PCR
c Touchdown-PCR
4 d Gradienten-PCR mit Pwo-Polymerase
5/6 e 5 (PCR 1): Touchdown-PCR

6 (PCR 2): Verwendung der aus 4 etablier-
ten Annealing-Temperatur von 50 °C
Fur beide jeweils ein Ansatz mit Q-Solution
(wie 4), Betain, und unterschiedlicher
MgSo4-Konzentration (3 bzw. 4 mM)

Im Rahmen der Optimierung der Reaktionsbedingungen wurde dann sowohl eine
Gradienten-PCR (Kontrollgel gezeigt in Abbildung 7b) und eine Touchdown-PCR
(Kontrollgel gezeigt in Abbildung 7c) durchgefuhrt. Auch hierbei konnte kein
PCR-Produkt dargestellt werden, sodass von einem Misserfolg der PCR ausge-
gangen wurde.

Als nachster Schritt wurde die ublicherweise verwendete Tag-Polymerase im Re-
aktionsansatz durch eine Pwo-Polymerase ersetzt. Diese besitzt laut techni-
schem Datenblatt des Herstellers wesentlich andere Eigenschaften, unter ande-
rem in Bezug auf die Amplifikation C-G-reicher Sequenzen, die generelle Ampli-
fikationsgeschwindigkeit sowie eine proofreading-Aktivitat. Zusatzlich erlaubt die
Mitlieferung eines Puffers ohne MgSos sowie dessen separate Bereitstellung die

Anpassung der MgSos-Konzentration im Reaktionsansatz. Nach Angaben des
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Datenblatts kdnnen Sequenzen bis zu 3 kbp gut amplifiziert werden. Da mit den
angegebenen Primer-Paaren eine Sequenz von 1500 bis 1550 bp amplifiziert
werden sollte, wurde die Pwo-Polymerase fur passend befunden. Die Reaktions-
bedingungen wurden an die Verwendung der anderen Polymerase angepasst,
und fur beide PCR-Ansatze eine Gradienten-PCR durchgefihrt. Fir PCR 1
konnte auch in diesem Ansatz kein PCR-Produkt im Kontrollgel (Abbildung 7, Teil
d) dargestellt werden. Bei PCR 2 kam es dagegen zu einer schwach erkennbaren
Bande bei einer Annealing-Temperatur von 50,1 °C (Abbildung 7, Teil d, mit 1
markiert). Diese konnte mithilfe des Markers auf eine Lange zwischen 1000 und
3000 bp festgelegt werden. Da der von den Primern umrahmte, zu amplifizie-
rende DNA-Abschnitt 1508 bp betragen sollte, wurde hier unter Vorbehalt davon
ausgegangen, dass es sich um das geplante PCR-Produkt handeln kdnnte.

Zur weiteren Optimierung und Testung der Reproduzierbarkeit des Ergebnisses
wurden im Folgenden vier verschiedene Reaktionsansatze verwendet. Fir den
ersten wurde, wie auch zuvor, Q-Solution zur Verbesserung der PCR-Ausbeute
verwendet. In einem zweiten Ansatz wurde stattdessen Betain eingesetzt, das
alternativ als PCR-verstarkend beschrieben wird. In einem dritten und vierten An-
satz wurde auf beide Zusatze verzichtet. Stattdessen wurde durch die manuelle
Zugabe von MgSou4, das in diesem Fall nicht im Puffer enthalten war, die MgSos-
Konzentration verandert, da eine zu niedrige Mg?*-Konzentration laut Datenblatt
der Pwo-Polymerase eine Ursache fur ein fehlendes Produkt sein kann. Diese
Vorgehensweise wurde fur beide Reaktionsansatze durchgefuhrt. Fir PCR 1
wurde dabei wie auch in Ansatz 3 eine Touchdown-PCR gewahlit. Fir PCR 2
wurde das PCR-Programm aus Ansatz 1 verwendet. Allerdings wurde die Anne-
aling-Temperatur auf die zuvor in der Gradienten-PCR ermittelten 50 °C festge-
legt. Beim Analysieren der Kontrollgele (Abbildung 7, Teil e) konnte hier erneut
kein PCR-Produkt dargestellt werden. Auch das scheinbare Produkt aus der zu-
vor durchgefuhrten Gradienten-PCR von PCR 2 war hier nicht erkennbar, sodass
die Reproduktion als fehlgeschlagen betrachtet wurde. Stattdessen war in meh-
reren Ansatzen eine Bande, die dank des Markers auf deutlich kiirzer als 500 bp
festgelegt werden konnte, zu erkennen. Dies betraf in starkerer Form die Ansatze

mit 3 mM MgSo4 (Abbildung 7e, markiert mit *) sowie in schwacherer Form den
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Ansatz mit 4 mM MgSOzs fir PCR 1 (Abbildung 7e, markiert mit #). Aufgrund der
Lange ist auszuschliel3en, dass es sich um das gewlnschte PCR-Produkt han-
delte. Als mogliche Ursache ist aufgrund der sehr kurzen Lange die Bildung von
Primer-Dimer in Betracht zu ziehen. Eine andere Option ware eine Verunreini-
gung des MgSos beziehungsweise des hierfiir verwendeten Puffers ohne Mg?*,
da die Bande ausschlief3lich in den Ansatzen auftritt, in denen dieses verwendet
wurde. Dagegen spricht allerdings, dass die Ansatze mit hoherer MgSo4-Kon-
zentration im Vergleich zu denen mit niedrigerer Konzentration keine oder nur
eine gering ausgepragte Bande dieser Lange aufweisen. Ebenfalls moglich ist,
dass durch die erhdhte MgSOs-Konzentration eine unspezifische Bindung an ei-
nen anderen als den gewunschten DNA-Abschnitt hervorgerufen wurde, der hier
amplifiziert wurde.

Aufgrund der Tatsache, dass das vermutete PCR-Produkt aus Ansatz 4 nicht
replizierbar war, sowie kein weiterer Reaktionserfolg erzielt werden konnte,

wurde die Versuchsreihe an dieser Stelle abgebrochen.
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Abbildung 7: Darstellung der Kontrollagarosegele zur Uberpriifung des Reaktionserfolgs bei der
Etablierung der Multiplex-PCR nach Costa et al., 2019. Die jeweils angewendeten Reaktionsbedin-
gungen und Anpassungen sind zur besseren Ubersicht in Tabelle 50 zusammenfassend dargestellt.
PCR 1 und PCR 2 stellen die PCR-Ansétze mit Primer-Paar 1 und 2 respektive dar. Angaben der
GréBe der Markerbanden in Basenpaaren (bp). M. = Marker, Neg. = Negativkontrolle, AzXX / LoXX =
Anonymisierte Kiirzel zur Probenidentifizierung. a: Ansatz 1: mit den im Paper dargestellten Reakti-
onsansétzen und Mengen. Es ist kein PCR-Produkt zu erkennen. b: Ansatz 2: Gradienten-PCR mit
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einem Temperatur-Gradienten von 50 — 60 °C fiir die Annealing-Phase der PCR. Es ist kein PCR-
Produkt zu erkennen. c: Ansatz 3: Touchdown-PCR. Es ist kein PCR-Produkt zu erkennen. d: Ansatz
4: Gradienten-PCR und Austausch der zuvor verwendeten Taq-Polymerase zu Pwo-Polymerase. Fiir
PCR 1 ist kein PCR-Produkt zu erkennen. Fiir PCR 2 ist eine schwache Bande von einer Ldnge zwi-
schen 1000 und 3000 bp bei einer Annealing-Temperatur zu sehen (1). e: Verschiedene Ansétze zur
Optimierung des Reaktionsansatzes: Verwendung von Q-Solution (entspricht dem Ansatz in d), Aus-
tausch von Q-Solution durch Betain, Einsatz von MgSo4 in verschiedenen Konzentrationen (3 und 4
mM). Ansatz 5: Durchfiihren einer Touchdown-PCR fiir PCR 1. Ansatz 6: Durchfiihren des Standard-
PCR-Protokolls fiir PCR 2 mit der aus dem vorherigen Ansatz abgeleiteten Annealing-Temperatur
von 50 °C. Es war weder bei PCR 1 noch bei PCR 2 ein Reaktionsprodukt zu erkennen. Auch die
Bande aus Ansatz 4 war in Ansatz 6 nicht reproduzierbar. Fiir beide Primer-Paare war eine schwache
Bande kiirzer als 500 bp im Ansatz mit einer 3 mM MgSo4-Konzentration zu sehen (*). Diese wieder-
holt sich in schwédcherer Form zumindest bei PCR 1 im Ansatz mit 4 mM MgSo4 (*). Dargestellt ist
das Kontrollagarosegel nach einer Laufzeit von 20 min. Um auszuschlieBen, dass sich nach langerer
Laufzeit noch eine Bande herauskristallisiert, lief das Gel noch weitere 20 min und wurde dann er-
neut fotografiert (nicht gezeigt). Es kam zu keiner sichtbaren Verdnderung.

3.2.2 Bestimmung der Qualitat der Proben aus Brasilien

Aufgrund diverser Schwierigkeiten beim Transport der Proben aus Brasilien, die
weder von Wissenschaftler*innen unserer Arbeitsgruppe noch durch die Mitar-
beiter*innen am Hospital de Clinicas de Porto Alegre beeinflusst werden konnten,
war die Qualitat der Proben fraglich. So erreichten diese unser Institut im Rahmen
von Wochen anstelle von Tagen nach dem Verschicken in einer vollstandig zer-
stérten Styroporbox mit einzelnen, gréfitenteils geschmolzenen Eiswurfeln (siehe
Abbildung 8).

Abbildung 8: Transportbox, in der die Proben aus Brasilien in unserem
Labor ankamen. In einen zerbeulten, durchweichten Kartonbox war eine
Styroporbox mit herausgebrochenem Boden gepackt. Im Inneren fan-
den sich neben den aufgetauten Proben einige wenige Eiswiirfel. Die
Proben hatten eine geschétzte Temperatur von etwa 4 bis 10 °C.
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Da die Proben bei Ankunft kiihl (geschatzt zwischen 4 und 10 °C), aber nicht
gefroren waren und sich auch kein Trockeneis in der Lieferung befand, war davon
auszugehen, dass wahrend des Transports keine ausreichende Kiuhlung stattge-
funden hat. Da es sich hier um Proteinproben handelte, die Ublicherweise sehr
empfindlich gegentber Umwelteinflissen sind, stand die Frage einer einge-
schrankten Probenqualitat im Raum. Gleichzeitig war es genau dieser Umstand,
der die Proben so bedeutsam machte: Wie im Folgenden in Kapitel 3.3.2 darge-
stellt, handelte es sich hierbei um 84 Proben von menschlichen Probanden, die
daher zu diesem Zeitpunkt und im Zusammenhang mit den erhobenen Untersu-
chungsergebnissen nicht reproduzierbar sind. Auch macht die Tatsache, dass es
sich bei der SCA3 um eine seltene Erkrankung handelt, die Patientenrekrutierung
schwieriger, und an die teilweise bereits in mehrfachen Studien eingeschlosse-
nen (und teilweise durch ihre Krankheit belasteten und eingeschrankten) Proban-
den sollten nicht zu viele Anspruche im Zusammenhang mit teils langen Anreisen
zu entsprechenden Zentren gelegt werden. Das alles ware Arbeit, die notig ware,
um zumindest einen Teil der Proben in ahnlicher Form wiederzubeschaffen, und
die deutlich macht, warum jede auf diese Art und Weise gewonnene Kohorte flr
sich gesehen einzigartig ist.

Daher wurden trotz der ungewissen Qualitat Untersuchungen mit den Proben
vorgenommen. Dafur wurden diese zunachst wie in Kapitel 2.2.12 bis 2.2.13 be-
schrieben verarbeitet. Dann wurde ein Western Blot durchgeflhrt, um zu analy-
sieren, ob, wie vermutet, eine Proteindegradation der Probe stattgefunden hat.
Hierbei wurden neben 5 Proben aus Brasilien auch zwei PBMC-Proben aus der
ESMI-Kohorte analysiert, um beurteilen zu konnen, welche eventuell auftreten-
den Beobachtungen auf die generell durchgefluihrten Verfahren zurtickzufihren
sind, und welche spezifisch mit den suboptimalen Transportbedingungen zu tun
haben konnten.

Dabei wurde nach Durchfuhrung des Western Blots zunachst ein SYPRO® Ruby
Protein Blot Stain zur Ladekontrolle durchgeflihrt (Abbildung 9a). In der Darstel-
lung zeigte sich zum einen eine nicht ganz gleichmaRige Beladung des Blots,

insbesondere zwischen den beiden ESMI-Proben, die vermutlich durch
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Schwierigkeiten bei der Beladung entstanden waren. Insbesondere die Proben
der ESMI-Kohorte gingen durch schon vielfach durchgefuhrte Analysen durch
mehr Auftauzyklen und auch die Konsistenz der Lysate war nicht ganz homogen,
sodass das Pipettieren in die Taschen mit Schwierigkeiten behaftet war. Zum
anderen war zu sehen, dass in allen Reihen dennoch Protein vorhanden war,
sodass mit der Analyse des Western Blots fortgefahren wurde.

Im zweiten Schritt wurde dafur ein anti-a-Spectrin-Antikorpers eingesetzt. a-
Spectrin ist Bestandteil des Zytoskeletts und in vollstandiger Form 280 kDa lang
und wird durch Calpain-gesteuerte Nekrose und Caspase-gesteuerte Apoptose
in Proteinfragmente der Lange 150 kDa und 145 kDa beziehungsweise 120 kDa
und 150 kDa gespalten (J. Li et al., 2010). Daher wurde in diesem Fall das Vor-
handensein von Spectrin-Spaltprodukten als Zeichen fur eine vorangegangene
Proteindegradation untersucht, was ein Zeichen daftir ware, dass auch Aussagen
Uber andere Proteine aus diesen Proben nicht mehr zuverlassig moglich sein
konnten. Im entsprechenden Western Blot (Abbildung 9b) war anhand dieser In-
formationen fur die Proben der ESMI-Kohorte eine Bande zu erkennen, die der
Lange (etwas grolder als 250 kDa) nach vermutlich vollstandigem (full-length, fl,
markiert mit schwarzem Pfeil) a-Spectrin entspricht. Diese Bande fehlte in den
Proben aus Brasilien vollstandig. Zusatzlich fanden sich sowohl in den Proben
der ESMI-Kohorte als auch in denen aus Brasilien verschieden stark ausgepragte
Banden unterschiedlicher Lange (um die 150 kDa, zwischen 100 und 150 kDa
und etwas groRer als 100 kDa), die von der Lange her zu Spaltprodukten des a-
Spectrin passen konnten (markiert mit einem wei3en Pfeil). Wahrend also in den
ESMI-Proben sowohl unprozessiertes als auch degradiertes a-Spectrin vorlag,
ist ersteres in den Proben aus Brasilien vollstandig abgebaut.

Zur Detektion des Erkrankungsproteins Ataxin-3 wurde zusatzlich noch eine wei-
tere Analyse mit einem Anti-Ataxin-3-Antikdrper durchgefihrt (Abbildung 9c). In
dieser zeigte sich keine spezifische, auf Ataxin-3 zuruckzufuhrende Bande, die
je nach GrolRe des Repeats bei etwa 42 bis 60 kDa zu erwarten ware. Einzelne
starker aus dem Hintergrund herausstechende Banden (mit schwarzen Pfeilen
markiert) passen von der Lokalisation her zu einer Redetektion des a-Spectrins,

da beide Untersuchungen einen in Maus hergestellten Primar- und damit den
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gleichen Sekundarantikdrper verwendet haben. Die Tatsache, dass kein Ataxin-
3 zu erkennen ist, kdnnte zum einen daran liegen, dass dieses ebenfalls degra-
diert ist und daher nicht mehr bestimmt werden kann, zum anderen aber auch
dadurch bedingt sein, dass die Methode hierfur fur die eingesetzten Proteinmen-
gen nicht sensitiv genug war. Diese generell vorhandene Problematik (die feh-
lende Nachweismaoglichkeit von sehr kleinen Proteinmengen im Western Blot)
wurde dadurch verstarkt, dass im Vergleich zu den ublichen 30 - 50 pg hier nur
15 pg Protein eingesetzt wurden. Diese Entscheidung war bedingt durch die be-
reits beschriebene Herkunft und Einzigartigkeit der Proben und den damit ver-
bundenen Wunsch, nicht zu viel davon zu verbrauchen, ging aber zu Lasten der
Sensitivitat des erstellten Western Blots.

Daher wurden die Proben im Anschluss noch mit Hilfe des TR-FRET untersucht.
Hierbei handelt es sich um eine hochsensitive Methode, die auch geringe Men-
gen Protein (ng - ug) nachweisen kann. Dabei werden zwei Antikorper, die relativ
nah beieinander an das zu messende Zielprotein binden, mit zwei Fluorophoren
mit spezifischen Eigenschaften versehen. Davon ubertragt der erste, wenn er mit
einem Laser auf einer bestimmten Frequenz angeregt wird, Energie auf den zwei-
ten Fluorophor, sofern er sich nah genug am ersten befindet. Diese Nahe wird
durch die Bindung der Antikoérper an das Protein festgestellt. Der zweite Fluoro-
phor wiederum erzeugt eine dadurch dann spezifische, langlebige Emission, die
gemessen werden kann. Das gemessene Signal in % Uber dem Hintergrund, auf
die Gesamtproteinmenge in einer Probe normalisiert (AFc), ist dabei dann pro-
portional zum Anteil des Zielproteins in dieser Probe. Verwendet wurden hierbei
zwei spezifische Antikdrperkombinationen. Beide beinhalteten als eine Kombina-
tion den Antikorper 1H9, der spezifisch fur Ataxin-3 ist. In einer Messreihe wurde
dieser mit MW1 kombiniert, das bevorzugt expandierte PolyQ-Regionen bindet,
in dieser Kombination aber auch nicht-expandiertes Ataxin-3 nachweisen kann.
In einer zweiten kam es zu einer Kombination mit 1C2, das expandiertes Ataxin-

3 ab einer PolyQ-Lange von mindestens 37 Glutaminen misst.
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Abbildung 9: Western Blot einiger Proben aus Brasilien und der ESMI-Kohorte im Vergleich. Von
jeder Probe wurden 15 ug Gesamtprotein geladen. a: SYPRO® Ruby Protein Blot Staining. Detektion
bei 600 nm. Es handelt sich hierbei um eine Ladekontrolle, die auch fiir kleine Mengen Protein sen-
sitiv ist. Erkennbar sind geringe Unterschiede in der Beladung. Insbesondere die erste der beiden
ESMI-Proben weist eine geringere Intensitédt in der Detektion auf. b: Nach Inkubation mit Anti-a-
Spectrin-Antikérper (primér) und Anti-Mouse-Antikoérper (sekundér). Detektion bei 800 nm. Fiir die
Brasilien-Proben ist kein unprozessiertes a-Spectrin (full-length = fl, hier markiert mit schwarzem
Pfeil) zu erkennen. Es finden sich Spaltprodukte des a-Spectrin (markiert mit weiBem Pfeil). c: Nach
Inkubation mit anti-Ataxin-3-Antikérper und Anti-Mouse-Antikérper (sekundér). Detektion bei 600
nm. Es ist keine Ataxin-3-spezifische Bande zu erkennen. An einzelnen Stellen erkennt man eine
Redetektion des a-Spectrin-Antikérpers (markiert mit schwarzem Pfeil).

Wie in Abbildung 10 zu sehen ist, waren die Messwerte in den aus Brasilien ge-
sendeten Proben dabei generell niedriger als die im Rahmen der unter hochgra-
dig standardisierten Bedingungen gewonnenen (Santana et al., 2023) und sicher
transportierten Proben der ESMI-Kohorte. Messwerte im negativen Bereich
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wurden fur die rechnerischen Analysen und Auswertungen auf null gesetzt, um
der Tatsache Rechnung zu tragen, dass im Falle eines negativen Messwerts die
spezifische, langlebige Emission, die durch die Anwesenheit des Zielproteins ver-
ursacht wird, unter der des Negativ-Hintergrund-Signals liegt. Dadurch kann von
der Abwesenheit des Zielproteins ausgegangen werden. Die Menge betragt hier
also null. Insbesondere bei der Antikdrperkombination mit 1C2 war das flur die
Mehrzahl der Proben aus Brasilien der Fall. Hier konnte nur in wenigen Fallen
uberhaupt ein spezifisches Signal im TR-FRET gemessen werden. Meistens la-
gen die Messwerte hier im negativen Bereich mit einzelnen im positiven Bereich.
Dies galt auch fur Proben von Probanden mit milden oder moderaten ataktischen
Symptomen, die innerhalb der ESMI-Kohorte generell hdhere Messwerte aufwie-
sen (siehe Abbildung 10). Es ist also davon auszugehen, dass auch Ataxin-3 in
den Proben zu einem grof3en Teil degradiert ist, da es auch in der hochsensitiven
TR-FRET-Methode nicht mehr oder nur noch geringfligig nachgewiesen werden
konnte.

Tabelle 51 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse zur Ermittlung der Pro-
benqualitat. Aufgrund der Zusammenschau wurden die Werte der TR-FRET-
Messungen der Brasilienproben fur nicht zuverlassig in Hinblick auf die urspring-
liche Fragestellung befunden. Es wurden daher damit keine weiteren statisti-

schen Analysen durchgefuhrt.
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Abbildung 10: TR-FRET-Messwerte der Proben aus der ESMI-Kohorte und aus Brasilien im Vergleich.
AFc = AF (% Signal iiber Hintergrund), korrigiert nach der Gesamtproteinkonzentration einer Probe,
Kontrollen = Probanden ohne expandiertes ATXN3-Gen, praataktisch = Mutationstrdger mit SARA <
3, mild = Mutationstrdger mit milder ataktischer Symptomatik (SARA 3 - 12,5), moderat = Mutations-
trdger mit moderater ataktischer Symptomatik (SARA 13 - 24). Da die Brasilien-Kohorte keine Pro-
banden mit schwerer ataktischer Symptomatik (SARA > 24) umfasst, wurden diese auch in der Dar-
stellung der ESMI-Kohorte zum Vergleich entfernt. Da negative Messwerte im TR-FRET als Abwe-
senheit von Protein zu werten sind, wurden diese fiir die Darstellung und Analyse auf null gesetzt.
Sowohl bei der Antikérperkombination mit MW1 (obere Hélfte) als auch bei der Antikérperkombina-
tion mit 1C2 (untere Hilfte) liegen die Messwerte der Proben aus Brasilien deutlich unter denen der

ESMI-Kohorte.
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Tabelle 51: Zusammenfassung der Ergebnisse und Schlussfolgerungen zur Bestimmung der Quali-
tét der aus Brasilien gesendeten Proben

Aspekt Proben der ESMI-Kohorte Proben aus Brasilien

Transport-/La- Standardisierte Lagerung, Unklare Transportbedingun-
gerbedingun-  Transport Uber einen kurzen gen, Ankunft kuhl“ (4 - 10

gen Zeitraum auf Trockeneis °C) in einer zerstorten Box

a-Spectrin im  Sowohl unprozessiertes als  Ausschliel3lich degradiertes
Western Blot  auch degradiertes a-Spect-  a-Spectrin vorhanden

rin vorhanden

TR-FRET-Er- Bandbreite der Messwerte, Hoher Anteil an negativen
gebnisse die sich auch Uber verschie- Messergebnissen, insge-
denen Probenlieferungen samt niedrige Varianz

immer wieder zeigt

Schlussfolge-  Probenqualitat akzeptabel Probenqualitat stark einge-
rung und standardisiert; Ergeb- schrankt; Ergebnisse nicht
nisse verwertet verwertet

3.2.3 Etablierung der Fragmentlangenanalyse / Duplex-PCR zur Bestim-
mung des ATXN3-SNPs Bp 987

Als neue Methode zur Bestimmung des ATXN3-SNPs Bp 987 und damit Alterna-
tive zur aufwendigen Sequenzierung nach Sanger (siehe Kapitel 2.2.6) wurde im
Rahmen dieser Methode eine Duplex-PCR im Zusammenhang mit einer Frag-
mentlangenanalyse etabliert. Dabei wird eine PCR mit einem Vorwarts- und zwei
verschiedenen Ruckwarts-Primern durchgeflhrt. Letztere unterscheiden sich
zum einen in einer einzelnen Base, die komplementar zu den jeweiligen Varian-
ten (G beziehungsweise C) des zu bestimmenden SNPs ist. Die beiden Primer-
Varianten sind jeweils unterschiedlich fluoreszenzmarkiert, sodass sie durch
Messung in einem entsprechenden Gerat (hier in einem Sequenzierer) voneinan-
der differenziert werden konnten. Das labortechnische Vorgehen bei dieser Me-
thode ist in Kapitel 2.2.7 ausfuhrlich beschrieben. Der PCR-Ansatz wurde einem

bereits zuvor im Labor verwendeten Protokoll entnommen und musste nun

106



sowohl als zuverlassig bestatigt als auch auf eventuell geanderte Bedingungen
angepasst werden.

Zunachst wurde die PCR durchgeflhrt. Im Reaktionsansatz befand sich neben
den Grundbestandteilen der PCR aulRerdem Formamid zur Verstarkung der Re-
aktion. Da dieses in seiner Verfugbarkeit im Labor zwischenzeitlich einge-
schrankt war, wurde ein zweiter Ansatz in der Etablierung verwendet, in dem
Formamid durch SLS-Puffer aus dem GenomeLab DTCS Quick Start Kit ersetzt
wurde. Dieses besteht laut Angaben des Herstellers zu 90 % aus Formamid und
erschien daher der bestmdgliche Ersatz.

Das Kontrollgel zu beiden Ansatzen ist in Abbildung 11 zu sehen. Der Ansatz mit
Formamid und der, in dem dieses durch SLS ersetzt wurde, ergeben ein ver-
gleichbares Ergebnis, sodass diese als gleichwertig angesehen wurden. Da sich
das Problem der Formamid-Verfugbarkeit allerdings bis zur Durchfihrung der
Analysen gel6st hatte, wurde letztlich nur dieses fur alle Probenanalysen verwen-
det.

Ansatz mit Formamid Ansatz mit SLS

* o
© A VX
ORIV AN

3000

1000
500 — exp

— WT

Abbildung 11: Kontrollagarosegel zur Etablierung der Fragmentldngenanalyse / Duplex-PCR zur Be-
stimmung des ATXN3-SNPS Bp 987. Angaben der GréBBe der Markerbanden in Basenpaaren (bp). M.
= Marker, LoXX / BoXX / AzXX = Anonymisierte Kiirzel zur Probenidentifizierung, exp = expandiertes
Allel, WT = Wildtyp-Allel. Die Ansédtze mit Formamid und mit SLS hatten vergleichbare Ergebnisse
gebracht. Es waren deutliche Banden auf Héhe der expandierten Allele fiir die Proben Lo7, Lo26,
Az62 sowie schwache fiir Lo6 und Bo37. Deutliche Banden eines oder zweier Wildtyp-Allele waren
fiir die Proben Lo6, Lo26, Lo33, Bo34, Bo37 und Az62 zu erkennen. Eine schwache WT-Bande war
fiir die Probe Lo7 zu erkennen. Im Fall der Probe Lo24 war kein PCR-Produkt zu sehen.

Im Anschluss an das Kontrollgel wurde dieses verworfen und das PCR-Produkt

im Sequenzierer analysiert. Hierbei wurden die Proben sowohl 1:20 eingesetzt
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als auch, aufgrund der geringen Auspragung einzelner Banden im Agarosegel,
unverdunnt. Die Auswertung geschah mit Hilfe der GenomeLab GeXP Software
(Abbildung 12).
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Abbildung 12: Darstellung der Auswertung der Fragmentlingenanalyse / Duplex-PCR in der Analy-
sesoftware des Sequenzierers. Gezeigt sind die Proben Lo6 und Lo7. un = undiluted (unverdiinnt),
dil = diluted (verdiinnt), WT = Wildtyp-Allel, exp = expandiertes Allel. a: Das PCR-Produkt wurde
unverdiinnt fiir die Analyse im Sequenzierer eingesetzt. Aufgrund des iiberhéhten Fluoreszenzsig-
nals konnte keine Auswertung erfolgen. b: Das gleiche PCR-Produkt wurde im Rahmen der gleichen
Messreihe zusétzlich 1:20 verdiinnt eingesetzt und analysiert. Die roten Peaks stellen den mitlaufen-
den internen Langenstandard dar. Es zeigt sich jeweils ein blauer oder griiner Peak pro Allel. Die
CAG-Wiederholungen wurden fiir alle Proben bereits zuvor in der Fragmentlangenanlyse (siehe Ka-
pitel 2.2.5) bestimmt, sodass bereits vor der Analyse klar war, ob zwei Wildtyp-Allele (Kontrollpro-
banden) oder ein Wildtyp und ein expandiertes Allel (Mutationstridger) erwartet wurden. Ahnlich wie
bei der Analyse der Fragmentldngenanalyse zur Bestimmung der CAG-Repeats (siehe Abbildung 3)
war die Replikation des expandierten Allels anféllig fiir Fehler, sodass mehrere kleine Peaks neben-
einander entstanden. Ein griiner Peak steht hierbei fiir die IRD700-Fluoreszenz und damit die Base
G an der Stelle des SNP Bp 987, ein blauer Peak fiir die Cy5-Fluoreszenz und damit die Base C.

Die Basenzuordnung der SNPs bei Bp 987 ergab sich nun durch die unterschied-
lichen Fluoreszenzen an den beiden Primern, welche die Software des Sequen-
zierers in zwei verschiedenen Farben darstellte. Ein griiner Peak reprasentierte
die IRD700-Fluoreszenz und stand damit fur die Base G, ein blauer Peak die
Cy5-Fluoreszenz, was die Base C bedeutete.

Da das Ergebnis mit der verdinnten Probe eine Darstellung in der Analyse lie-

ferte, bei der das Fluoreszenz-Signal besser mit dem Langenstandard zu
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vergleichen war (siehe Abbildung 12), womit auch die Peaks besser zu erkennen
beziehungsweise zu differenzieren und einem Allel zuzuordnen waren, wurde fur
die finalen Analysen die 1:20-Verdinnung gewahlt.

Ein interessanter Punkt ergab sich aul3erdem beim Vergleich der beobachteten
Ergebnisse im Kontrollgel (Abbildung 11) mit den Analysen der Bestimmung der
Anzahl der CAG-Wiederholungen. Da zur Etablierung Proben verwendet wurden,
deren SNP-Auspragung zuvor mit Hilfe der Sequenzierung nach Sanger be-
stimmt wurde und bei denen auch der Mutationsstatus in Hinblick auf die SCA3
bekannt war, konnte im Vergleich des Kontrollgels mit den zu erwartenden Ban-
den festgestellt werden, dass Lo6 eine hier nur mit viel Mihe zu erkennende
Bande fur ein expandiertes Allel haben sollte. Gleiches galt fur die Wildtyp-Bande
fur die Probe Lo7. Wenn man hier die bereits bekannten SNPs daneben legte,
so stellte man fest, dass alle nur gering oder gar nicht ausgepragten Banden die
Base C an der zu analysierenden Stelle aufwiesen. Es wurde daher von einem
Problem mit dem entsprechenden Primer ausgegangen, der bereits langer gela-
gert wurde. Dieser wurde neu bestellt. Die geringe Auspragung im Kontrollgel
zeigte sich auch in etwas geringer ausgepragten, aber noch deutlich erkenn- und
differenzierbaren Peaks in der Fluoreszenzanalyse durch den Sequenzierer
(siehe auch Abbildung 12). Im Rahmen der weiteren Analysen der noch unbe-
kannten Proben wurde dann der neu bestellte Primer verwendet, womit sich so-
wohl in der Bandenauspragung im Kontrollgel als auch in der Peakhhe im Se-
quenzierer die Unterschiede zwischen den beiden Basen aufhoben (nicht ge-

zeigt).

3.2.4 Betrachtung moglicher Einflussfaktoren auf die ATXN3-Messwerte
im TR-FRET

Um einen zuverlassigen Biomarker zu etablieren, sollten samtliche Parameter,
die aullerhalb des gewlnschten Zusammenhangs auf diesen Einfluss haben, so
gut wie moglich identifiziert und moglicherweise eliminiert werden. Die Proban-
den der ESMI-Kohorte wurden daher fur verschiedene Analysen nach unter-
schiedlichen Gesichtspunkten eingeteilt und statistische Untersuchungen mit den

jeweiligen gemessenen Werten fur ATXN3 im TR-FRET durchgefuhrt, um deren
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mdglichen Einfluss zu bestimmen. Dabei wurden, sofern nicht anders erwahnt,
jeweils die gleichen Messwerte fur alle Analysen verwendet und nur die Zusam-
menstellungen je nach Analysefaktor angepasst.

Da das Ziel dieser Arbeit war, die ATXN3-Messwerte als Biomarker fur die Krank-
heitsschwere zu etablieren, wurden die Gruppen in den folgenden statistischen
Untersuchungen nicht nur nach dem zu untersuchenden Parameter gebildet,
sondern auch jeweils in Kontrollen, praataktische (SARA-Score < 3) und atakti-
sche (SARA-Score = 3) Mutationstrager eingeteilt. AuRerdem wurde die atakti-
sche Gruppe zusatzlich, wenn genug Proben dieser Gruppe zur Verfligung stan-
den, noch weiter nach Symptomschwere eingeteilt (Einteilung anhand des
SARA-Scores: milde ataktische Symptomatik entspricht einem SARA-Score von
3 bis 12,5, moderate ataktische Symptomatik einem SARA-Score von 13 bis 24
und schwere ataktische Symptomatik einem SARA-Score von mehr als 24). Dies
war insbesondere wichtig, da es aufgrund des Aufbaus der ESMI-Kohorte und
der Tatsache, dass es sich hier um eine seltene Erkrankung handelt, nicht mog-
lich war, die jeweiligen Gruppen in Hinblick auf samtliche Parameter zu matchen
oder gleichgrold zu gestalten. Aulierdem waren nicht alle Informationen von allen
Probanden bekannt, sodass flr jede Analyse nur ein Ausschnitt der Kohorte zur
Verfligung stand. Die jeweilige Gruppengrdl3e ist daher ebenfalls immer im Rah-
men jeder Analyse angegeben.

Untersucht wurden die folgenden Einflussfaktoren: Das Geschlecht, ob ein Pro-
band nlchtern (mindestens 8 Stunden ohne Nahrungsaufnahme) zur Entnahme
kam oder nicht, ob die labortechnische Untersuchung vormittags oder nachmit-
tags durchgefuhrt wurde, ob es einen Unterschied zwischen den von mir pipet-
tierten und den von anderen Doktorand*innen bearbeiteten Proben gab, sowie
ein Einfluss der Lagerungszeit zwischen Abnahme und Weiterverarbeitung der

Proben.

3.2.4.1 Einfluss durch das biologische Geschlecht

Eine der wichtigsten auszuschlielienden Einflussfaktoren fur jeden Biomarker
(beziehungsweise, sollte es einen Einfluss geben, die Bestimmung, wie grol3 die-
ser ist) ist das biologische Geschlecht. Zur Analyse dieses Einflusses wurden die
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Messdaten der Probanden der ESMI-Kohorte zusatzlich zur Einteilung in Kon-
trollen, praataktische und ataktische Mutationstrager, letztere noch gruppiert
nach Schwere der Symptomatik, nach dem Geschlecht in mannliche und weibli-
che Probanden unterteilt. Dies geschah sowohl fur die Messungen mit der Anti-
korperkombination mit dem PolyQ-Antikérper MW1, die sowohl Wildtyp- als auch
expandiertes Ataxin-3 darstellt, letzteres allerdings bevorzugt, und mit der Anti-
korperkombination mit dem PolyQ-Antikorper 1C2, die ausschlieldlich expandier-
tes Ataxin-3 misst, wie in Kapitel 2.2.14 erlautert. Das Ergebnis dieser Auswer-
tung ist in Abbildung 13 zu sehen.

Dabei war bei der Antikdrperkombination mit MW1 kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Geschlechtern zu erkennen, unabhangig davon, wel-
che Gruppe betrachtet wird. Fur die Antikorperkombination mit 1C2 war dagegen
ein signifikanter (p = 0,0015) Unterschied zwischen den Ataxin-3-Messwerten bei
mannlichen und weiblichen Kontrollprobanden zu beobachten. Fir die restlichen
Gruppen gab es allerdings auch hier keine statistisch signifikante Differenz. Flur
die Analysen wurden jeweils die mannlichen und weiblichen Probanden der glei-

chen Gruppierung mit dem Mann-Whitney-Test statistisch verglichen.

111



ns ns ns ns ns
3000 - — - - -
2000
1000 - Bl mannlich
400 4 .
1 3 weiblich
L 300+
<
200 -
100 é ﬁé
0 T 1 T 1 1 T 1 T 1
PO o”g Lo @A S o”g P
oS S oced aShT &47
N @e&o \&‘\\&‘\ &«”’be@ é@&@
&8 D A O O )
S WP N
EF SR
1C2
>k ns ns ns ns
600 - -
500
300 T Il mannlich
200 4 .
1 3 weiblich

alka I\ &z
AN N < ANSRRN AN N <
YA <7
Q7 O \b4\b/ U 20
FF G S O ol
<’\é (’\é . 6\0 \6" QO éo ) %0
%O *O Q‘Ibq {00

Abbildung 13: Einfluss des biologischen Geschlechts auf den im TR-FRET gemessenen ATXN3-
Wert. AF: = AF (% Signal iiber Hintergrund), korrigiert nach der Gesamtproteinkonzentration einer
Probe, Kontrollen = Probanden ohne expandiertes ATXN3-Gen, praataktisch = Mutationstrdger mit
SARA < 3, mild = Mutationstrdger mit milder ataktischer Symptomatik (SARA 3 - 12,5), moderat =
Mutationstrdger mit moderater ataktischer Symptomatik (SARA 13 - 24), schwer = Mutationstrdger
mit schwerer ataktischer Symptomatik (SARA > 24), ns= nicht-signifikant, ** = signifikant mit p <
0,01. Der linke von zwei gruppierten Balken stellt jeweils die médnnlichen Probanden dar, der rechte
die weiblichen. Fiir die Antikérperkombination mit MW1 (obere Abbildung) konnte in den jeweiligen
Gruppen kein Unterschied zwischen den Geschlechtern festgestellt werden. Fiir die Antikérperkom-
bination mit 1C2 (untere Abbildung) galt dies ebenfalls, mit Ausnahme der Kontrollgruppe. Hier
wurde bei den weiblichen Probanden ein mit einem P-Wert von 0,0015 signifikant h6herer ATXN3-
Messwert festgestellt. Signifikanz-Priifung mit dem Mann-Whitney-Test fiir nicht-normalverteilte Ko-
horten.
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3.2.4.2 Einfluss durch eine vorherige Nahrungsaufnahme

Neben dem biologischen Geschlecht ist ein weiterer oft beobachteter Einfluss-
faktor auf Biomarker eine vor der Blutabnahme erfolgte Nahrungsaufnahme. Da-
her wurde im Zusammenhang mit der Abnahme der Probenrohrchen auch er-
fragt, wann die letzte Mahlzeit stattgefunden hatte. Dabei wurde ein Proband als
ndchtern betrachtet, wenn seine letzte Nahrungsaufnahme mindestens 8 Stun-
den her war. Alles darunter wurde als nicht-nuchtern eingeordnet. Da diese In-
formation nicht von allen Probanden vorlag und nur diese in die Analyse einflos-
sen, bei denen sie bekannt war, variiert die Anzahl der eingeschlossenen Pro-
banden im Vergleich zu anderen Untersuchungen.

Auch hier wurden die Probanden zunachst in Kontrollgruppe, praataktische und
ataktische Mutationstrager (letztere eingeteilt nach Symptomschwere) gruppiert
und im Anschluss innerhalb jeder Gruppe die Unterscheidung zwischen ntchter-
nen und nicht-ndchternen Probanden getroffen. Das Ergebnis dieser Auswertung
ist in Abbildung 14 graphisch dargestellt. Auch hier wurden sowohl die Antikor-
perkombination mit MW1 als auch die mit 1C2 untersucht.

Die statistischen Analysen wurden mit dem Mann-Whitney-Test jeweils als Ver-
gleich der nlchternen und nicht-ntichternen Probanden jeder Gruppe durchge-
fuhrt. Es zeigte sich fur die Antikdrperkombination mit MW1 ein geringgradig sig-
nifikant (p = 0,0109) hoherer Ataxin-3-Messwert fur die nicht-ntichternen Proban-
den der Gruppe der Mutationstrager mit moderater Symptomatik im Vergleich zu
den nuchternen Probanden der gleichen Gruppe. Fur die restlichen mit der Anti-
korperkombination mit MW1 gemessenen Gruppen bestatigte sich dieser Unter-
schied in den statistischen Analysen nicht. Fur die Antikbrperkombination mit 1C2
bestand weder in der Gruppe der Mutationstrager mit moderater Symptomatik
noch in den anderen ein signifikanter Unterschied zwischen Probanden, die vor

der Blutabnahme gegessen hatten und solchen, die ntichtern geblieben waren.
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Abbildung 14: Einfluss einer zuvor erfolgten Nahrungsaufnahme auf den im TR-FRET gemessenen
ATXN3-Wert. AF: = AF (% Signal (iber Hintergrund), korrigiert nach der Gesamtproteinkonzentration
einer Probe, Kontrollen = Probanden ohne expandiertes ATXN3-Gen, priaataktisch = Mutationstrdger
mit SARA < 3, mild = Mutationstrdger mit milder ataktischer Symptomatik (SARA 3 - 12,5), moderat
= Mutationstrager mit moderater ataktischer Symptomatik (SARA 13 - 24), schwer = Mutationstrdger
mit schwerer ataktischer Symptomatik (SARA > 24), ns= nicht-signifikant, * = signifikant mit p < 0,05,
niichtern = letzte Nahrungsaufnahme mindestens 8 Stunden her. Der linke Balken jeder Zweier-
gruppe zeigt die Messwerte der niichternen Probanden und der rechte die der nicht-niichternen Pro-
banden. Bei der Antikérperkombination mit MW1 (obere Abbildung) fand sich ein signifikanter Un-
terschied zwischen niichternen und nicht-niichternen moderat betroffenen Probanden, wobei die
nicht-niichternen Probanden signifikant hhere ATXN3-Messwerte aufwiesen. Fiir die iibrigen Grup-
pierungen konnte dieser Unterschied nicht festgestellt werden, auch nicht als Tendenz. In den Mes-
sungen mit der Antik6rperkombination mit 1C2 konnte zwischen niichternen und nicht-niichternen
Probanden in den jeweiligen Gruppierungen kein signifikanter Unterschied festgestellt werden.
Auch der Unterschied aus den Messungen mit der Antikérperkombination mit MW1 fand sich hier
nicht wieder. Signifikanz-Priifung mit dem Mann-Whitney-Test fiir nicht-normalverteilte Kohorten.
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3.2.4.3 Einfluss durch die Tageszeit, zu der die Messung stattfand

Da es sich bei der TR-FRET-Methodik, dargestellt und erlautert in Kapitel 2.2.14,
um ein hochsensitives Verfahren unter Verwendung von Fluorophoren und Fluo-
reszenzmessungen handelt, war eine weitere Frage, ob die Tageszeit, zu der die
Proben pipettiert beziehungsweise, 24 Stunden spater, gemessen wurden, einen
Einfluss auf die Ergebnisse haben konnte. Wie bereits in der Einflihrung zum
Ergebnisteil (Kapitel 3.1) dargestellt, wurden die Messwerte von verschiedenen
Doktorand*innen im Verlauf der Zeit erhoben. Die Information, zu welcher Tages-
zeit dies jeweils geschehen war, lagen beim Verfassen dieser Arbeit nur von den
von mir personlich bearbeiteten Proben vor, sodass diese Analyse sich auf we-
nige Proben und damit auch Messreihen beschrankt. Die Aussagekraft ist dem-
entsprechend niedrig.

Als vormittags wurde fur die folgende Analyse eine Durchfihrung zwischen 7:00
und 12:00 Uhr bezeichnet, als nachmittags eine Analyse zwischen 12:00 und
18:00. Bei dieser Analyse wurden, wie auch in den vorangegangenen Analysen,
die bereits zuvor erhobenen Messwerte fur ATXN3 im TR-FRET verwendet. Die
Probanden wurden unterteilt in die Kontrollgruppe, Mutationstrager mit und ohne
ataktische Symptome, wobei letztere aufgrund der geringen Probenanzahl unab-
hangig von der Symptomschwere zusammengefasst wurden, und dann jeweils
nach vor- und nachmittags stattgefundenen Messungen getrennt. Betrachtet wur-
den hierbei lediglich die Messwerte aus der Antikorperkombination mit MW1, da
samtliche von mir durchgefiihrten Messungen mit der Antikérperkombination mit
1C2 nachmittags stattgefunden hatten. Hier war daher kein Vergleich moglich.
Das Ergebnis der Analyse ist in Abbildung 15 dargestellt.

Es zeigte sich innerhalb der Kontrollgruppierung ein geringflgig signifikanter (p
= 0,0186) Unterschied zwischen den vormittags und nachmittags gemessenen
Werten. Fur die praataktischen und die ataktischen Mutationstrager konnte die-
ser Unterschied nicht festgestellt werden. Insbesondere fur die Gruppe der
praataktischen Probanden war die Zahl der analysierten Proben mit 5 und 2 res-
pektive allerdings sehr gering, sodass hier keine zuverlassige Aussage getroffen
werden konnte. Fur die Analysen wurde der Mann-Whitney-Test flr nicht-normal-

verteilte Kohorten verwendet.
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Abbildung 15: Einfluss der Tageszeit, zu der die Messung stattfand, auf den im TR-FRET gemesse-
nen ATXN3-Wert. AF: = AF (% Signal iliber Hintergrund), korrigiert nach der Gesamtproteinkonzent-
ration einer Probe, Kontrollen = Probanden ohne expandiertes ATXN3-Gen, prdataktisch = Mutati-
onstrdger mit SARA < 3, ataktisch = Mutationstrdger mit ataktischer Symptomatik (SARA 2 3), ns=
nicht-signifikant, * = signifikant mit p < 0,05, vormittags = Messung fand in einem Zeitraum zwischen
7:00 und 12:00 statt, nachmittags = Messung fand in einem Zeitraum zwischen 12:00 und 18:00 statt.
Der linke von zwei gruppierten Balken zeigt jeweils die vormittags erhobenen Messwerte und der
rechte die nachmittags erhobenen. Innerhalb der Kontrollgruppe waren die nachmittags gemesse-
nen Werte signifikant hoher im Vergleich zu den vormittags gemessenen. Dieser Unterschied konnte
innerhalb der anderen beiden Gruppierungen nicht nachgewiesen werden. Hier wurden keine signi-
fikanten Differenzen festgestellt. Signifikanz-Priifung mit dem Mann-Whitney-Test fiir nicht-normal-
verteilte Kohorten.

3.2.4.4 Einfluss durch die Person, die die Untersuchung durchflihrte

Die in dieser Doktorarbeit dargestellten und analysierten Messwerte wurden, wie
zuvor in Kapitel 3.1 und auch in Kapitel 0 erlautert, von verschiedenen Dokto-
rand*innen uber einen langeren Zeitraum hinweg erhoben. Da es sich bei der
Messung mittels TR-FRET um eine hochsensitive Methode handelt, die leicht
durch falsche Ausfuhrung oder mangelnde Prazision beeinflusst werden kann,
war eine Fragestellung im Rahmen der Etablierung, ob der / die Untersucher*in
einen Einfluss auf die Messergebnisse hat.

Daflur wurden die zuvor erhobenen Messwerte zunachst erneut in die Gruppe der
Kontrollen, der praataktischen und der ataktischen Probanden eingeteilt, wobei
in letzterer alle Probanden mit einem SARA-Score > 3 unabhangig von der

Schwere der ataktischen Symptomatik zusammengefasst waren, um eine flr
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Analysen ausreichend grof3e Kohorte zu generieren. Diese Gruppierungen wur-
den weiterhin unterteilt nach Untersucher*in, wobei jeweils drei Untergruppen
entstanden: In der ersten sind die von den Untersuchenden A + B bearbeiteten
Proben zusammengefasst, da diese beiden Personen parallel an diesem Projekt
gearbeitet hatten. Die zweite (C) und dritte (D) Gruppierung umfasst jeweils die
durch zwei verschiedene weitere Personen erhobenen Messergebnisse.

Es wurden jeweils zwei verschiedene Arten von Analysen durchgefuhrt: Zum ei-
nen wurde untersucht, ob innerhalb der jeweiligen Gruppierungen signifikante
Unterschiede zwischen den Untersucher*innen bestanden. Zum anderen wurde
statistisch analysiert, ob, bei gleichem / gleicher Untersucher*in ein Unterschied
zwischen der Kontrollgruppe, praataktischen und ataktischen Mutationstragern
bestand. Dies wurde jeweils fur die Messwerte der Antikorperkombination mit
MW1 und mit 1C2 durchgefuihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 16 dargestellt.
Dabei zeigten sich teils deutliche Unterschiede. Fir die Antikdrperkombination
mit MW1 konnte eine signifikante (p = 0,0289) Differenz abhangig von dem / der
Untersucher®in in der Kontrollgruppe festgestellt werden. Dieser Unterschied war
bei der Antikdrperkombination mit 1C2 sogar hochsignifikant (p < 0,0001). Inner-
halb der anderen Gruppen konnten bei der Antikorperkombination mit MW1 keine
weiteren signifikanten Differenzen festgestellt werden, wohl aber bei der Antikor-
perkombination mit 1C2. Hier zeigte sich mit p = 0,0173 ein ebenfalls signifikanter
Unterschied in der Gruppe der ataktischen Mutationstrager.

Sowohl fur die Antikdrperkombination mit MW1 als auch mit 1C2 konnte in den
statistischen Analysen auRerdem folgende Beobachtung gemacht werden: Fir
die Untersuchergruppe A + B zeigte sich ein hochsignifikanter (p jeweils <
0,0001) Unterschied zwischen Kontrollen, praataktischen und ataktischen Muta-
tionstragern. Dieser Unterschied war nicht signifikant, wenn man isoliert die von
Person C oder Person D bearbeiteten beziehungsweise untersuchten Proben be-
trachtete. Auf die Differenzen zwischen den verschiedenen Gruppierungen wird
allerdings auch in Kapitel 3.5 (hier kommt noch der Querverweis auf das Kapitel,
dass sich mit den ATXN-Werten im Verhaltnis zum SARA beschaftigt) noch ein-

mal genauer eingegangen.

117



Fir die Untersuchungen wurde jeweils der Kruskal-Wallis-Test fur den Vergleich

von mehr als zwei nicht-normalverteilten Kohorten verwendet.
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Abbildung 16: Einfluss der Person, die die Probe bearbeitet und die Messung durchgefiihrt hat, auf
den im TR-FRET gemessenen ATXN3-Wert. AF. = AF (% Signal iiber Hintergrund), korrigiert nach der
Gesamtproteinkonzentration einer Probe, Kontrollen = Probanden ohne expandiertes ATXN3-Gen,
préataktisch = Mutationstrdager mit SARA < 3, ataktisch = Mutationstrdger mit ataktischer Sympto-
matik (SARA 2 3), ns= nicht-signifikant, * = signifikant mit p < 0,05, **** = signifikant mit p < 0,0001. A
+ B, C und D stehen fiir verschiedene Untersucher*innen. Neben der Legende ist das Signifikanzni-
veau fiir den Vergleich zwischen Kontrollen, prédataktischen und ataktischen Mutationstrédgern fiir
die jeweils untersuchende Person aufgefiihrt. Es zeigte sich innerhalb der Kontrollgruppe fiir die
Antikérperkombination mit MW1 (obere Abbildung) ein signifikanter Unterschied abhédngig vom Un-
tersuchenden. Innerhalb der anderen beiden Gruppierungen gibt es hier keine signifikanten Unter-
schiede. Fiir die Antikérperkombination mit 1C2 (untere Abbildung) konnte ein hochsignifikanter
Unterschied zwischen den verschiedenen Untersucher*innen innerhalb der Kontrollgruppe festge-
stellt werden, sowie ein geringer signifikanter Unterschied innerhalb der Gruppe der ataktischen
Mutationstrdger. AuBBerdem zeigte sich sowohl fiir die Antikérperkombination mit MW1 als auch mit
1C2 fiir die Untersuchenden A + B ein hochsignifikanter Unterschied zwischen den jeweiligen Grup-
pen, der fiir die Untersuchenden C und D nicht bestétigt werden konnte. Signifikanz-Priifung mit dem
Kruskal-Wallis-Test fiir mehr als zwei nicht-normalverteilte Kohorten.
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3.2.4.5 Einfluss durch Lagerungszeit der Probe

Ein weiterer Einflussfaktor auf die Qualitat von Proben und damit die Zuverlas-
sigkeit der erhobenen Messwerte stellt stets im Rahmen der Praanalytik die La-
gerung dar. Deswegen wurde im Rahmen dieser Arbeit, wie bereits in Kapitel
2.2.11 dargestellt, eine Messreihe gestartet, bei der die Proben nach der Ab-
nahme zunachst gelagert und dann in festgesetzten Abstanden weiterverarbeitet
wurden.

Es wurden hierbei insgesamt zwei verschiedene Messreihen untersucht: Zum ei-
nen Proben, die wie in Kapitel 2.2.11 erlautert mit CPT-Tubes der Firma BD ge-
wonnen wurden. Dieses System wurde auch fur die Gewinnung der in dieser Ar-
beit verwendeten Proben eingesetzt. Zusatzlich wurde eine bereits zuvor gewon-
nene Messreihe mit CPDA-R6hrchen der Firma Sarstedt gemessen und ausge-
wertet.

Untersucht wurden die Proben sowohl mit der Antikérperkombination mit MW 1
als auch mit der in Kapitel 2.2.14 erlauterten Antikdrperkombination mit N-term,
die das gesamte Ataxin-3 darstellt. Diese beiden Kombinationen wurden gewahlt,
da die Proben nicht von einem SCA3-Patienten stammen, sondern von einem
gesunden Freiwilligen, der kein expandiertes Ataxin-3 exprimiert.

Insgesamt stellten sich in diesen Untersuchungen generell niedrige Messwerte
fur Ataxin-3 im TR-FRET im Vergleich zu manchen Messreihen mit Probanden
der ESMI-Kohorte dar. Fur die Antikorperkombination mit N-term zeigte sich eine
entgegengesetzte Dynamik zwischen CPT-Tubes und CPDA-R&hrchen, da der
Messwert fur die CPT-Tubes im Laufe der Zeit eher zunahm und der fur die
CPDA-Rohrchen eher abnehmende Messergebnisse aufwies. Die Dynamik in-
nerhalb der CPT-Tubes lie® sich ahnlich auch fur die Antikdrperkombination mit
MW1 darstellen. Auch hier nahmen die Messwerte bei langerer Lagerung eher
zu. Fur die CPDA-RoAhrchen konnte hier keine definierte Richtung nachgewiesen
werden.

Diese Ergebnisse wurden teilweise bereits im Rahmen der Veroffentlichung ,Po-
lyQ-expanded ataxin-3 protein levels in peripheral blood mononuclear cells cor-
relate with clinical parameters in SCAS3: a pilot study“ (Gonsior et al., 2021) ver-
offentlicht.
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Die Datenpunkte 0 bis 72h aus Abbildungsteil a wurden im Rahmen der Publikation Gonsior et. al, 2021
verwendet.

Abbildung 17: Einfluss der Lagerungszeit der Proben zwischen deren Abnahme und Verarbeitung
auf den im TR-FRET gemessenen ATXN3-Wert. AFc = AF (% Signal iiber Hintergrund), korrigiert nach
der Gesamtproteinkonzentration einer Probe. Dargestellt ist jeweils eine Messreihe aus CPT-Tubes
der Firma BD und aus CPDA-Réhrchen der Firma Sarstedt. Die zeitliche Dynamik der Messwerte fiir
die Antikérperkombination mit N-term zeigte sich entgegengesetzt fiir die CPT-Tubes und die CPDA-
Ro6hrchen. Fiir die Antikérperkombination mit MW1 zeigte sich fiir die CPT-Tubes eine vergleichbare
Entwicklung der Messwerte (iber die Zeit wie fiir die Antikbrperkombination mit N-term. Fiir die
CPDA-R&6hrchen konnte hier keine eindeutige Entwicklung beobachtet werden.

Tabelle 52: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse des Kapitels Einflussfaktoren auf die
ATXN3-Messwerte

Untersuchter Einflussfaktor Einfluss

Biologisches Geschlecht Nicht signifikant
Ausnahme: signifikanter Unter-
schied bei Kontrollprobanden
gemessen mittels 1C2

Vorherige Nahrungsaufnahme Nicht signifikant
Ausnahme: signifikanter Unter-
schied bei Mutationstragern
mit moderater ataktischer
Symptomatik, gemessen mit-
tels MWA1

Tageszeit der Messung Nicht signifikant
Ausnahme: Kontrollprobanden

(Es wurde nur MW1 analysiert)

Person, die die Messung durchfihrt Signifikante Unterschiede
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Untersuchter Einflussfaktor Einfluss

Lagerungszeit der Probe N-Term: zunehmende -Dyna-
mik fur CPT-Tubes, abneh-
mend fur CPDA
MW1: ahnliche Dynamik fr
CPT und CPDA

3.3 Kohortenbeschreibung

3.3.1 Beschreibung und Zusammensetzung der ESMI-Kohorte

In dieser Arbeit werden Proben von insgesamt 307 Probanden der ESMI-Kohorte
betrachtet, die in verschiedenen Zentren innerhalb von Europa gesammelt wur-
den. Nicht von allen Probanden standen jeweils alle Biomaterialien zur Verfa-
gung. Teilweise wurden auch nicht alle klinischen oder anamnestischen Daten
durch die jeweiligen Zentren Ubermittelt. Zusatzlich sind einzelne Analysen fehl-
geschlagen, auch in Wiederholungsmessungen, oder es lag nicht mehr ausrei-
chend Material fur eine weitere Wiederholung vor. Als Summe dieser Faktoren
kommt es zwischen verschiedenen Analysen zu einer Veranderung der Kohor-
tengroRe. Diesem Umstand ist in den folgenden Abbildungen und Beschreibun-
gen jeweils durch die Angabe der jeweils einbezogenen Studienteilnehmer (n)
sowie, wenn vorhanden, Ausschlusskriterien Rechnung getragen. Die Proben ei-
nes Probanden wurde von vorneherein aus den Analysen ausgeschlossen, da
der Studienteilnehmer zwar Symptome passend zu einer SCA3 (SARA = 3)
zeigte, in der DNA-Analyse aber kein expandiertes ATXN3-Allel vorhanden war.
Es ist daher zu vermuten, dass ein anderer Grund fur die ataktischen Symptome
vorlag, der nicht im Zusammenhang mit SCA3 steht. Eine mogliche Erklarung
ware zum Beispiel das Vorliegen einer anderen PolyQ-Erkrankung. Um eine po-
tenzielle Verzerrung der Ergebnisse zu vermeiden, wurden Proben dieser Person
nicht in weitere Analysen mit einbezogen.

Es wurden Proben von insgesamt 144 Mannern und 161 Frauen untersucht und
ausgewertet, dabei war das Geschlecht eines Probanden nicht bekannt (siehe

Abbildung 18). Diese wurden in sechs verschiedenen europaischen SCAS3-
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Zentren gewonnen: In Tubingen, London, Bonn, Nijmegen, Coimbra und auf den
Azoren. Im Mittelwert waren die Probanden in dieser Kohorte zum Zeitpunkt der
Rekrutierung fur die Kohorte (und damit zum Zeitpunkt der Probenentnahme) 48
Jahre (gerundet auf ganze Zahlen) alt. Diese sowie samtliche folgende Kennda-
ten der Kohorte sind in Tabelle 53 noch einmal Ubersichtlich dargestellt.

Fir die Analysen wurden die Studienteilnehmer im Wesentlichen in drei Gruppen
unterteilt, abhangig vom SCA3-Status: 77 davon waren Kontrollen. Diese waren
definiert als Probanden, die kein expandiertes ATXN3-Allel aufwiesen. 39 wurden
der Gruppe der praataktischen Mutationstrager zugeordnet. Bei diesen konnte
ein expandiertes ATNX3-Allel nachgewiesen werden, bisher waren diese aber
ohne ataktische Symptome. Letzteres wurde definiert durch einen SARA-Score
kleiner 3. 190 waren ataktische Mutationstrager. Auch bei diesen konnte ein ex-
pandiertes ATXN3-Allel nachgewiesen werden; aul3erdem waren diese ataktisch.

Dies zeigte sich in einem SARA-Score von mindestens 3.

Gesamt Kontrollen praataktisch ataktisch

94
43 ‘ ) . .

Emannlich & weiblich ®unbekannt mmannlich weblich mmannlich weiblich Emannlich & weiblich ®unbekannt

161

~_

Abbildung 18: Geschlechterverteilung innerhalb der ESMI-Kohorte. prédataktisch = prdataktische Mu-
tationstrdger (SARA < 3), ataktisch = ataktische Mutationstrdger (SARA 2 3). Von einem Probanden
der Gruppe der ataktischen Mutationstrdager war das Geschlecht unbekannt. Insgesamt ist die Ge-
schlechterverteilung in allen Untergruppen éahnlich.

2 der Probanden aus der Gruppe der ataktischen Mutationstrager waren auler-
dem homozygot. Diese wurden in Analysen gegebenenfalls gesondert betrach-
tet. Von einem dieser beiden lag keine PBMC-Probe vor, weswegen hierbei keine
Proteinuntersuchungen moglich waren.

Die Personen der Kontrollgruppe waren im Median 44 Jahre alt. Zwischen den

praataktischen und den ataktischen Mutationstragern bestand ein signifikanter (p
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< 0,0001 im Mann-Whitney-Test) Altersunterschied: Die praataktische Gruppe
war im Median 34 Jahre alt, die ataktische hingegen 52 Jahre. Diese Differenz
entsteht durch den Ublichen Erkrankungsbeginn der SCA3, der sehr variabel ist
und neben dem Subtyp (Riess et al., 2008) auch von zahlreichen anderen Ein-
flissen bestimmt wird (de Mattos et al., 2019), aber im Durchschnitt um die 40
Jahre liegt (Bettencourt & Lima, 2011; Mendonga et al., 2018). Auch diese Daten
sind in Tabelle 53 noch einmal zusammengefasst.

Neben den demographischen Grollen wurden auch SCA3-spezifische Parame-
ter unter den Gruppen verglichen. Hierzu gehort die Anzahl der CAG-Repeats im
ATXN3-Gen, der SARA- und der INAS-Score, das Alter zum Zeitpunkt des Symp-
tombeginns (Age At Onset = AAO) und die Erkrankungsdauer (Disease Dura-
tion = DD, definiert als Jahre, die zwischen Symptombeginn und Probenent-
nahme vergangen sind). Die Ergebnisse sind in Tabelle 53 dargestellt.

Die Probanden der Kontroligruppe wiesen im Median 23 CAG-Repeats im
ATXN3-Gen auf. In der Gruppe der praataktischen Mutationstrager betrug der
Median ebenfalls 23 CAG-Repeats auf dem nicht-expandierten Allel und 69
CAG-Repeats auf dem expandierten Allel. Fur die Kontrollgruppe und die
praataktischen Mutationstrager waren samtliche Genotypen bekannt. Unter den
ataktischen Mutationstragern lag fir 2 Probanden keine DNA-Probe vor. Das
nicht-expandierte Allel zeigte ebenfalls im Median 23 CAG-Repeats und das ex-
pandierte 69 CAG-Repeats. Hier zeigten sich zwischen den Gruppen daher keine
signifikanten (Kruskal-Wallis-Test mit p > 0,95) Unterschiede (siehe auch Tabelle
53).

Der SARA-Score, der Werte von 0 bis 40 annehmen kann, zeigt die Schwere der
ataktischen Symptomatik an und war im Median zwischen den beiden nicht von
ataktischen Symptomen betroffenen Gruppen — den Kontrollprobanden und den
praataktischen Mutationstragern — mit 0,0 und 1,0 respektive (jeweils gerundet
auf eine Nachkommastelle) vergleichbar. Interessanterweise bestand hier den-
noch ein signifikanter Unterschied (p = 0,0002 im Mann-Whitney-Test) zwischen
den beiden Gruppen. In der Gruppe der ataktischen Mutationstrager lag der
SARA-Score mit 12,8 im Median signifikant sowohl Gber dem der Kontrollen (p <

0,0001 im Mann-Whitney-Test) als auch uber den praataktischen
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Mutationstragern (p < 0,0001 im Mann-Whitney-Test). Diese Daten lagen von al-
len Studienteilnehmern vor.

Ahnlich verhielt es sich beim INAS-Score. Im Gegensatz zum SARA-Score, der
sich auf die ataktischen Symptome der SCA3 konzentriert, ist dieser ein Mess-
gerat fur das Vorhandensein von Zusatzsymptomen wie Tremor oder Dysphagie.
Er kann Werte von 0 bis 16 annehmen. Mit 0,5 im Median (Kontrollprobanden)
und 1,0 (praataktische Mutationstrager) bewegten sich die ersten beiden Grup-
pen erneut in einem ahnlichen Rahmen. Auch hier bestand jedoch ein signifikan-
ter Unterschied (p = 0,03 im Mann-Whitney-Test). Bei den ataktischen Mutations-
tragern betrug der INAS-Score dagegen im Median 5,4. Dieser war damit signifi-
kant hoher als innerhalb der Kontrollgruppe, aber auch als bei den praataktischen
Mutationstragern (p < 0,0001 im Mann-Whitney-Test fur beide).

Das Age at Onset war von 181 der Mutationstrager bekannt. Dies beinhaltete
sowohl praataktische als auch ataktische Mutationstrager, da es erst im Verlauf
der ESMI-Studie zu einer Vereinheitlichung der Definition der praataktischen Pro-
banden kam. Zuvor wurde an dieser Stelle das subjektive Erstauftreten von
Symptomen festgehalten, also wurde das AAO in diesen Fallen nicht durch den
SARA-Score definiert. Daftr war der Zeitpunkt des Erkrankungsbeginns von 15
Probanden der ataktischen Gruppe nicht bekannt. Im Durchschnitt betrug das
AAO 39 Jahre. Die gleiche Kohorte lag der Berechnung der durchschnittlichen
Disease Duration zugrunde. Diese betrug im Durchschnitt 12 Jahre.

Zusatzlich konnte von 56 Probanden (11 Kontrollen, 45 Mutationstrager) ein Jahr
nach der ersten Untersuchung eine zweite PBMC-Probe entnommen werden.
Fir 2 dieser Personen lag vom ersten Besuch nur eine EDTA-Blutprobe vor und
keine PBMC-Probe. Die Einteilung in praataktische und ataktische Mutationstra-
ger ist hier fur jede Analyse einzeln getroffen, da einzelne der praataktischen
Probanden im Jahr zwischen ihrem ersten und zweiten Besuch begonnen haben,
Symptome zu entwickeln (SARA = 3). Dadurch konnte es zu einem Wechsel von

der praataktischen in die Gruppe der ataktischen Mutationstrager kommen.

124



Tabelle 53: Darstellung der Kenndaten der ESMI-Kohorte. WT-Allel = Wildtyp-Allel, exp. Allel = ex-
pandiertes Allel, Age at Onset = Alter zum Beginn der Erkrankung, Disease duration = Krankheits-
dauer. Fiir die Angabe der durchschnittlichen CAG-Wiederholungen der ataktischen Mutationstrdger
gilt n=188, da fiir zwei Proben keine DNA-Probe vorlag, um die exakte Anzahl zu bestimmen. In die
Angabe der durchschnittlichen CAG-Wiederholungen der expandierten Allele der ataktischen Muta-
tionstrédger wurden aulerdem zwei Proben homozygoter Mutationstrdger mit einbezogen. Fiir den
INAS-Score betrug bei den Kontrollen n=74, bei den Prédataktischen n=39 und bei den Ataktischen
=189. Das Age at Onset konnte bei 181 der ataktischen Mutationstrdger ermittelt und in die Durch-
schnittsberechnung einbezogen werden. Hierbei ist zu beachten, dass erst im Verlauf der ESMI-Stu-
die aus Griinden der Vereinheitlichung und Objektivierung bestimmt wurde, dass Probanden ab ei-
nem SARA-Score von 3 als ataktisch gelten. Zuvor wurde der Krankheitsbeginn auf das subjektive
Erstbemerken von SCA3-typischen Symptomen festgelegt. Gleiches galt dementsprechend auch fiir
die Disease duration. Angegeben sind jeweils der Median und der IQR.

Gruppe Kontrollen praataktisch  ataktisch gesamt
KohortengroRe 77 39 190 306
ménnlich : weiblich | 34 : 43 15 : 24 9:94 144161
(1 unbekannt)
Median
(25% Perzentile - 75% Perzentile)
44 34 52 48
Alter [Jahre] (38-56) (29-39) (45-59) (38-57)
CAG-Repeats 23 23 23 23
(WT-Allel) (20-24) (17-24) (19-24) (19-24)
CAG-Repeats 69 69 69
(exp. Allel) (66-71) (66-71) (66-71)
SARA (0-40) 0,0 1,0 12,8 7,5
(0,0-0,5) (0,0-1,5) (8,5-21,1) (0,9-15,6)
INAS (0-16) 0,5 1,0 5,0 3,0
(0,0-1,0) (0,0-2,0) (3,0-7,0) (1,0-6,0)
Age at Onset i i 39 39
[Jahre] (33-46) (33-46)
Disease duration i i 11 11
[Jahre] (6-16) (6-16)

3.3.2 Beschreibung und Zusammensetzung der Kohorte aus Brasilien

Im Vergleich zur ESMI-Kohorte war die am Hospital de Clinicas de Porto Alegre
gewonnene Kohorte der Probanden aus Brasilien mit 84 Probanden deutlich klei-
ner. Da von 2 Probanden keine genetischen Informationen vorlagen und damit
nicht festgestellt werden konnte, ob diese zu den Kontrollen oder den Mutations-
tragern gehorten, wurden sie von vorneherein aus den Analysen ausgeschlossen
und diese mit den 82 weiteren Probanden, zu denen auch jeweils eine PBMC-

Probe vorlag, durchgeflhrt.
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Es wurden hierbei Proben von insgesamt 39 Mannern und 43 Frauen untersucht
(siehe Abbildung 19). Das Alter der Probanden zum Zeitpunkt der Probenent-
nahme und Datenerhebung betrug im Median 32 Jahre. Inklusive der restlichen
demographischen Kenndaten ist dies noch einmal in Tabelle 54 aufgeschlusselt
und Ubersichtlich dargestelit.

Auch innerhalb dieser Kohorte wurden drei Gruppierungen geschaffen, um die
vorhandenen Daten strukturiert auszuwerten. Hierbei konnten 20 Probanden der
Kontroll-Gruppe zugeordnet werden, die kein expandiertes SCA3-Allel aufwie-
sen; 34 waren praataktische Mutationstrager, und 28 ataktische Mutationstrager.
Die Grenze wurde bei einem SARA von mindestens 3 gezogen, ab dem die Pro-
banden als ataktisch gezahlt wurden.

Innerhalb der Kohorte aus Brasilien waren keine homozygoten Merkmalstrager

rekrutiert worden.

Gesamt Kontrollen praataktisch ataktisch

12
43 18
13
\\\ \\\_,,/" \\\\ <

Emannlich mweiblich m mannlich weiblich B mannlich weblich H mannlich weiblich

Abbildung 19: Geschlechterverteilung innerhalb der Kohorte aus Brasilien. praataktisch = prédatakti-
sche Mutationstrager (SARA < 3), ataktisch = ataktische Mutationstrdger (SARA 2 3). Die Kontroll-
Gruppe hatte einen Uberhang an weiblichen Probanden. Im Vergleich dazu waren in der Gruppe der
ataktischen Mutationstrdger mehr ménnliche Probanden. Insgesamt war die Kohorte im Vergleich zu
der des ESMI-Projekts deutlich kleiner.

Wie in Tabelle 54 ebenfalls zu sehen ist, besteht auch innerhalb dieser Kohorte
ein signifikanter (p < 0,0001 im Mann-Whitney-Test) Unterschied im Altersmedian
zwischen der ataktischen Gruppe (39 Jahre) und der praataktischen Gruppe (29
Jahre). Dieser Unterschied ist, wie auch in der ESMI-Kohorte, vermutlich auf den
ublicherweise um die 40 Jahre liegenden Erkrankungsbeginn der SCA3 (Betten-
court & Lima, 2011; Mendonga et al., 2018) zurlckzuflhren. Die Kontrollproban-

den waren im Median 31 Jahre alt.
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Was die SCA3-spezifischen Parameter angeht, ist die Kohorte aus Brasilien
ebenfalls ahnlich aufgebaut wie die zuvor beschriebene ESMI-Kohorte. Diese Er-
gebnisse sind vergleichend in Tabelle 54 dargestellt.

FUr samtliche einbezogenen Probanden lagen die Anzahl der CAG-Repeats auf
dem nicht-expandierten und dem expandierten Allel (im Fall eines Mutationstra-
gers) vor, sodass diese vollstandig einbezogen werden konnten. Geringe, nicht-
signifikante Unterschiede bestanden beim Median der CAG-Repeats auf dem /
den nicht-expandierten Allelen Uber die Gruppen hinweg. Dieser lag bei 23 fur
die Kontrollgruppe, ebenfalls bei 23 fur die praataktischen und bei 22 fir die atak-
tischen Mutationstrager. Fur das expandierte Allel betrug der Median 76 flr die
praataktischen und 77 fur die ataktischen Probanden (siehe Tabelle 54). Auch
dieser Unterschied war nicht signifikant.

Der SARA-Score war im Median vergleichbar zwischen der Kontrollgruppe (0,5)
und den praataktischen Mutationstragern (ebenfalls 0,5). Im Gegensatz zur
ESMI-Kohorte bestand hier kein signifikanter Unterschied zwischen diesen bei-
den Gruppen (p > 0,05 im Mann-Whitney-Test). Mit einem Median von 7,5 war
der SARA-Score der ataktischen Gruppe signifikant (jeweils p < 0,0001 im Mann-
Whitney-Test) héher sowohl als in der Kontrollgruppe als auch im Vergleich mit
den praataktischen Mutationstragern. Diese Differenz war allerdings weniger
ausgepragt als innerhalb der ESMI-Kohorte, da kein Proband aus Brasilien einen
SARA-Score von hoher als 16 aufwies. Im Vergleich dazu wurde innerhalb der
ESMI-Kohorte bei einem Probanden das Maximum von 40 Punkten erreicht.
Was die nicht-ataktischen Symptome der SCA3, dargestellt im INAS-Score, an-
ging, waren die beiden Kohorten miteinander vergleichbar. Allerdings war die Dif-
ferenz zwischen dem Median der praataktischen (1,5) und der ataktischen (5,0)
innerhalb der Brasilien-Kohorte geringer. Dies liegt an den hier durchschnittlich
hdheren erreichten Werten im INAS-Score in der praataktischen Gruppe, die eine
Vielzahl an moglichen Ursachen, unter anderem eine verschiedene Pravalenz
von Subtypen der SCA3 oder eine Untersuchervariabilitat, als Ursache haben
konnte. Die Differenz zwischen den beiden Gruppen war dennoch signifikant (p
< 0,0001 im Mann-Whitney-Test).
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Auler bei einem Probanden war bei samtlichen ataktischen Mutationstragern
das Age at Onset bekannt. Dieses lag im Median bei 32 Jahren. Entsprechend
mit dem individuellen Alter verrechnet lag der Median der Disease Duration damit
bei 5 Jahren. Auch diese Daten sind in Tabelle 54 noch einmal gemeinschaftlich

dargestellt.

Tabelle 54: Darstellung der Kenndaten der Kohorte aus Brasilien. WT-Allel = Wildtyp-Allel, exp. Allel
= expandiertes Allel, Age at Onset = Alter zum Beginn der Erkrankung, Disease duration = Krank-
heitsdauer. Hier waren fiir alle Probanden die CAG-Wiederholungen, der SARA- und der INAS-Score
bekannt, sodass n fiir diese Angaben der GréRBe der jeweiligen Kohorte entspricht. Age at Onset und
Disease Duration waren fiir 27 der 28 ataktischen Mutationstrdger festgehalten. Innerhalb der Brasi-
lien-Kohorte gab es keine homozygoten Merkmalstrdger. Angegeben sind jeweils der Median und
der IQR.

Gruppe Kontrollen praataktisch  ataktisch gesamt
KohortengroRe 20 34 28 82
mannlich : weiblich 7:13 16:18 16 :12 39:43
Median
(25% Perzentile - 75% Perzentile)

31 29 39 32
Alter [Jahre] (26-40) (23-35) (32-49) (27-39)
CAG-Repeats 23 23 22 23
(WT-Allel) (22-27) (21-24) (14-24) (20-26)
CAG-Repeats 76 77 76
(exp. Allel) (72-76) (72-77) (72-77)
SARA (0-40) 0.5 0.5 7,5 !
(0,0-1,0) (0,0-1,5) (6,0-10,8) (0,5-6)
INAS (0-16) 1,0 1,5 5,0 2,5
(0,0-2,0) (0,8-4,0) (4,0-7,0) (1,0-5,0)
Age at Onset i i 32 32
[Jahre] (30-44) (30-44)
Disease duration i i 5 5
[Jahre] (3-7) (3-7)

3.4 Auswertung der demographischen und klinischen Daten
3.4.1 Auswertung fiir die ESMI-Kohorte

Wie bereits in Kapitel 3.3.1 erlautert, waren nicht fur alle in die Studie einge-
schlossenen Probanden eine PBMC-Probe oder samtliche klinischen Daten vor-

handen, sodass die Menge der eingeschlossenen Probanden von Analyse zu
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Analyse variiert. Aus diesem Grund ist die Zahl der eingeschlossenen Probanden
in samtlichen Abbildungen separat kenntlich gemacht (n). In die Auswertungen
der demographischen und klinischen Daten wurden aul3erdem, da diese sich auf
die Merkmale klinisch erkrankter Probanden beziehen, lediglich die ataktischen
Mutationstrager (SARA = 3) einbezogen.

Die Ergebnisse sind graphisch in Abbildung 20 dargestellt. Bei der Betrachtung
der Beziehung zwischen der Anzahl der nachgewiesenen CAG-Wiederholungen
im ATXN3-Gen auf dem expandierten Allel und dem Age at Onset zeigte sich die
bereits in Kapitel 1.1 mehrfach vorbeschriebene inverse Korrelation zwischen
diesen beiden GrofRen auch in der in dieser Arbeit untersuchten Kohorte. Fir die
Feststellung dieses Zusammenhangs wurde hier zunachst mittels des Shapiro-
Wilk-Tests auf Normalverteilung gepruft. Diese war gegeben, sodass die inverse
Korrelation sowohl mit dem Pearson-Test (fur normalverteilte Kohorten) als auch
mit dem Spearman-Test (auch fur nicht-normalverteilte Kohorten geeignet) ge-
pruft und bestatigt werden konnte. Diese war in diesem Fall mit beiden Untersu-
chungen hochsignifikant (p < 0,0001).

Fir alle weiteren Untersuchungen ergab der Shapiro-Wilk-Test keine Normalver-
teilung der verwendeten Daten, sodass fur die Untersuchung der Signifikanz der
Zusammenhange im Weiteren der Spearman-Test verwendet wurde.
Untersucht wurden neben dem AAO in Bezug auf die Anzahl der CAG-Wieder-
holungen auf dem expandierten Allel auch mogliche Zusammenhange zwischen
Letzterer und klinischen Parametern. Hier kam zum einen der SARA-Score fur
die Quantifizierung der ataktischen Symptome der SCA3 ins Spiel, sowie der
INAS-Score, mit dem die nicht-ataktischen Symptome analysiert werden konnen.
Zwischen der Anzahl der CAG-Wiederholungen und dem SARA-Score ergab
sich eine signifikante, wenn auch geringer als zum AAQO ausgepragte positive
Korrelation (p < 0,01). Das gleiche galt auch fur den INAS-Score; hier ergab sich
eine ahnlich ausgepragte positive Korrelation zwischen der Anzahl der CAG-Wie-
derholungen und dem INAS-Score, die im Spearman-Test signifikant war (p <
0,01).

Aulerdem wurde der Einfluss der Erkrankungsdauer (DD) auf die klinische
Schwere, hier ebenfalls dargestellt durch den SARA- und den INAS-Score,
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untersucht. Sowohl in Bezug auf den SARA- als auch auf den INAS-Score ergab

sich eine hochsignifikante positive Korrelation (p < 0,0001) im Spearman-Test.
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Abbildung 20: Untersuchung der Zusammenhéange verschiedener demographischer, klinischer und
genetischer Daten innerhalb der ESMI-Kohorte. n = Anzahl der in die jeweilige Analyse eingeschlos-
senen Probanden, AAO = Age At Onset, DD = Disease Duration, rs = r (Korrelationskoeffizient) nach
dem Spearman-Test, ps = p (Signifikanzniveau) nach dem Spearman-Test, rr = r nach dem Pearson-
Test, pr = p nach dem Pearson-Test, ** = signifikant mit p < 0,01, **** = signifikant mit p < 0,0001. a:
Es besteht eine hochsignifikante (p < 0,0001) inverse Korrelation zwischen der Anzahl an CAG-Wie-
derholungen auf dem expandierten Allel und dem AAO; nachgewiesen sowohl im Spearman- als
auch im Pearson-Test. Aufgrund des positiven Shapiro-Wilk-Tests und damit der Bestéatigung der
Normalverteilung der Daten wurden in diesem Fall beide Tests durchgefiihrt. b und c: Es besteht
eine signifikante (p < 0,01) Korrelation zwischen der Anzahl der CAG-Wiederholungen auf dem ex-
pandierten Allel und klinischen Parametern der Krankheitsschwere wie dem SARA-Score fiir atakti-
sche Symptome der SCA3 (b) und dem INAS-Score fiir nicht-ataktische Symptome (c). d und e: Es
besteht eine hochsignifikante (p < 0,0001) Korrelation zwischen der Dauer der Erkrankung (DD) und
klinischen Parametern der Krankheitsschwere wie dem SARA-Score fiir ataktische Symptome der
SCA3 (d) und dem INAS-Score fiir nicht-ataktische Symptome (e).
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3.4.2 Auswertung fiir die Brasilien-Kohorte

Die Auswertung der Daten der Kohorte aus Brasilien wurde analog zur in Kapitel
3.4.1 dargestellten Vorgehensweise durchgefuhrt. Da das Age at Onset in einem
Fall nicht bekannt war, variiert auch hier die Anzahl der eingeschlossenen Pro-
banden je nach Analyse und wurde daher jeweils explizit angegeben (n). Die Er-
gebnisse sind graphisch in Abbildung 21 dargestelit.

Auch hier wurde zunachst die bereits bekannte inverse Korrelation zwischen der
Anzahl der CAG-Wiederholungen und dem Age At Onset in der vorliegenden Ko-
horte Uberprift. Da die Daten sich im Shapiro-Wilk-Test als normalverteilt her-
ausstellten, wurde diese Analyse sowohl mit dem Pearson-Test fur normalver-
teilte Daten als auch mit dem Spearman-Test, der eine Korrelation normalverteil-
ter oder nicht-normalverteilter Daten prufen kann, durchgeflhrt. Hier ergab sich
in beiden Tests eine deutliche (r < -0,8) hochsignifikante (p < 0,0001) inverse
Korrelation zwischen den beiden GroRen.

Fur die weiteren Analysen ergab der Shapiro-Wilk-Test keine Normalverteilung,
sodass mittels Spearman-Test auf eine mogliche Korrelation gepruft wurde.

Bei der Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen der Anzahl der CAG-
Wiederholungen und klinischen Scores wie dem SARA-Score fur ataktische
Symptome der SCA3 und dem INAS-Score fur begleitende nicht-ataktische
Symptome ergab sich keine signifikante Korrelation. Das gleiche galt fur die Un-
tersuchung der Dauer der Erkrankung (DD) in Bezug auf den SARA- und den
INAS-Score. Auch hier ergab sich keine signifikante Korrelation, wodurch sich
insbesondere im Falle der letzten zwei Analysen ein deutlicher Kontrast zur zuvor

untersuchten ESMI-Kohorte zeigt.
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Abbildung 21: Untersuchung der Zusammenhénge verschiedener demographischer, klinischer und
genetischer Daten innerhalb der Kohorte aus Brasilien. n = Anzahl der in die jeweilige Analyse ein-
geschlossenen Probanden, AAO = Age At Onset, DD = Disease Duration, rs = r (Korrelationskoeffi-
zient) nach dem Spearman-Test, ps = p (Signifikanzniveau) nach dem Spearman-Test, rr =r nach dem
Pearson-Test, pp = p nach dem Pearson-Test, ns = nicht-signifikant, **** = signifikant mit p < 0,0001.
a: Es besteht eine hochsignifikante (p < 0,0001) inverse Korrelation zwischen der Anzahl an CAG-
Wiederholungen auf dem expandierten Allel und dem AAO; nachgewiesen sowohl im Spearman- als
auch im Pearson-Test. Aufgrund des positiven Shapiro-Wilk-Tests und damit der Bestéatigung der
Normalverteilung der Daten wurden in diesem Fall beide Tests durchgefiihrt. b und c: Es konnte
keine signifikante Korrelation zwischen der Anzahl der CAG-Wiederholungen auf dem expandierten
Allel und klinischen Parametern der Krankheitsschwere wie dem SARA-Score fiir ataktische Symp-
tome der SCA3 (b) und dem INAS-Score fiir nicht-ataktische Symptome (c) festgestellt werden. d und
e: Es konnte keine signifikante Korrelation zwischen der Dauer der Erkrankung (DD) und klinischen
Parametern der Krankheitsschwere wie dem SARA-Score fiir ataktische Symptome der SCA3 (d) und
dem INAS-Score fiir nicht-ataktische Symptome (e) festgestellt werden.
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Tabelle 55: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse des Kapitels Auswertung der demogra-
phischen und klinischen Daten. Beschrieben sind jeweils beide untersuchte Gré8en und der statis-
tische Zusammenhang der untersuchten Korrelationen.

Zusammenhang ESMI-Kohorte Brasilien-Kohorte

CAG-Wdh und AAO Umgekehrt proportional  Umgekehrt proportional

CAG-Wdh und SARA  Signifikant proportional  Nicht signifikant

CAG-Wdh und INAS Signifikant proportional  Nicht signifikant

DD und SARA Signifikant proportional  Nicht signifikant

DD und INAS Signifikant proportional  Nicht signifikant

3.5 Auswertung der mittels TR-FRET gemessenen Ataxin-3-

Konzentrationen in PBMCs

Um die Eignung von Ataxin-3 als moglichen Biomarker zu untersuchen, wurden
zum einen Moglichkeiten der Bestimmung des Ataxin-3-Levels mittels TR-FRET
untersucht (fur das Prozedere und Vorgehen bei der Messung mittels TR-FRET
siehe Kapitel 2.2.14) sowie mogliche Zusammenhange zwischen den gemesse-
nen Daten und klinischen und demographischen Daten wie der erreichten Punkt-
zahl nach dem SARA-Score, dem Age At Onset und der Krankheitsdauer.
Aufgrund der Tatsache, dass die PBMC-Proben aus der Kohorte aus Brasilien
als nicht zuverlassig verwertbar eingestuft wurden (siehe Kapitel 3.2.2), wurden
diese Analysen nur mit den Proben der ESMI-Kohorte durchgefiihrt. Durch das
wiederholte Fehlschlagen einzelner Analysen und das vereinzelte Fehlen klini-
scher oder demographischer Daten unterscheidet sich auch hier die Anzahl der
eingeschlossenen Proben je nach Analyse und ist daher in den entsprechenden
Abbildungen stets durch die Angabe der analysierten Datensatze (n) kenntlich
gemacht.

Untersucht wurde dabei die mittels TR-FRET bestimmte Ataxin-3-Konzentration
mittels zweier verschiedener in Kapitel 2.2.14 dargestellter Antikdrperkombinati-
onen. Zum einen wurde die Antikérperkombination mit MW1 verwendet, die an

PolyQ-Ketten groBer 15Q bindet, und zum anderen die beschriebene
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Antikdrperkombination mit 1C2, mit der Ataxin-3 groRer 37Q dargestellt wird. Die
Ergebnisse sind graphisch in Abbildung 22 und Abbildung 23 respektive darge-
stellt.

Es wurden fur beide Antikbrperkombinationen die gleichen Analysen, bezugneh-
mend auf die gleichen demographischen und klinischen Variablen durchgefuhrt,
wobei hier zunachst auf die Messergebnisse der Antikérperkombination mit MWA1
eingegangen wird.

Hierfur wurden die Probanden in einer ersten Analyse in eine Kontroligruppe
(Probanden ohne expandiertes ATXN3-Allel), praataktische (SARA < 3) und
ataktische (SARA = 3) Mutationstrager eingeteilt und die mit dem TR-FRET ge-
messene Ataxin-3-Konzentration dieser drei Gruppen miteinander verglichen.
Hier zeigte sich zum einen im Kruskal-Wallis Test fur mehr als zwei nicht-normal-
verteilte Kohorten eine Signifikanz (p < 0,0001); zum Anderen wurden mittels des
Mann-Whitney-Test auch die Gruppen einzeln miteinander vergleichen. Es
konnte ein signifikanter (p < 0,01) Unterschied zwischen Kontrollen und praatak-
tischen Mutationstragern gefunden werden, sowie ein hochsignifikanter Unter-
schied zwischen Kontrollen und ataktischen Mutationstragern (p < 0,0001). Zwi-
schen den Untergruppen der Mutationstrager bestand kein signifikanter Unter-
schied. Daruber hinaus Uberlappten sich die Messbereiche in allen Fallen, so-
dass aufgrund eines Messwertes keine eindeutige Gruppenzuordnung moglich
war.

FUr weitere Analysen des Zusammenhangs zwischen SARA-Score und den ge-
messenen Ataxin-3-Werten wurden die ataktischen Mutationstrager nach
Schwere der Symptomatik eingeteilt. Auch hier zeigte sich ein hochsignifikanter
(p < 0,0001) Unterschied zwischen den Datengruppen im Kruskal-Wallis-Test.
Das Vergleichen der einzelnen Probengruppen miteinander mittels Mann-Whit-
ney-Test ergab gemischte Ergebnisse. Am Deutlichsten und Signifikantesten war
der Unterschied zwischen den Messwerten der Kontrollgruppe und denen inner-
halb der Mutationstrager mit leichter (SARA = 3 bis 12,5) und mittelschwerer
(SARA = 13 bis 24) ataktischer Symptomatik. Es zeigte sich dartber hinaus keine
signifikante Korrelation zwischen SARA-Score und mittels TR-FRET gemessener

Ataxin-3-Konzentration in den PBMCs.

134



Fir die Analysen der gemessenen Ataxin-3-Konzentrationen im Verhaltnis zum
Age At Onset ergab sich kein signifikanter Zusammenhang, weder im Vergleich
verschiedener Datengruppen im Kruskal-Wallis-Test, noch bei Analyse einer
moglichen Korrelation. Das Gleiche galt fur die Ataxin-3-Konzentration in Bezug

auf die Disease Duration.

135



ATXN3-Werte nach Gruppenzugehdrigkeit
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Abbildung 22: TR-FRET-Messwerte, bestimmt mittels der Antikérperkombination mit MW1 (bindet
PolyQ-Ketten > 15Q; siehe Kapitel 1.6) im Verhéltnis zu SARA, AAO und DD. AF. = AF (% Signal iiber
Hintergrund), korrigiert auf die Gesamtproteinkonzentration einer Probe, n = Anzahl der in die
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jeweilige Analyse eingeschlossenen Probanden bzw. Probanden pro Gruppe, Kontr. = Probanden
ohne expandiertes ATXN3-Gen, Prdatakt. = Mutationstrdger mit SARA < 3, Atakt. = Mutationstrdger
mit ataktischer Symptomatik (SARA 2 3), AAO = Age At Onset, DD = Disease Duration, rs = r (Korre-
lationskoeffizient) nach dem Spearman-Test, ps = p (Signifikanzniveau) nach dem Spearman-Test,
ns= nicht-signifikant, * = signifikant mit p < 0,05, ** = signifikant mit p < 0,01, **** = signifikant mit p
< 0,0001. a: Mittels Kruskal-Wallis-Test wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen Messwer-
ten und Gruppenzugehérigkeit festgestellt (p < 0,0001). Die jeweiligen Untergruppen wurden jeweils
einzeln mit dem Mann-Whitney-Test verglichen. b: Mittels Kruskal-Wallis-Test wurde ein signifikan-
ter Zusammenhang zwischen Messwerten und SARA-Gruppierung festgestelilt (p < 0,0001). Die je-
weiligen Untergruppen wurden jeweils einzeln mit dem Mann-Whitney-Test verglichen. Ist kein Sig-
nifikanzniveau fiir einen direkten Vergleich angegeben, so ergab sich kein signifikanter Unterschied.
c: Es zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen SARA-Score und Ataxin-3-Messwerten im
TR-FRET. Da der Shapiro-Wilk-Test keine Normalverteilung zeigte, wurde die Analyse mittels Spe-
arman-Test durchgefiihrt. d: Das Age At Onset wurde nach Dekade eingeteilt und die Ataxin-3-Werte
darunter verglichen. Es zeigte sich im Kruskal-Wallis-Test kein signifikanter Unterschied zwischen
den Datengruppen. e: Es zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen AAO und Ataxin-3-
Messwerten im TR-FRET. Da der Shapiro-Wilk-Test keine Normalverteilung zeigte, wurde die Analyse
mittels Spearman-Test durchgefiihrt. f: Die Disease Duration wurde in 10er-Schritten eingeteilt und
die Ataxin-3-Werte darunter verglichen. Es zeigte sich im Kruskal-Wallis-Test kein signifikanter Un-
terschied zwischen den Datengruppen. g: Es zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen DD
und Ataxin-3-Messwerten im TR-FRET. Da der Shapiro-Wilk-Test keine Normalverteilung zeigte,
wurde die Analyse mittels Spearman-Test durchgefiihrt.

Es ergaben sich insgesamt ahnliche Ergebnisse fur die in Kapitel 2.2.14 beschrie-
bene Antikrperkombination mit 1C2. Auch hier wurden die Daten der Probanden
zunachst in Kontrollen, praataktische und ataktische Mutationstrager eingeteilt
und die Messwerte dieser drei Gruppen miteinander verglichen. Aquivalent zur
Antikdrperkombination mit MW1 zeigte der Kruskal-Wallis-Test eine Signifikanz
bei Analyse (p < 0,0001). Beim Vergleich der einzelnen Gruppen miteinander
zeigte sich ein signifikanter (p < 0,001) Unterschied zwischen Kontrollen und
praataktischen Mutationstragern sowie ein hochsignifikanter (p < 0,0001) Unter-
schied zwischen Kontrollen und ataktischen Mutationstragern, letzteres damit
analog zur Antikorperkombination mit MW1. Kein signifikanter Unterschied be-
stand zwischen den praataktischen und ataktischen Mutationstragern. Insgesamt
ergaben sich auch bei diesen Messungen deutliche Uberlappungen der Mess-

werte der verschiedenen Gruppen.

Bei erneuter Einteilung der ataktischen Mutationstrager nach Schwere der Symp-
tomatik ergab sich auch hier im Kruskal-Wallis-Test ein hochsignifikantes (p <
0,0001) Ergebnis. Beim Vergleich der Untergruppen miteinander durch den
Mann-Whitney-Test ergab sich der signifikanteste Unterschied auch bei der An-
tikdrperkombination mit 1C2 zwischen den Kontrollen und Mutationstragern mit

leichter und mittelschwerer ataktischer Symptomatik (p < 0,0001 in beiden

137



Fallen). Bei Analyse einer moglichen Korrelation der Daten miteinander (erfolgt
mittels Spearman-Test, nachdem im Shapiro-Wilk-Test die Normalverteilung der
Daten ausgeschlossen wurde) zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwi-
schen SARA-Score und gemessener Ataxin-3-Konzentration.

Analog zur Analyse der Antikérperkombination mit MW1 ergab sich auch bei der
Antikdrperkombination mit 1C2 kein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Ataxin-3-Konzentration und dem Age At Onset (kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen im Kruskal-Wallis-Test sowie keine Korrelation im Spe-
arman-Test) sowie der Ataxin-3-Konzentration und der Disease Duration (kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen im Kruskal-Wallis-Test sowie

keine Korrelation im Spearman-Test).
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ATXN3-Werte nach Gruppenzugehdérigkeit
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Abbildung 23: TR-FRET-Messwerte, bestimmt mittels der Antikérperkombination mit 1C2 (bindet Po-
lyQ-Ketten > 37Q); siehe Kapitel 1.6) im Verhéltnis zu SARA, AAO und DD. AF: = AF (% Signal iiber
Hintergrund), korrigiert nach der Gesamtproteinkonzentration einer Probe, n = Anzahl der in die je-
weilige Analyse eingeschlossenen Probanden bzw. Probanden pro Gruppe, Kontr. = Probanden
ohne expandiertes ATXN3-Gen, Prédatakt. = Mutationstrdger mit SARA < 3, Atakt. = Mutationstrédger
mit ataktischer Symptomatik (SARA 2 3), AAO = Age At Onset, DD = Disease Duration, rs = r

139



(Korrelationskoeffizient) nach dem Spearman-Test, ps = p (Signifikanzniveau) nach dem Spearman-
Test, ns= nicht-signifikant, * = signifikant mit p < 0,05, ** = signifikant mit p < 0,01, *** = signifikant
mit p < 0,001, **** = signifikant mit p < 0,0001. a: Mittels Kruskal-Wallis-Test wurde ein signifikanter
Zusammenhang zwischen Messwerten und Gruppenzugehdrigkeit festgestellt (p < 0,0001). Die je-
weiligen Untergruppen wurden jeweils einzeln mit dem Mann-Whitney-Test verglichen. b: Mittels
Kruskal-Wallis-Test wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen Messwerten und SARA-Grup-
pierung festgestellt (p < 0,0001). Die jeweiligen Untergruppen wurden jeweils einzeln mit dem Mann-
Whitney-Test verglichen. Ist kein Signifikanzniveau fiir einen direkten Vergleich angegeben, so
ergab sich kein signifikanter Unterschied. c: Es zeigte sich keine signifikante Korrelation zwischen
SARA-Score und Ataxin-3-Messwerten im TR-FRET. Da der Shapiro-Wilk-Test keine Normalvertei-
lung zeigte, wurde die Analyse mittels Spearman-Test durchgefiihrt. d: Das Age At Onset wurde nach
Dekade eingeteilt und die Ataxin-3-Werte darunter verglichen. Es zeigte sich im Kruskal-Wallis-Test
kein signifikanter Unterschied zwischen den Datengruppen. e: Es zeigte sich keine signifikante Kor-
relation zwischen AAO und Ataxin-3-Messwerten im TR-FRET. Da der Shapiro-Wilk-Test keine Nor-
malverteilung zeigte, wurde die Analyse mittels Spearman-Test durchgefiihrt. f: Die Disease Duration
wurde in 10er-Schritten eingeteilt und die Ataxin-3-Werte darunter verglichen. Es zeigte sich im
Kruskal-Wallis-Test kein signifikanter Unterschied zwischen den Datengruppen. g: Es zeigte sich
keine signifikante Korrelation zwischen DD und Ataxin-3-Messwerten im TR-FRET. Da der Shapiro-
Wilk-Test keine Normalverteilung zeigte, wurde die Analyse mittels Spearman-Test durchgefiihrt.

Tabelle 56: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse des Kapitels Auswertung der mittels
TR-FRET gemessenen Ataxin-3-Konzentrationen in PBMCs. Beschrieben sind jeweils beide unter-
suchte GréBen und der statistische Zusammenhang der untersuchten Korrelationen.

Zusammenhang

MwA1

1C2

ATXN3-Werte nach Grup-

penzugehdrigkeit

Signifikante Unter-
schiede der Mutati-
onstragergruppen zu

den Kontrollen

Signifikante Unter-
schiede der Mutati-
onstragergruppen zu

den Kontrollen

ATXN3-Werte und SARA

Signifikante Unter-
schiede der Mutati-
onstragergruppen zu
den Kontrollen
Korrelation: nicht sig-

nifikant

Signifikante Unter-
schiede der Mutati-
onstragergruppen zu
den Kontrollen
Korrelation: nicht sig-

nifikant

ATXN3-Werte und AAO

Keine signifikanten
Unterschiede

Keine signifikanten
Unterschiede

ATXN3-Werte und DD

Keine signifikanten

Unterschiede

Keine signifikanten

Unterschiede
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3.6 Auswertung der Follow-up-Proben

Firinsgesamt 56 Probanden der ESMI-Kohorte stand neben den urspringlichen
Proben, die beim ersten Besuch abgenommen wurden, eine PBMC-Probe, die
ein Jahr spater abgenommen wurde (Follow-up-Probe), zur Verfugung. Dies er-
laubte eine Beobachtung der Ataxin-3-Konzentration in PBMCs Uber die Zeit und
ein In-Relation-Setzen der Veranderung dieser zur Veranderung des SARA-
Scores. Hierdurch konnte die Entwicklung des potenziellen Biomarkers im Ver-
gleich zur Entwicklung klinischer Scores betrachtet werden.

Von den 56 Proben gehorten 10 zu Kontrollprobanden, sodass diese von der
folgenden Asuswertung ausgeschlossen wurden, da hier keine Veranderung des
SARA-Scores zu erwarten war. Fur weitere 5 Proben stand aus dem ersten Be-
such keine PBMC-Probe zur Analyse zur Verfligung, sodass hier keine Ver-
laufsanalyse madglich war. Das Gleiche galt fir den SARA-Score eines Proban-
den, der aus dem ersten Besuch nicht bekannt war. Die Follow-Up-Probe eines
weiteren Probanden wurde nicht korrekt gelagert und daher aus der Auswertung
ausgeschlossen. Es wurden daher die Proben von 39 Probanden in die Analysen
einbezogen.

FUr samtliche eingeschlossenen Proben und Probanden wurde die Differenz der
SARA-Scores aus Besuch eins und zwei berechnet, sowie die Differenz der ge-
messenen Ataxin-3-Konzentrationen mittels TR-FRET. Hierfir wurden die mittels
der Antikdrperkombination mit MW1 und mit 1C2 bestimmten Werte jeweils ge-
trennt analysiert. Anschlielfend wurden die Differenzen mittels Korrelationsana-
lyse miteinander ins Verhaltnis gesetzt.

Hierbei zeigte sich zunachst mittels Shapiro-Wilk-Test, dass keine Normalvertei-
lung der Daten vorlag, sodass die folgende Analyse mit dem Spearman-Test fur
nicht-normalverteilte Kohorten durchgefuhrt wurde. Weder fur die Antikorper-
Kombination mit MW1 noch mit 1C2 ergab sich eine Korrelation der Differenzen.
Die Ergebnisse waren nicht-signifikant mit p jeweils > 0,5. Sie sind in Abbildung
24 dargestellt.
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Verdanderungen ATXN3-Werte (MW1) und SARA Veranderungen ATXN3-Werte (1C2) und SARA
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Abbildung 24: Verdnderung der ATXN3-Werte in Proben, gewonnen beim zweiten Besuch der Pro-
banden nach einem Jahr, seit dem ersten Besuch, in Verhéltnis zur Verdnderung des SARA-Scores.
AF. = AF (% Signal iiber Hintergrund), korrigiert nach der Gesamtproteinkonzentration einer Probe,
n = Anzahl der in die jeweilige Analyse eingeschlossenen Probanden bzw. Probanden pro Gruppe,
rs = r (Korrelationskoeffizient) nach dem Spearman-Test, ps = p (Signifikanzniveau) nach dem Spe-
arman-Test, ns= nicht-signifikant. a: Es zeigte sich keine signifikante (p = 0,58) Korrelation zwischen
der Verdnderung der ATXN3-Messwerte, bestimmt mittels der Antikérperkombination mit MW1 und
der Veranderung der bestimmten SARA-Scores der jeweiligen Probanden. Da der Shapiro-Wilk-Test
keine Normalverteilung zeigte, wurde die Analyse mittels Spearman-Test durchgefiihrt. b: Es zeigte
sich keine signifikante (p = 0,67) Korrelation zwischen der Verdnderung der ATXN3-Messwerte, be-
stimmt mittels der Antikérperkombination mit 1C2 und der Verdanderung der bestimmten SARA-
Scores der jeweiligen Probanden. Da der Shapiro-Wilk-Test keine Normalverteilung zeigte, wurde die
Analyse mittels Spearman-Test durchgefiihrt.

Es fallt bei den Analysen allerdings nicht nur auf, dass die Ergebnisse nicht sig-
nifikant korrelieren. Zusatzlich kann man feststellen, dass der SARA-Score nicht
bei allen Probanden angestiegen ist, obwohl es sich bei der SCA3 um eine pro-
gressive neurodegenerative Erkrankung handelt. Stattdessen befindet sich die
Veranderung des SARA-Scores flur einen nicht unbeachtlichen Teil der Patienten

im negativen Bereich.

Tabelle 57: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse des Kapitels Auswertung der Follow-
Up-Proben. Beschrieben sind jeweils beide untersuchte GréBen und der statistische Zusammen-
hang der untersuchten Korrelationen.

Zusammenhang MWA1 1C2

Veranderung ATXN3-Werte  Keine signifikante Kor- Keine signifikante Kor-

zu Veranderung SARA relation relation
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3.7 Auswertung der Untersuchungen der SNP-Analysen

Fur die ESMI-Kohorte stand neben PBMC-Proben auch eine EDTA-Vollblutprobe
der meisten Probanden zur Verfugung. Dies erlaubte nach Extraktion der DNA
aus der Probe die weitere Analyse des genetischen Materials, zum Beispiel der
Auspragung zuvor ausgewabhlter Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs). Hier-
bei wurden insgesamt funf SNPs in ihrer Auspragungsverteilung innerhalb der
ESMI-Kohorte untersucht. Drei hiervon liegen im ATXN3-Gen und zwei im
PARK2-Gen.

FUr die rein genetischen Haufigkeitsanalysen wurden hierbei Kontrollen und Mu-
tationstrager jeweils getrennt voneinander betrachtet, allerdings keine weitere
Unterscheidung in der Auspragung der Krankheitsschwere getroffen.

Daruber hinaus wurde die Auspragung der verschiedenen SNPs in Bezug ge-
setzt zu den erhobenen anamnestischen Daten, klinischen Parametern und la-
borchemischen Messwerten wie der Ataxin-3-Konzentration in PBMCs. Unter-
sucht wurde eine mogliche Korrelation der verschiedenen SNPs mit dem AAO,
dem SARA-Score, dem INAS-Score, und den sowohl mittels der Antikbrperkom-
bination mit MW1 als auch mit 1C2 bestimmten Ataxin-3-Konzentrationen.

Wie auch in vorangegangenen Auswertungen standen nicht fur alle Probanden
alle Daten und alle Arten von Proben zur Verfugung. Daruber hinaus schlugen
einzelne der Polymorphismenbestimmungen fehl, sodass die jeweilige SNP-Aus-
pragung nicht fur alle Probanden vorlag und damit die Anzahl der eingeschlos-
senen Daten zwischen den Analysen variiert. Sie wird daher jeweils fur die ein-
zelnen Untergruppen angegeben. Fur die Untersuchung einer moglichen Korre-
lation zwischen der SNP-Auspragung und dem AAQO wurden lediglich die atakti-
schen Mutationstrager betrachtet. Fir den SARA- sowie INAS-Score wurde zwi-
schen Kontrollen und Mutationstragern unterschieden und diese getrennt analy-
siert. Die gemessenen Ataxin-3-Konzentrationen wurden nach Kontrollen,
praataktischen und ataktischen Mutationstragern aufgeteilt und in den jeweiligen
Untergruppen analysiert. In den meisten Fallen wurde zunachst mittels des
Kruskal-Wallis-Test fur mehr als zwei nicht-normalverteilte Kohorten auf statis-
tisch signifikante Unterschiede der untersuchten Daten zwischen den jeweiligen

SNP-Auspragungen gepruft. Fir den Fall, dass dieser Test signifikant auffallig
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war, wurden die einzelnen Untergruppen mittels Mann-Whitney-Test miteinander
verglichen und auf Signifikanz gepruft. Dies wurde in gleicher Art und Weise flr

alle der untersuchten SNPs durchgefuhrt.

3.7.1 ATXN3-SNP Bp 669

An Basenpaar 669 in Exon 8 des ATXN3-Gens (rs1048755) liegt bei etwa 75 %
der Bevolkerung die Base G vor. In diesem Fall kodiert das hier vorliegende
Triplet Valin. Kommt es zum Austausch mit der Base A kommt es zu einer Mis-
sense-Variante und dem Austausch durch Methionin.

Innerhalb der ESMI-Kohorte zeigte sich unter den Kontrollen ein Uberwiegen der
G-Variante, wahrend unter Mutationstragern insbesondere im Vergleich die A-
Variante deutlich haufiger auftrat. Dies ist graphisch in Abbildung 25 dargestellt.

Kontrollen Mutationstrager

3

mG/G mWA/G AfA BG/E WA/G A

Abbildung 25: Vergleich des Vorkommens der verschiedenen Auspragungen des ATXN3-SNPs Bp
669 zwischen Kontrollen und Mutationstrdgern. Bei Kontrollen kommt die Base G, entweder in zwei-
facher Ausprdgung oder in Kombination mit der Base A am hé&ufigsten vor, wédhrend bei Mutations-
trdgern die Kombination A/G oder A/A im Vergleich hédufiger vertreten ist. Die Zahlen geben die An-
zahl der Probanden mit der jeweiligen Auspragung an.

In Abbildung 26 werden die bestimmten SNP-Auspragungen in Bezug zu weite-
ren GrolRen gesetzt und graphisch dargestellt. Es zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den verschiedenen Varianten in Hinblick auf das Age at
Onset (Abbildung 26a). Auch der SARA- sowie der INAS-Score waren jeweils
vergleichbar und wiesen, bestimmt mittels Kruskal-Wallis-Test, keine signifikan-
ten Unterschiede auf (Abbildung 26b-c). Fur die mittels TR-FRET gemessenen

Ataxin-3-Konzentrationen gab es, bestimmt mit der Antikdrperkombination mit
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MW1, keine von der SNP-Auspragung abhangigen Unterschiede (Abbildung
26d). Bei der Antikérperkombination mit 1C2 gab der Kruskal-Wallis-Test fur die
ataktischen Mutationstrager einen signifikanten Unterschied (p = 0,02) aus, so-
dass die einzelnen Untergruppen mittels Mann-Whitney-Test direkt miteinander
verglichen wurden. Dies offenbarte einen signifikanten (p = 0,009) Unterschied
zwischen den Probanden mit der Allelkombination A/G und denen mit der Kom-
bination A/A (Abbildung 26e).
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Abbildung 26: Analyse von anamnestischen Daten (AAO), klinischen Parametern (SARA- und INAS-
Score) und laborchemisch bestimmten GroBen (TR-FRET-Messwerte, bestimmt mittels der Antikér-
perkombination mit MW1 sowie mit 1C2) in Bezug auf die verschiedenen Ausprédgungen des ATXN3-
SNPS Bp 669. AF: = AF (% Signal iiber Hintergrund), korrigiert nach der Gesamtproteinkonzentration
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einer Probe, n = Anzahl der in die jeweilige Analyse eingeschlossenen Probanden bzw. Probanden
pro Gruppe, Prdatakt. = Mutationstrager mit SARA < 3, Atakt. = Mutationstrdger mit ataktischer Symp-
tomatik (SARA 2 3), AAO = Age At Onset, ns= nicht-signifikant, ** = signifikant mit p < 0,01, G/G/A/G
/ A/A = jeweilige Auspriagung des ATXN3-SNPs Bp 669. a: AAO, verglichen zwischen den Probanden,
gruppiert nach SNP-Ausprédgung. Es zeigen sich mittels Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten Un-
terschiede zwischen den Gruppen. Einbezogen wurden in diese Analyse nur ataktische Mutations-
trdger, deren Ausprdgung des Bp 669 bestimmt werden konnte und deren AAO bekannt war. b:
SARA-Score, verglichen zwischen den Probanden, aufgeteilt nach Kontrollen und Mutationstrédgern
und gruppiert nach SNP-Ausprédagung. Es zeigten sich mittels Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen. c: INAS-Score, verglichen zwischen den Probanden, aufgeteilt
nach Kontrollen und Mutationstrdgern und gruppiert nach SNP-Auspragung. Es zeigten sich mittels
Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. d: TR-FRET-Mess-
werte, bestimmt mittels der Antiké6rperkombination mit MW1, verglichen zwischen den Probanden,
aufgeteilt nach Kontrollen, prdataktischen und ataktischen Mutationstrdgern und gruppiert nach
SNP-Ausprédgung. Es zeigten sich mittels Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Gruppen. e: TR-FRET-Messwerte, bestimmt mittels der Antik6rperkombination mit 1C2,
verglichen zwischen den Probanden, aufgeteilt nach Kontrollen, pridataktischen und ataktischen Mu-
tationstragern und gruppiert nach SNP-Auspragung. Es zeigten sich mittels Kruskal-Wallis-Test
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Untergruppen der Kontrollen und der prdataktischen
Mutationstrédger, und ein signifikanter (p = 0,02) Unterschied fiir die Untergruppe der ataktischen
Mutationstrdger. Mittels Mann-Whitney-Test konnte ein signifikanter (p = 0,009) Unterschied in AF.
zwischen den Probanden mit der Allelkombination A/G (n = 61) und mit der Allelkombination A/A (n
= 22) festgestellt werden.

3.7.2 ATXN3-SNP Bp 987

An Basenpaar 987 in Exon 10 des ATXN3-Gens (rs12895357) liegt innerhalb der
Bevolkerung mit etwa 89%iger Wahrscheinlichkeit die Base G vor. Hierdurch ko-
diert das Triplet fur Glycin. Beim Austausch durch C wird dieses durch Arginin
ausgetauscht (Missense-Variante).

Die Art der Analyse des ATXN3-SNPs (siehe Kapitel 2.2.6 und Kapitel 2.2.7) er-
laubte bei Mutationstragern durch die Nahe zum expandierten CAG-Trakt die ge-
trennte Analyse der SNP-Auspragung auf dem nicht-expandierten Wildtyp-Allel
und dem expandierten Allel.

Es zeigte sich, dass an der Stelle von Basenpaar 987 bei Kontrollprobanden hau-
figer ein G vorliegt. Dies traf auch auf das Wildtyp-Allel von Mutationstragern zu.
Im Vergleich dazu (und auch im Vergleich zur Gesamtbevdlkerung) war das ex-
pandierte Allel von Mutationstragern Uberdurchschnittlich haufig mit dem Auftre-
ten von C verknupft. Dies ist graphisch in Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27: Vergleich des Vorkommens der verschiedenen Auspragungen des ATXN3-SNPs Bp
987 zwischen Kontrollen und Mutationstrdgern. WT = Wildtyp. Fiir die Mutationstrdger konnte durch
die getrennte Analyse des Wildtyp- und des expandierten Allels eine Zuordnung der SNP-Auspré-
gung zum jeweiligen Allel erfolgen. Es zeigt sich ein geh&duftes Vorkommen der Base G (entweder in
doppelter Ausprdgung oder in Kombination mit der Base C) unter Kontrollen und auf dem Wildtyp-
Allel von Mutationstrdgern, wéhrend auf dem expandierten Allel die Base C hédufiger vorkommt. Die
Zahlen geben die Anzahl der Probanden mit der jeweiligen Ausprdgung an.

Die SNP-Auspragungen wurden in Hinblick auf mdgliche Korrelationen mit den
bereits beschriebenen weiteren Daten in Zusammenhang gesetzt (Abbildung 28).
Da eine Zuordnung der jeweiligen Auspragung zum Wildtyp- oder expandierten
Allel maglich war, wurde fur die Auspragung C/G bei den Mutationstragern unter-
schieden zwischen Probanden, bei denen C auf dem Wildtyp-Allel lag (Cwt/Gexp)
und solche, bei denen C auf dem expandierten Allel lag (Gwt/Cexp). Fir die Kon-
trollprobanden konnte diese Entscheidung dementsprechend nicht getroffen wer-
den.

Ahnlich zum SNP Bp 669 zeigte sich kein Unterschied zwischen den verschiede-
nen Varianten in Hinblick auf das AAO, den SARA- oder den INAS-Score (Abbil-
dung 28a-c). Auch die TR-FRET-Messwerte zeigten keine signifikanten Unter-
schiede, weder bestimmt mit der Antikorperkombination mit MW1 noch mit 1C2
(Abbildung 28d-e).
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Abbildung 28: Analyse von anamnestischen Daten (AAO), klinischen Parametern (SARA- und INAS-
Score) und laborchemisch bestimmten GroBen (TR-FRET-Messwerte, bestimmt mittels der Antikér-
perkombination mit MW1 sowie mit 1C2) in Bezug auf die verschiedenen Ausprédgungen des ATXN3-
SNPS Bp 987. AF: = AF (% Signal iiber Hintergrund), korrigiert nach der Gesamtproteinkonzentration
einer Probe, n = Anzahl der in die jeweilige Analyse eingeschlossenen Probanden bzw. Probanden
pro Gruppe, Prdatakt. = Mutationstrager mit SARA < 3, Atakt. = Mutationstrédger mit ataktischer Symp-
tomatik (SARA 2 3), WT = Auspragung auf dem Wildtyp-Allel, exp = Ausprdgung auf dem expandier-
ten Allel, AAO = Age At Onset, ns= nicht-signifikant, G/G / C/G / Cw1/Gexp / Gw1/Cexp / C/C = jeweilige
Ausprdagung des ATXN3-SNPs Bp 987. a: AAO, verglichen zwischen den Probanden, gruppiert nach
SNP-Ausprédgung. Es zeigen sich mittels Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Gruppen. Einbezogen wurden in diese Analyse nur ataktische Mutationstrager, deren
Ausprédgung des Bp 987 auf beiden Allelen bestimmt werden konnte und deren AAO bekannt war. b:
SARA-Score, verglichen zwischen den Probanden, aufgeteilt nach Kontrollen und Mutationstrédgern
und gruppiert nach SNP-Ausprédgung. Es zeigten sich mittels Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen. c: INAS-Score, verglichen zwischen den Probanden, aufgeteilt
nach Kontrollen und Mutationstrdgern und gruppiert nach SNP-Auspragung. Es zeigten sich mittels
Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. d: TR-FRET-
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Messwerte, bestimmt mittels der Antikrperkombination mit MW1, verglichen zwischen den Proban-
den, aufgeteilt nach Kontrollen, prédataktischen und ataktischen Mutationstrdgern und gruppiert
nach SNP-Ausprédgung. Es zeigten sich mittels Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen. e: TR-FRET-Messwerte, bestimmt mittels der Antik6rperkombination mit
1C2, verglichen zwischen den Probanden, aufgeteilt nach Kontrollen, prdataktischen und atakti-
schen Mutationstrédgern und gruppiert nach SNP-Ausprédgung. Es zeigten sich mittels Kruskal-Wal-
lis-Test keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

3.7.3 ATXN3-SNP Bp 1118

An Basenpaar 1118 in Exon 10 des ATXN3-Gens (rs7158733) liegt in etwa 81 %
der allgemein beschriebenen Genanalysen die Base C vor, womit das entspre-
chende Triplet fur Tyrosin kodiert. Liegt stattdessen die Base A vor, so kommt es
zur Kodierung eines Stopp-Codons im Sinne einer Nonsense-Variante.

Die entsprechende Haufigkeit der beiden Auspragungen in der ESMI-Kohorte ist
graphisch in Abbildung 29 dargestellt. Auch hier erlaubte die Art der Analyse des
SNPs (siehe Kapitel 2.2.8) die getrennte Analyse des Wildtyp- und des expan-
dierten Allels bei Mutationstragern, sodass eine Zuordnung der jeweiligen Aus-
pragung maoglich war.

Es zeigt sich analog zur haufigeren Variante G des SNP Bp 987 hier ein haufige-
res Vorkommen von C innerhalb der Gruppe der Kontrollprobanden und auf dem
Wildtyp-Allel von Mutationstragern. Im Gegensatz kommt auf dem expandierten

Allel von Letzteren die Base A deutlich haufiger vor.

Kontrollen Mutationstrager - Mutationstrager -
WT-Allel expandiertes Allel

112

C/C mC/A mA/A CmA

CmA

Abbildung 29: Vergleich des Vorkommens der verschiedenen Auspragungen des ATXN3-SNPs Bp
1118 zwischen Kontrollen und Mutationstragern. WT = Wildtyp. Fiir die Mutationstrager konnte durch
die getrennte Analyse des Wildtyp- und des expandierten Allels eine Zuordnung der SNP-Auspré-
gung zum jeweiligen Allel erfolgen. Es zeigt sich ein gehéduftes Vorkommen der Base C (entweder in
doppelter Ausprdgung oder in Kombination mit der Base A) unter Kontrollen und auf dem Wildtyp-
Allel von Mutationstrdgern, wédhrend auf dem expandierten Allel die Base C hédufiger vorkommt. Die
Zahlen geben die Anzahl der Probanden mit der jeweiligen Ausprdgung an.
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Auch dieser SNP wurde in Bezug gesetzt zu dem AAO der ataktischen Mutati-
onstrager, dem SARA- sowie dem INAS-Score und den TR-FRET-Messwerten.
Vergleichbar mit dem SNP Bp 987 wurde fur die Analysen bei der Auspragung
A/C unterschieden, ob A auf dem Wildtyp-Allel lag (AwT/Cexp) oder auf dem ex-
pandierten Allel (Cwt/Aexp).

Auffallig war in diesem Fall ein signifikant niedrigeres AAO flr die Probanden mit
AwT/Cexp im Vergleich zu solchen mit Cwt/Aexp (p = 0,01) und A/A (p = 0,008),
bestimmt mit dem Mann-Whitney-Test, nachdem der Kruskal-Wallis-Test signifi-
kante Unterschiede (p = 0,04) zwischen den Gruppen ergeben hatte (Abbildung
30a).

In Hinblick auf SARA- und INAS-Score sowie die TR-FRET-Messewerte zeigten
sich dagegen keine signifikanten Unterschiede, wobei hier insbesondere fur die
Gruppe der praataktischen Mutationstrager die deutlich kleinere Gruppengrolie
zu beachten ist. Daruber hinaus lagen keine TR-FRET-Messwerte fur praatakti-
sche Mutationstrager mit der Kombination Awt/Cexp vor (Abbildung 30b-e).

Die Ergebnisse sind in Abbildung 30 graphisch dargestellt.
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Abbildung 30: Analyse von anamnestischen Daten (AAO), klinischen Parametern (SARA- und INAS-
Score) und laborchemisch bestimmten GréBen (TR-FRET-Messwerte, bestimmt mittels der Antikér-
perkombination mit MW1 sowie mit 1C2) in Bezug auf die verschiedenen Ausprédgungen des ATXN3-
SNPS Bp 1118. AF: = AF (% Signal iiber Hintergrund), korrigiert nach der Gesamtproteinkonzentra-
tion einer Probe, n = Anzahl der in die jeweilige Analyse eingeschlossenen Probanden bzw. Proban-
den pro Gruppe, Praatakt. = Mutationstrdager mit SARA < 3, Atakt. = Mutationstrager mit ataktischer
Symptomatik (SARA 2 3), WT = Ausprédgung auf dem Wildtyp-Allel, exp = Ausprdgung auf dem ex-
pandierten Allel, AAO = Age At Onset, ns= nicht-signifikant, * = signifikant mit p < 0,05, ** = signifikant
mit p < 0,01, C/C/ A/C/ Awt/Cexp / Cwi/Aexp / A/A = jeweilige Ausprdgung des ATXN3-SNPs Bp 1118.
a: AAO, verglichen zwischen den Probanden, gruppiert nach SNP-Ausprédgung. Mittels Kruskal-Wal-
lis-Test zeigen sich signifikante Unterschiede (p = 0,04) zwischen den verschiedenen Gruppen, so-
dass diese jeweils mit dem Mann-Whitney-Test miteinander verglichen wurden. Die hierbei berech-
neten Signifikanzniveaus sind graphisch dargestellt. b: SARA-Score, verglichen zwischen den Pro-
banden, aufgeteilt nach Kontrollen und Mutationstrdgern und gruppiert nach SNP-Ausprdgung. Es
zeigten sich mittels Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. c:
INAS-Score, verglichen zwischen den Probanden, aufgeteilt nach Kontrollen und Mutationstrdgern
und gruppiert nach SNP-Ausprédagung. Es zeigten sich mittels Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten
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Unterschiede zwischen den Gruppen. d: TR-FRET-Messwerte, bestimmt mittels der Antikérperkom-
bination mit MW1, verglichen zwischen den Probanden, aufgeteilt nach Kontrollen, prdataktischen
und ataktischen Mutationstrdgern und gruppiert nach SNP-Ausprdgung. Es zeigten sich mittels
Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. e: TR-FRET-Mess-
werte, bestimmt mittels der Antik6rperkombination mit 1C2, verglichen zwischen den Probanden,
aufgeteilt nach Kontrollen, prdataktischen und ataktischen Mutationstrdgern und gruppiert nach
SNP-Ausprédgung. Es zeigten sich mittels Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen den Gruppen.

3.7.4 PARK2-SNP Exon 4

Es wurden zusatzlich zu den SNPs im ATXN3-Gen auch zwei SNPs im PARK2-
Gen untersucht. Hierbei handelte es sich unter anderem um das Basenpaar 601
in Exon 4 (rs1801474), bei dem es sich in Uber 90 % der Falle um ein G handelt.
Die dadurch kodierte Aminosaure Serin andert sich zu Asparagin, wenn stattdes-
sen ein A vorliegt (Missense-Variante).

Dies war sowohl bei Kontrollen als auch bei Mutationstragern innerhalb der
ESMI-Kohorte nur selten der Fall. Es zeigte sich kein wesentlicher Unterschied
zwischen den beiden Gruppierungen, wie auch in Abbildung 31 zu sehen ist.

Kontrollen Mutationstrager
0 2

EBG/G BA/G AJA BG/E EA/G ©AfA

Abbildung 31: Vergleich des Vorkommens der verschiedenen Auspridgungen des PARK2-SNPs Exon
4 zwischen Kontrollen und Mutationstragern. Es zeigt sich sowohl bei Kontrollen als auch bei Muta-
tionstréigern ein deutliches Uberwiegen der Kombination G/G. Die Base A wurde an dieser Stelle nur
selten nachgewiesen. Die Zahlen geben die Anzahl der Probanden mit der jeweiligen Ausprédgung
an.

Die beschriebenen weiteren Analysen wurden auch fur diesen SNP durchgefuhrt,
dargestellt in Abbildung 32. Insgesamt ist die Qualitat der Analysen hier durch
die deutlich ungleiche Verteilung der verschiedenen Auspragungen (siehe auch

Abbildung 31) allerdings eingeschrankt. Es ergaben sich keine signifikanten
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Unterschiede in Bezug auf das AAO unter den verschiedenen Gruppierungen
(Abbildung 32a). Fur die Betrachtung des SARA-Scores wurden die eingeschlos-
senen Datensatze aufgeteilt nach Probanden und Mutationstragern. Da es unter
den Kontrollprobanden keinen mit der Auspragung A/A gab, konnte diese Unter-
gruppe nicht mit in die Analysen einbezogen werden. Die Gruppen G/G sowie
A/G wurden daher fir die Kontrollen mittels Mann-Whitney-Test verglichen, wo-
bei sich kein signifikanter Unterschied zeigte. Im Vergleich dazu gab es bei den
Mutationstragern signifikante Unterschiede (p = 0,03 im Kruskal-Wallis-Test), so-
dass die einzelnen Untergruppen miteinander vergleichen wurden. Die Proban-
den mit G/G sowie mit A/A wiesen jeweils einen signifikant niedrigeren SARA-
Score auf als die Probanden mit A/G (p = 0,048 bzw. respektive p = 0,02 im
Mann-Whitney-Test, Abbildung 32b). Fur den INAS-Score zeigten sich im Ge-
gensatz dazu keine signifikanten Unterschiede. Da auch hier kein Proband die
Auspragung A/A zeigte, wurden die Analysen nach dem gleichen Schema durch-
gefuhrt (Abbildung 32c).

Fur die TR-FRET-Messwerte lagen sowohl fur die Antikdrperkombination mit
MW1 als auch mit 1C2 keine Messwerte flur Kontrollprobanden sowie ataktische
Mutationstrager mit der Kombination A/A und praataktische Mutationstrager mit
der Kombination A/G vor. Daher wurden jeweils die beiden vorhandenen Unter-
gruppen mittels Mann-Whitney-Test verglichen, wobei sich fur die Kontrollpro-
banden sowie fur die ataktischen Mutationstrager fur beiden Antikdrperkombina-
tionen keine signifikanten Unterschiede zeigten. Da bei den praataktischen Mu-
tationstragern auch fur die Probanden mit der Kombination A/A lediglich ein Wert

vorlag, fand fur diese Gruppe keine statistische Analyse statt (Abbildung 32d-e).
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Abbildung 32: Analyse von anamnestischen Daten (AAO), klinischen Parametern (SARA- und INAS-
Score) und laborchemisch bestimmten GréBen (TR-FRET-Messwerte, bestimmt mittels der Antikér-
perkombination mit MW1 sowie mit 1C2) in Bezug auf die verschiedenen Auspridgungen des PARK2-
SNP Exon 4. AF: = AF (% Signal iiber Hintergrund), korrigiert nach der Gesamtproteinkonzentration
einer Probe, n = Anzahl der in die jeweilige Analyse eingeschlossenen Probanden bzw. Probanden
pro Gruppe, Prdatakt. = Mutationstrager mit SARA < 3, Atakt. = Mutationstrdger mit ataktischer Symp-
tomatik (SARA 2 3), AAO = Age At Onset, ns= nicht-signifikant, * = signifikant mit p < 0,05, # = nicht
analysiert, G/G / A/G / A/A = jeweilige Ausprdgung des PARK2-SNPs Exon 4. a: AAO, verglichen
zwischen den Probanden, gruppiert nach SNP-Ausprédgung. Es zeigten sich mittels Kruskal-Wallis-
Test keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. b: SARA-Score, verglichen zwischen
den Probanden, aufgeteilt nach Kontrollen und Mutationstrdgern und gruppiert nach SNP-Auspré-
gung. Der Vergleich fiir die beiden Untergruppen der Kontrollen wurde mittels Mann-Whitney-Test
durchgefiihrt; hier zeigte kein Proband die Ausprdgung A/A. Der SARA-Score der Gruppe der Muta-
tionstrdger mit A/G war signifikant héher verglichen mit G/G sowie A/A (*). c: INAS-Score, verglichen
zwischen den Probanden, aufgeteilt nach Kontrollen und Mutationstrdgern und gruppiert nach SNP-
Ausprédgung. Der Vergleich fiir die beiden Untergruppen der Kontrollen wurde mittels Mann-Whitney-
Test durchgefiihrt; hier zeigte kein Proband die Auspragung A/A. Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen. d: TR-FRET-Messwerte, bestimmt mittels der Antikérperkom-
bination mit MW1, verglichen zwischen den Probanden, aufgeteilt nach Kontrollen, prdataktischen
und ataktischen Mutationstrdgern und gruppiert nach SNP-Ausprégung. Der Vergleich fiir die beiden
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Untergruppen der Kontrollen wurde mittels Mann-Whitney-Test durchgefiihrt; hier zeigte kein Pro-
band die Ausprdgung A/A. Fiir die Gruppe der prdataktischen Mutationstrdager wurde keine Analyse
durchgefiihrt; hier zeigte kein Proband die Auspragung A/G und lediglich einer die Ausprdgung A/A.
Der Vergleich fiir die beiden Untergruppen der ataktischen Mutationstrdger wurde mittels Mann-
Whitney-Test durchgefiihrt; hier zeigte kein Proband die Ausprdgung A/A. Sofern bestimmt zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. e: TR-FRET-Messwerte, bestimmt mit-
tels der Antikérperkombination mit 1C2, verglichen zwischen den Probanden, aufgeteilt nach Kon-
trollen, prédataktischen und ataktischen Mutationstrdgern und gruppiert nach SNP-Ausprédgung. Ana-
lysen und GruppengroéfBe analog zu d. Sofern bestimmt zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen.

3.7.5 PARK2-SNP Exon 10

Der zweite untersuchte SNP im PARK2-Gen liegt bei Basenpaar 1239 in Exon
10 (rs1801582). Hier zeigt sich innerhalb bekannter Analysen in Uber 80 % der
Falle ein G. Das dadurch kodierte Valin wird im Sinne einer Missense-Variante
durch Leucin ausgetauscht, wenn G durch C ersetzt wird. Dies war, wie in Abbil-
dung 33 zu sehen ist, unter Kontrollprobanden und Mutationstragern etwa gleich

haufig der Fall.

Kontrollen Mutationstrager

5

BG/G BCG nCC BG/G BC/G nC/C

Abbildung 33: Vergleich des Vorkommens der verschiedenen Auspriagungen des PARK2-Exon 10
zwischen Kontrollen und Mutationstragern. Es zeigt sich sowohl bei Kontrollen als auch bei Mutati-
onstragern ein Uberwiegen der Kombination G/G. Die Zahlen geben die Anzahl der Probanden mit
der jeweiligen Auspragung an.

Es wurden ebenfalls, wie in Abbildung 34 gezeigt, mogliche Zusammenhange mit
anamnestischen, klinischen und laborchemischen Daten untersucht. Ahnlich wie
fur den SNP Exon 4 ist die Analyse auch hier durch stark unterschiedliche Grup-
pengrofien aufgrund des unterschiedlichen Vorkommens der jeweiligen Kombi-
nationen beeinflusst (siehe auch Abbildung 33). Es ergab sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Untergruppen mit jeweils unterschiedlicher SNP-
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Auspragung in Hinblick auf das AAO (Abbildung 34a), die klinischen Scores
SARA und INAS (Abbildung 34b-c) sowie die im TR-FRET gemessenen Werte
(Abbildung 34d-e).
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Abbildung 34: Analyse von anamnestischen Daten (AAO), klinischen Parametern (SARA- und INAS-
Score) und laborchemisch bestimmten GréBen (TR-FRET-Messwerte, bestimmt mittels der Antikér-
perkombination mit MW1 sowie mit 1C2) in Bezug auf die verschiedenen Auspridgungen des PARK2-
SNPs Exon 10. AFc = AF (% Signal iiber Hintergrund), korrigiert nach der Gesamtproteinkonzentra-
tion einer Probe, n = Anzahl der in die jeweilige Analyse eingeschlossenen Probanden bzw. Proban-
den pro Gruppe, Praatakt. = Mutationstrdger mit SARA < 3, Atakt. = Mutationstrager mit ataktischer
Symptomatik (SARA 2 3), AAO = Age At Onset, ns= nicht-signifikant, # = nicht analysiert, G/G/C/G /
C/C = jeweilige Auspragung des PARK2-SNPs Exon 10. a: AAO, verglichen zwischen den Probanden,
gruppiert nach SNP-Ausprégung. Es zeigten sich mittels Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten Un-
terschiede zwischen den Gruppen. b: SARA-Score, verglichen zwischen den Probanden, aufgeteilt
nach Kontrollen und Mutationstrégern und gruppiert nach SNP-Ausprédgung. Es zeigten sich mittels
Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. c: INAS-Score,

156



verglichen zwischen den Probanden, aufgeteilt nach Kontrollen und Mutationstrdgern und gruppiert
nach SNP-Ausprédgung. Es zeigten sich mittels Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen. d: TR-FRET-Messwerte, bestimmt mittels der Antik6rperkombination mit
MW1, verglichen zwischen den Probanden, aufgeteilt nach Kontrollen, praataktischen und atakti-
schen Mutationstrédgern und gruppiert nach SNP-Ausprédgung. Es zeigten sich mittels Kruskal-Wal-
lis-Test keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. e: TR-FRET-Messwerte, bestimmt
mittels der Antikérperkombination mit 1C2, verglichen zwischen den Probanden, aufgeteilt nach
Kontrollen, prdataktischen und ataktischen Mutationstrédgern und gruppiert nach SNP-Ausprégung.
Es zeigten sich mittels Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen.

Tabelle 58: Tabellarische Zusammenfassung der Ergebnisse des Kapitels Auswertung der Untersu-
chungen der SNP-Analysen. Beschrieben sind jeweils gesammelt die festgesteliten Unterschiede in
den untersuchten Daten fiir die jeweiligen SNPs. Untersucht wurden jeweils Unterschiede zwischen
den SNP-Ausprédgungen in Hinblick auf AAO, SARA, INAS, TR-FRET-Messung mittels der Antikér-
perkombination mit MW1 sowie 1C2. AAO = Age At Onset.

SNP Ergebnis der Analyse

ATXN3-SNP Bp 669 Signifikanter Unterschied in den mittels der Kombi-
nation mit 1C2 gemessenen Ataxin-3-Konzentratio-

nen (AFc) zwischen ataktischen Mutationstragern
mit der Allelkombination A/G und A/A. Darlber hin-
aus keine signifikanten Unterschiede.

ATXN3-SNP Bp 987 Keine signifikanten Unterschiede.

ATXN3-SNP Bp 1118 Signifikant niedrigeres AAO bei Probanden mit der

Allelkombination Awt/Cexp im Vergleich mit Cwt/Aexp

sowie A/A. Daruber hinaus keine signifikanten Un-
terschiede.
PARK2-SNP Exon 4 Signifikant hohere Werte im SARA-Score bei Muta-

tionstragern mit der Allelkombination A/G im Ver-

gleich mit G/G sowie A/A. Daruber hinaus keine sig-
nifikanten Unterschiede. Teils keine Analyse mog-
lich aufgrund geringer Grof3e der analysierten
Gruppen.

PARK2-SNP Exon 10 Keine signifikanten Unterschiede.
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4 Diskussion

Die Spinocerebellare Ataxie Typ 3 ist eine neurodegenerative, autosomal domi-
nant vererbte Erkrankung. Sie wird verursacht durch eine Expansion des CAG-
Repeats auf dem langen Arm von Chromosom 14 (Kawaguchi et al., 1994). Die
Erkrankung geht einher mit einer Varianz an Symptomen, unter anderem einer
Ataxie, Dystonie, Dysarthrie, Spastiken, Dysphagie, auditiven und okulomotori-
schen Stérungen sowie weiteren variablen Auffalligkeiten (Matos et al., 2011),
bedingt durch den Verlust der neuronalen Integritat in verschiedenen Hirnregio-
nen, insbesondere im Cerebellum und verschiedenen Arealen des Hirnstamms
(Bettencourt & Lima, 2011).

Die Erkrankung beginnt Ublicherweise in der dritten bis finften Lebensdekade
(McLoughlin et al., 2020) und bewirkt durch ihr Fortschreiten eine Limitation der
Lebenserwartung sowie eine Einschrankung der Lebensqualitat (Seidel et al.,
2012). Es handelt sich mit einer Pravalenz von 0,3 bis 2,0 pro 100.000 Menschen
(Bettencourt & Lima, 2011) um eine seltene genetische Erkrankung. Wie fur viele
andere seltene genetische Erkrankungen steht fur die SCA3 zum aktuellen Zeit-
punkt keine kurative Behandlung zur Verfugung. Zuletzt kam es zu zwei klini-
schen Studien, in denen eine Therapie mit Antisense-Oligonukleotiden gestartet
wurde (clinicaltrial.gov, NCT05160558, NCT05822908). Eine davon wurde nach
dem Start 2022 ein Jahr spater, 2023, beendet, als der Sponsor dem Projekt die
Unterstutzung entzog (NCT05160558 (Biogen, 2023, S. 1)), eine zweite ist aktu-
ell noch im Gang (NCT05822908 (Vico Therapeutics B. V., 2023)).

Fir die Entwicklung, Erforschung und Zulassung von Therapien wird eine zuver-
lassige Mdglichkeit zur Uberwachung des Erkrankungsverlaufs und der -progres-
sion bendtigt. Hierfur wurden in bisherigen Studien klinische Scores wie bei-
spielsweise der SARA- Score oder NESSCA verwendet.

Im Zuge der Entwicklung von SARAM™ wurde eine deutliche Schwankung des
SARA-Scores im Tagesverlauf festgestellt (Grobe-Einsler et al., 2021), ohne,
dass dahinter eine Systematik zu erkennen oder die Grunde dafur offensichtlich
waren. Dies deckt Limitationen und Einschrankungen in der Zuverlassigkeit die-
ser Scores auf, auch bei zuvor beschriebener hoher Interrater-Reliabilitat und
hoher Test-Retest-Zuverlassigkeit (Burk & Sival, 2018).
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Fir eine ausreichende Analysestarke und Aussagekraft werden bei der Verwen-
dung einer Reduktion klinischer Scores als ZielgroRen daher hohe Patientenzah-
len bendtigt, um eine valide Aussage zu treffen. So ergab eine Untersuchung
durch Saute et al., 2015, dass fur Studien Patientenzahlen von mindestens 158
(NESSCA) beziehungsweise 328 (SARA) pro Arm bendtigt werden, um einen
Therapieeffekt mit ausreichender Sicherheit festzustellen. Aufgrund der Tatsa-
che, dass es sich bei der SCA3 um eine seltene Erkrankung handelt, ist es sehr
schwierig, solche Patientenzahlen innerhalb eines kontrollierten Kollektivs mit
ahnlichen Lebensumstanden und -bedingungen zu erreichen. Daher ist es flr die
weitere therapeutische Forschung unabdingbar, sensitive Biomarker zu identifi-

zieren und zu validieren.

Als ein mdglicher Biomarker fur den Krankheitsverlauf von SCA3 wurde hier in
der Vergangenheit bereits die mittels TR-FRET gemessene Ataxin-3-Konzentra-
tion in PBMCs diskutiert (Gonsior et al., 2021). Nebenbei kdnnten hiermit mog-
licherweise insbesondere Therapien, die die Reduktion der Bildung des mutier-
ten, expandierten Ataxin-3-Proteins als Ziel haben, in ihrem Erfolg Gberwacht
werden.

Ahnliche Messmethoden und Strategien wurden bereits fiir Chorea Huntington
entwickelt. Hierbei handelt es sich um eine weitere PolyQ-Erkrankung, bei der es
aufgrund einer in einem anderen Gen und damit Protein gelegenen PolyQ-Ex-
pansion ebenfalls zu einer Vielzahl neurologischer Symptome kommt (The

Huntington’s Disease Collaborative Research Group, 1993).

Fir die Validierung eines Biomarkers ist es essenziell, nicht mit dem Krankheits-
progress korrelierende Einflussfaktoren benennen und quantifizieren zu kénnen.
Hierfur sind zum einen Einflussfaktoren auf den gemessenen Marker relevant,
zum anderen sollten in der Praanalytik und Analytik entstehende Veranderungen

erkannt und eliminiert werden, um eine Standardisierung zu erreichen.

In Hinblick auf die Praanalytik gibt es zahlreiche patientenseitige Gréfen, die be-

kanntermal3en einen Einfluss auf diverse, haufig verwendete laborchemische
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Parameter haben, weswegen auch ein Einfluss auf Ataxin-3 untersuchenswert
erscheint, um mdgliche Fehlerquellen auszuschlieRen.

So steht zum Beispiel der Zeitpunkt der letzten Nahrungsaufnahme eines Pati-
enten immer wieder im Verdacht, einen Einfluss auf diverse gemessene Para-
meter zu haben. Dieser Zusammenhang ist zum Beispiel essenziell in der Diag-
nose eines Diabetes mellitus, wozu der nlchtern gemessene Blutglucosewert
herangezogen wird (Harreiter & Roden, 2023). Lange Zeit wurde auch das Lipid-
profil, bestimmt zur Evaluation des kardiovaskularen Risikos eines Patienten,
stets nuchtern gemessen, da ein Einfluss durch den Hunger-Status oder fetthal-
tige Mahlzeiten vermutet wurde (Cohn et al., 1988). Diese Meinung wurde aller-
dings mittlerweile revidiert und entsprechende Messungen werden nicht mehr
zwingend aus Blutentnahmen von nuchternen Patienten durchgefuhrt (Langsted
et al., 2008; Langsted & Nordestgaard, 2019; Schaefer et al., 2001). Eine ent-
sprechende Analyse und Betrachtung ist flr eine standardisierte Messung daher
wichtig. Auch im Rahmen von PolyQ-Erkrankungen ist ein Einfluss durch Nuch-
ternheit bereits beschrieben worden: Ataxin-2 ist das Protein, das, wenn der darin
enthaltene PolyQ-Trakt expandiert ist, die Spinocerebellare Ataxie Typ 2 auslost,
die teils mit ahnlichen Symptomen wie die SCA3 einher geht (Lastres-Becker et
al., 2008). Hier konnte ein Einfluss von Stressfaktoren, wie beispielsweise das
Hungern, gezeigt werden (Carmo-Silva et al., 2017; Ostrowski et al., 2017). Da
die Rolle von Ataxin-3 im physiologischen Stoffwechsel noch nicht vollstandig
verstanden ist (siehe auch Kapitel 1.2), kann ein Einfluss durch den Hungerstoff-
wechsel bisher nicht ausgeschlossen werden. So hat Hunger oder langeres Fas-
ten einen nachgewiesenen Einfluss auf die Insulin- und Glucagon-Konzentration
im Blut, was wiederum zellulare Pfade im Zusammenhang mit dem Proteinmeta-
bolismus, -auf- und -abbau beeinflusst (Al-Massadi et al., 2019; Bagger, 2017).
Darlber hinaus kann langeres Fasten oder eine Restriktion der Kalorienzufuhr
Pathways im Rahmen der Autophagie beeinflussen. Dies wurde auch fur Zellen
des zentralen Nervensystems bereits gezeigt (Alirezaei et al., 2010). Hierdurch
kdnnte zum einen der Abbau von Ataxin-3 beeinflusst werden, aber auch der
Bedarf, da Ataxin-3 eine Rolle im Proteasom-Pathway und damit der Proteinre-

gulation selbst spielt (Matos et al., 2011). Ein Einfluss von Insulin und Glucagon
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auf bestimmte Ubiquitinierungsmuster wurde bereits beschrieben (Vemana &
Dukhande, 2023), was einen mdoglichen Einfluss auf Ataxin-3 als deubiquitinie-
rendes Enzym (Klockgether et al., 2019) ebenfalls in den Fokus ruckt.

Im Rahmen der ESMI-Kohorte wurden die Proben bevorzugt nuchtern (letzte
Nahrungsaufnahme langer als 8 Stunden her) abgenommen und der Zeitpunkt
der letzten Nahrungsaufnahme dokumentiert (Santana et al., 2023). Es konnte
im Rahmen dieser Dissertation kein eindeutiger, auf alle Gruppen anzuwenden-
der Zusammenhang zwischen dem Zeitpunkt der letzten Nahrungsaufnahme und
der in PBMCs gemessenen Ataxin-3-Konzentration gezeigt werden. Eine Aus-
nahme stellte ein signifikanter Unterschied in der Gruppe der Mutationstrager mit
moderater ataktischer Symptomatik dar. Weitere Messungen und eine Analyse
im Rahmen einer groReren Kohorte sind hier angeraten, da aufgrund der be-
schriebenen Degradation der Proben aus Brasilien ein Vergleich zwischen einer
europaischen und brasilianischen Kohorte in dieser Dissertation nicht moglich
war.

Ein weiterer moglicher Einflussfaktor auf diverse Korperfunktionen ist das biolo-
gische Geschlecht eines Patienten. Dieser prasentiert sich mit fortschreitender
Forschung als komplexer und umfangreicher als man vermuten kdnnte. So spie-
len viele der im weiblichen Menstruationszyklus bereits lange bekannten und un-
tersuchten Hormone wie FSH, LH und Ostrogen auch eine Rolle in der Entwick-
lung und Funktion mannlicher Geschlechtsorgane (Cooke et al., 2017). Dies un-
terstreicht, dass viele der physiologischen Funktionen, Interaktionen und Ein-
flussfaktoren geschlechtsspezifischer Hormone und Mechanismen noch nicht
vollstandig verstanden sind und ein signifikanter Einfluss an unerwarteten Stellen
der Fall sein kann. So wird zum Beispiel fur die Verwendung von D-Dimeren zum
Ausschluss von thromboembolischen Ereignissen beschrieben, dass das Ergeb-
nis aussagekraftiger ist, wenn geschlechtsspezifische Cut-Off-Werte verwendet
werden (Palareti et al., 2020). Im Rahmen der genetischen Erkrankungen ist ein
Beispiel, bei dem ein geschlechtsspezifischer Einfluss offensichtlich erscheint,
das Fragiles-X-Syndrom. Hierbei handelt es sich ebenfalls um eine durch die Ex-
pansion eines Tripletts ausgeldste Erkrankung, die gonosomal vererbt wird. Hier-

durch ergibt sich eine fur Manner und Frauen unterschiedliche Inzidenz und
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Auspragung der Symptome (Reches, 2019). Im Gegensatz dazu ist SCA3 eine
autosomal dominant vererbte Erkrankung, fur die bisher keine intergeschlechtli-
chen Unterschiede beschrieben wurden. Auch im Rahmen dieser Arbeit wurde
kein eindeutiger Hinweis auf einen signifikanten Einfluss des biologischen Ge-
schlechts auf die gemessene Ataxin-3-Konzentration gefunden. Lediglich fur die
mittels der Antikorperkombination mit 1C2 gemessenen Werte ergab sich ein sta-
tistisch signifikanter Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen Kontroll-
probanden. Hierbei ist allerdings zu beachten, dass es sich bei den gemessenen
Werten aus der Antikdrperkombination mit 1C2 bei Kontrollprobanden eher um
ein unspezifisches oder Hintergrundsignal handeln sollte, da 1C2, wie in Kapitel
1.6 dargestellt, eine spezifische Bindung mit expandierten PolyQ-Strecken ein-
geht (Trottier et al., 1995). Dies sollte gegebenenfalls weiter untersucht und be-
statigt werden.

Auch die Tageszeit, zu der eine Probe entnommen wurde, kann auf die Hohe
mancher Parameter einen Einfluss haben, wenn diese im Korper einem circadi-
anen Rhythmus unterliegen. So ist dies zum Beispiel fur Cortisol bisher gut un-
tersucht: Dieses unterliegt einem 24-Stunden-Rhythmus, beeinflusst durch
Schlafrhythmus und -menge eines Menschen (O’Byrne et al., 2021) mit Einfluss
auf die Hirnfunktion, das autonome Nervensystem und das kardiovaskulare Sys-
tem (Mohd Azmi et al., 2021). Als Teil der Stressantwort des Korpers ist es au-
Rerdem mitverantwortlich fiir die physiologische Anpassung an eine Anderung
von Umgebungsfaktoren oder Lebensumstanden (Russell & Lightman, 2019).
Dies zeigt zum einen, dass eine physiologische Anpassung des Koérpers an die
Tageszeit besteht, die auch die Konzentration von Ataxin-3 in verschiedenen Zel-
len des Korpers beeinflussen konnte. Zum anderen ist nicht auszuschliel3en,
dass auch Cortisol selbst hier eine Rolle spielt. Die Etablierung von SARARme
zeigte tagesformabhangige Schwankungen der in diesem Zusammenhang un-
tersuchten Version des SARA-Scores (Grobe-Einsler et al., 2021). Dies konnte
auch Hinweis auf Unterschiede in der Krankheitsaktivitat je nach Tageszeit sein.
Dem entgegen steht die Tatsache, dass es sich bei der SCA3 um eine chronisch
progrediente Erkrankung handelt (Riess et al., 2008). Ein Zusammenhang zwi-

schen zirkadianem Rhythmus und in diesem Zusammenhang auch Schlafdauer
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und -rhythmus wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht, auch, weil hierfur
die bendtigten anamnestischen Daten fehlten. Generell gab es die Empfehlung
innerhalb der ESMI-Kohorte, Proben zwischen 8 und 12 Uhr morgens abzuneh-
men (Santana et al., 2023). Insgesamt gesehen ist die Tageszeit allerdings ein
Faktor, der in der weiteren Etablierung in Erwagung gezogen werden sollte.

Ein Einflussfaktor, der bisher fur viele Parameter nur unzureichend untersucht ist,
ist der Einfluss durch die Ethnie eines Patienten. Naheliegend ist dieser Einfluss
insbesondere fur dermatologische Erkrankungen und deren diagnostische und
therapeutische Besonderheiten (Taylor, 2002). Aber auch in weniger offensicht-
lichen Bereichen hat die Ethnie einen Einfluss. So wird zum Beispiel in der Be-
rechnung der geschatzten glomerularen Filtrationsrate ein Anpassungsfaktor je
nach Ethnie verwendet, wobei dies aktuell wieder zur Diskussion gestellt wird
(Yap et al., 2021). Ob die Ethnie eines Patienten einen Einfluss auf den Krank-
heitsverlauf oder die hier diskutierte Ataxin-3-Konzentration in PBMCs hat, ist
daher ebenfalls zu untersuchen, zum Beispiel durch den Vergleich der beiden im
Rahmen dieser Arbeit bereits abgebildeten Kohorten in Hinblick auf weitere
anamnestische und klinische Daten.

Auch das Alter eines Patienten ist ein bekannter Einflussfaktor fur verschiedene
Laborparameter. So sind zum Beispiel fur den Ausschluss einer Lungenembolie
mittlerweile altersadaptierte Grenzwerte fur die Messung der D-Dimere etabliert,
welche die Rate an falsch-positiven Tests gesenkt haben (Iwuiji et al., 2021). Eine
Schwierigkeit der Analyse in Hinblick auf die Ataxin-3-Konzentration ist hierbei,
dass ein hdheres Alter bei Mutationstragern meist automatisch mit einer langeren
Disease Duration und, in den meisten Fallen, auch mit einem hoheren SARA-
Score einhergeht. Dennoch sollte dieser Faktor in weiteren Analysen bedacht
und untersucht werden.

Darlber hinaus gibt es zahlreiche lebensstilabhangige Faktoren, die nicht nur
einen Einfluss auf mogliche Folgeerkrankungen oder Komorbiditaten haben (die
ihrerseits Einfluss austben konnen), sondern teils auch kurzfristig direkt als Ein-
flussfaktor fur Laborwerte definiert wurden, weswegen in diesen Fallen ein aus-
reichender Abstand zu Blutentnahmen empfohlen wird. So wurde zum Beispiel

ein Effekt durch Nikotin auf freie Fettsauren untersucht (Kershbaum et al., 1961),
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exzessiver Sport erhoht die Konzentration der Kreatinkinase (Kemmler et al.,
2015), und eine erhdhte Blutalkoholkonzentration ist im Zusammenhang mit der
Veranderung weiterer laborchemischer Parameter wie Hamoglobin, Hamatokrit,
der Anzahl weil3er Blutkorperchen oder Kreatinin beschrieben worden (Kelley et
al., 2021). Um diese Faktoren und einen mdglichen Einfluss auf die Ataxin-3-
Konzentration zu untersuchen sind gezielte Erhebungen der entsprechenden
anamnestischen Parameter und eine Korrelation mit den gemessenen Werten
notwendig. Daruber hinaus konnte in diesem Zusammenhang auch ein Einfluss
dieser Faktoren, zum Beispiel eines langfristigen Alkohol- oder Nikotinkonsums,
auf den Krankheitsverlauf untersucht werden, um in dieser Hinsicht eine gezielte
Beratung fur Mutationstrager anbieten zu konnen. An dieser Stelle wurden bisher
keine signifikanten Zusammenhange entdeckt (Hengel et al., 2022).

Auch ein eindeutiger Zusammenhang zwischen den im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten SNPs und den gemessenen Ataxin-3-Konzentrationen konnte hier
nicht eindeutig festgestellt werden, sodass eine genetische Untersuchung fur die
korrekte Einordnung der Messwerte aktuell nicht notwendig erscheint (siehe Ka-
pitel 3.7). Bei einzelnen festgestellten signifikanten Korrelationen ist weitere For-

schung allerdings notwendig.

Andere praanalytische Einflussfaktoren sind nicht patientenseitig zu beeinflus-
sen, sondern bedurfen einer hochgradigen Standardisierung der Abnahme- und
Transportbedingungen.

Dies beginnt mit der eigentlichen Blutabnahme. Hierflr wurde fir ESMI ein hoch-
standardisiertes Protokoll entwickelt, das die Abnahme- und Verarbeitungsbedin-
gungen festlegt. Es beschreibt hierfur samtliche Schritte von der Punktion bis zur
Asservierung der Proben im Detail und halt zum Beispiel notwendige Zentrifuga-
tionsschritte und Einfriertemperaturen fest (Santana et al., 2023). Dadurch wurde
fur die Entnahmen der Proben innerhalb der ESMI-Kohorte eine hohe Standardi-
sierung erreicht, die auch auf zukunftige Probenentnahmen fur ahnliche Zwecke
angewendet werden kann und sollte, um ein moglichst hohes Mal3 an Vergleich-
barkeit Gber alle an der Probensammlung beteiligten Zentren zu erreichen. Dazu

tragt auch die Tatsache bei, dass die Messung der Ataxin-3-Konzentration in
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PBMCs erfolgte. Dies erlaubt, im Vergleich zur Messung der Konzentration in
Medien wie Liquor oder Nervengewebe, eine gering-invasive Gewinnung der
Proben im Rahmen einer einfachen vendsen Blutentnahme, die im Allgemeinen
mit einem geringen Risiko verbunden ist und ebenfalls gut standardisiert werden
kann (lalongo & Bernardini, 2016).

Fir die Gewinnung der PBMC-Proben aus dem abgenommenen Blut wurden im
in Kapitel 2.2.11 dargestellten Protokoll Cell preparation Tubes (CPT) verwendet.
Diese beinhalten ein Trennmedium, welches erlaubt, rote Blutzellen von den zu
untersuchenden Zellen effektiv zu trennen (Puleo et al., 2017). Dies wurde spe-
ziell fr PBMCs bereits mehrfach getestet und fur effektiv befunden (Chen et al.,
2020; Grievink et al., 2016; Linggi et al., 2023). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
ein Vergleich zwischen Proben, die Uber eine gewisse Dauer in verschiedenen
Probenentnahmerdéhrchen gelagert wurden, durchgefuhrt. Hierbei zeigten sich
zwischen den laut Protokoll fur die Patientenproben verwendeten CPT-Tubes,
sowie den ebenfalls getesteten CPDA-R6hrchen, welche in einem friheren EU
Konsortium verwendet worden waren (NeurOMICS), teils vergleichbare, teils ent-
gegengesetzte Dynamiken durch eine langere Lagerungszeit vor Weiterverarbei-
tung der Probe (siehe Kapitel 3.2.4.5). Generell ist fur die in ESMI verwendeten
CPT-Tubes eine Weiterverarbeitung der PBMC-Proben innerhalb von 48 Stun-
den nach Abnahme empfohlen (Linggi et al., 2023). Da die Weiterverarbeitung
der Proben mit notwendigen Zentrifugationsschritten zur Trennung der verschie-
denen Blutkomponenten einhergeht, sollte vor Abnahme das Vorhandensein der
notigen Zentrifugengerate sichergestellt sein (Puleo et al., 2017; Santana et al.,
2023). Da eine vergangene Studie in CPT-Tubes die insgesamt hochsten Mess-
werte zeigte (Gonsior et al., 2021), wurde im Weiteren dieses System verwendet.
Bei der Gewinnung von PBMC-Proben mit dieser Methode kann es bei aller Vor-
sicht und Genauigkeit in der Arbeitsweise dennoch zu einer Verunreinigung der
Proben durch zum Beispiel Erythrozyten kommen. Hamoglobin, welches in Eryth-
rozyten vorhanden ist, ist einer von mehreren bekannten moglichen Absorbern
von Fluoreszenzsignalen (Du Le et al., 2015), sodass eine solche Verunreinigung
mdglicherweise einen Einfluss auf die gemessenen Werte haben kdnnte. Im Rah-

men dieser Arbeit wurde die Anwesenheit von Erythrozyten in den erhaltenen
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Proben stets dokumentiert; diese war allerdings stets minimal und es wurde ohne
statistische Analyse kein eindeutiger Zusammenhang mit besonders hohen oder
niedrigen TR-FRET-Messwerten festgestellt. Insgesamt empfiehlt es sich den-

noch, dies weitergehend zu untersuchen.

Im Anschluss an die Abnahme und Weiterverarbeitung ist laut Protokoll fur die
PBMC-Proben das Einfrieren bei -80 °C vorgesehen, wie es fur Proben, die im
Rahmen der Analyse von Proteinen verwendet werden sollen, an vielen Stellen
ublich ist. Hierdurch soll die Stabilitat Gber einen langeren Zeitraum hinweg ge-
wahrleistet werden. Teil davon ist auch, eine koharente Kuhlkette auf diesen
Temperaturen wahrend Transporten sicherzustellen, und diese zum Beispiel mit
ausreichend Trockeneis zu versorgen, wodurch eine Temperatur von -78,5 °C, in
manchen Fallen durch Sublimierung auch darunter liegend, erreicht werden kann
(Mei et al., 2020). Dass eine unsachgemalie Behandlung der Proben wahrend
des Transports einen entscheidenden Einfluss auf die Material- und damit die
Analysequalitat haben kann, ist im Rahmen dieser Arbeit mit den aus Brasilien
kommenden Proben dargestellt worden (siehe Kapitel 3.2.2). Neben der eigent-
lichen Lagerungstemperatur kdnnen allerdings auch wiederholte Frier-Auftau-
Zyklen eine Probenbelastung darstellen und damit die Stabilitat der zu untersu-
chenden Proteine beeinflussen (Deutscher, 2009; Simpson, 2010). Es empfiehlt
sich daher, auch in den teils komplexen Pipettierprozessen der TR-FRET-Analy-
sen, stets eine Abwagung zwischen erneutem Einfrieren und der kurzfristigen
Aufbewahrung bei héheren Temperaturen zu treffen, gegebenenfalls mehrere
Aliquots einer Probe herzustellen, und jeden notwendigen Auftau- oder Einfrier-
vorgang moglichst schonend und schnell zu gestalten (Deutscher, 2009). Dar-
Uber hinaus sollte die Anzahl der Vorgange dokumentiert werden, um dies in die
Bewertung der Probenqualitat einbeziehen zu kénnen.

Dennoch sollten auch dartber hinaus weitere Malinahmen ergriffen werden, um
zu gewahrleisten, dass die Proben intakt und analysefahig bleiben. Dazu gehort
unter anderem eine ausreichend hohe Konzentration an Protein in einer aufbe-
wahrten Probe; hierflr wird generell eine Proteinkonzentration von mindestens 1

mg/ml empfohlen. Dadurch sollen unter anderem probenverandernde Einflusse,
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zum Beispiel durch Kontamination oder die Absorption von Oberflachen in Auf-
bewahrungsgefalen, minimiert werden (Deutscher, 2009; Simpson, 2010). Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Menge an bendtigtem Lysepuffer fur ein Zellpel-
let von dessen subjektiv empfundener GroRe abhangig gemacht, wodurch in den
meisten Fallen eine Proteinkonzentration von etwa 1 bis 10 mg/ml in den finalen
Homogenaten erreicht wurde. Im Anschluss an die Messungen wurden entspre-
chende Proteinverdinnungen fur die TR-FRET-Messung hergestellt und fur die
weiteren Untersuchungen bei -80 °C aufbewahrt. Diese waren aufgrund der tech-
nischen Besonderheiten des TR-FRETs in ihrer Konzentration unter den emp-
fohlenen 1 mg/ml; aufgrund der Gefahr fir die Probenqualitat durch wiederholtes
Auftauen und Einfrieren wurde dieses Vorgehen dennoch bevorzugt.

Neben den generellen Best Practice-Regeln im Umgang mit Proteinproben sind
aulRerdem die Besonderheiten im Zusammenhang mit Ataxin-3 zu beachten. Es
wurden unter anderem mehrere Isoformen des Proteins beschrieben, die durch
alternatives Splicing sowie ein mogliches Stopp-Codon (siehe auch Kapitel 1.7.1)
entstehen. Diese sind jeweils mit unterschiedlichen physiologischen und auch
pathophysiologischen Eigenschaften ausgestattet (Weishaupl et al., 2019). Au-
Rerdem liegen im Rahmen der SCA3 sowohl Wildtyp- als auch expandierte For-
men des Proteins vor; im Falle einer heterozygoten Mutation auch gleichzeitig.
Im Rahmen dieser Arbeit zeigten sich bei den aus Brasilien stammenden, deut-
lich degradierten Proben insgesamt niedrigere Messwerte im TR-FRET bei Be-
stimmung mittels der Antikdrperkombination mit 1C2 im Vergleich zu der mit
MWH1. Dies konnte verschiedene Ursachen haben. So erfasst MW1 ein groReres
Spektrum an verschiedenen Glutaminlangen des Ataxin-3, welches auch, aber
nicht nur die mutierte, expandierte Form beinhaltet (Ko et al., 2001), sodass sich
hier generell hdhere Werte ergeben konnten. Dies zeigt sich auch in den regular
gemessenen Proben der ESMI-Kohorte (siehe Kapitel 3.5). Allerdings gehen die
Messwerte der Antikorperkombination mit 1C2 in den degradierten Proben fast
vollstandig gegen null, waren also so gut wie nicht mehr nachweisbar, was im
Vergleich zu zwar geringen, aber gemessenen Werten der Kombination mit MWA1
dennoch auffallig war. Hierdurch entsteht der Verdacht, dass expandiertes Ata-

xin-3 moglicherweise empfindlicher gegenuber den hier stattfindenden
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Degradationsprozessen ist als das korrespondierende Wildtyp-Protein. Hier
wurde allerdings in der Vergangenheit das Gegenteil gezeigt: In bisherigen Un-
tersuchungen fuhrte die PolyQ-Expansion zu einer Verlangerung der Halbwerts-
zeit von Ataxin-3 (Weishaupl et al., 2019). Alternativ ist zu diskutieren, ob die
unsachgemafRe Behandlung der Proben wahrend des Transports zu Verande-
rungen gefuhrt hat, die das expandierte Ataxin-3 aus anderen Grinden nicht
mehr zuganglich fur die Messung mittels 1C2 macht. So ist der TR-FRET-Immu-
noassay in der hier durchgefuhrten Form zum Beispiel priméar in der Lage, gelos-
tes Protein zu erkennen (Paganetti et al., 2009), sodass eine mogliche Ursache
hierflr zum Beispiel eine Aggregatbildung sein kénnte. Dies sollte weiterfuhrend
untersucht werden.

Insgesamt ist daher bei teils ungewissen Einflussfaktoren eine hohe Standardi-

sierung der Transport- und Prozessierungsbedingungen unabdingbar.

Im Anschluss an eine standardisierte Probenentnahme unter Bedingungen, die
moglichst viele der nicht-krankheitsspezifischen Einflussfaktoren eliminieren,
steht die eigentliche Probenanalyse und Messung.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Konzentration von Ataxin-3 in PBMCs mittels
TR-FRET gemessen. Hierbei handelt es sich, wie in Kapitel 1.6 beschrieben, um
eine mittlerweile gut etablierte, sensitive und einfache Methode mit dadurch ho-
hem Durchsatz und einfacher Reproduzierbarkeit (Bidinosti et al., 2012). Den-
noch sind Analysen von gewissen Fallstricken Uber die bereits beschriebenen bei
der Vorbereitung hinaus begleitet.

Generell handelt es sich bei der Messung von Proteinkonzentrationen mittels TR-
FRET in PolyQ-Erkrankungen um eine bereits etablierte Methodik. Besonders
gut untersucht und bereits langer verwendet ist diese zum Beispiel im Zusam-
menhang mit Chorea Huntington (Paganetti et al., 2009). Auch hier wurde bereits
das der Krankheit zugrundeliegende Protein, in diesem Fall Huntingtin, in PBMCs
gemessen (Moscovitch-Lopatin et al., 2013). Hierdurch kann davon ausgegan-
gen werden, dass die zellulare Umgebung in PBMCs, zum Beispiel der dort vor-
handene pH-Wert, sowie die ebenfalls dort ausgepragten Proteine oder weitere

Biomolekule, die eventuell ein Signal beeinflussen konnten, mit der Messung
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eines Zielproteins mittels TR-FRET kompatibel sind. Eine Ubertragung der Me-
thodik auf SCA3 lag daher nahe und ist bereits erfolgt und etabliert (Gonsior et
al., 2021; Nguyen et al., 2013). Durch die bereits etablierte Methodik ergeben
sich allerdings auch Hinweise auf mogliche Schwierigkeiten bei der Analyse so-
wie verschiedene Einflussfaktoren auf diese, die es zu beachten gilt.

Um mdglichst aussagekraftige Messwerte in einer multizentrischen Studie zu er-
halten, ist es fur die Methodik des TR-FRET essentiell, passende Konzentratio-
nen zwischen den einzelnen Antikorpern und den zu untersuchenden Proben zu
wahlen. Dies ist essentiell, da es bei zu hoch gewahlten Konzentrationen der
Antikdrper durch ungebundene Molekile zu einem erhdhten, unspezifischen Hin-
tergrundsignal kommen kann, das die Messwerte verfalscht (Paganetti et al.,
2009). Bei zu niedrig gewahlten Antikdrperkonzentrationen im Vergleich zur zu
messenden Proteinmenge kann es ebenfalls zu fehlerhaften Messungen durch
den sogenannten Hook-Effekt kommen (Ross et al., 2020). Wenn sich die an die
Antikorper gebundenen Donor- und Akzeptorfluorophoren auf verschiedene Pro-
teine verteilen, kommt es nicht zu einer Energieubertragung und damit auch nicht
zu einem messbaren Signal. Insgesamt entstehen hierdurch daher falsch nied-
rige Messwerte. Dies konnte, wenn dieser Effekt nicht bedacht und damit nicht
bertcksichtigt wird, moglicherweise sogar den Einsatz weiterhin erhéhter Pro-
teinkonzentrationen bewirken, wodurch ein sich selbst verstarkender Fehler ent-
stehen konnte. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen wur-
den innerhalb der Arbeitsgruppe von Dr. med. Kathrin Gonsior und Dr. med. dent.
Gabriele Anna Kaucher etabliert (Gonsior et al., 2021) und weitergegeben, soll-
ten allerdings regelmafig durch die Verwendung von Positivkontrollen gegenkon-
trolliert werden. Eine Verdunnungsreihe jeder Probe anzusetzen um die gemes-
senen Werte intern gegenzuprifen war aufgrund der limitierten Probenmenge im
Rahmen dieser Arbeit nicht moglich. Dies sollte allerdings gegebenenfalls selek-
tiv wiederholt werden, um insbesondere bei neu erhaltenen Antikdrperaliquots
eine zuverlassige Reproduzierbarkeit sicherzustellen. Insbesondere konnte dies
eine Rolle spielen, wenn in einer Probe deutlich hohere spezifische Messwerte
erwartet werden, zum Beispiel als Differenz zwischen Kontrollprobanden und Mu-

tationstragern.
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Auch bei ausreichender Validierung der Messwerte gibt es darUber hinaus wei-
tere mogliche Einflussfaktoren auf die TR-FRET-Messwerte, die im Folgenden
betrachtet werden und im Rahmen dieser Arbeit so gut wie moglich eliminiert
wurden.

So wurde eine von der Lange der PolyQ-Region abhangige Temperaturempfind-
lichkeit der TR-FRET-Messwerte fur Huntingtin beschrieben (Cui et al., 2014).
Hierbei zeigten sich die Messwerte bei einer Inkubationstemperatur von 4 °C ho-
her als bei Raumtemperatur. Die Tatsache, dass es sich sowohl bei HD als auch
bei SCA3 um PolyQ-Erkrankungen handelt, lasst einen ahnlichen Effekt fur die
Bestimmung von Ataxin-3 zumindest vermuten, auch wenn die Ubertragbarkeit
aufgrund der unterschiedlichen Proteinstruktur nicht selbstverstandlich gegeben
ist. Dies wurde im Rahmen der Dissertation von Dr. med. dent. Anna Gabriele
Kaucher getestet. Hier zeigten sich hdhere Messwerte bei einer Inkubation bei
4 °C im Vergleich zu Raumtemperatur und darUber hinaus stabilere Ergebnisse.
Der Inkubationsschritt im Rahmen der Vorbereitung der Messung (siehe Kapitel
2.2.14) wurde daher im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls bei 4 °C durchgefuhrt.
In der Literatur gibt es bisher uneindeutige Antworten auf die Fragestellung, ob
im Rahmen des TR-FRET-Immunoassays ein sogenannter Kanteneffekt vorliegt,
ob also Proben, die am Rand der Platte liegen, grundsatzlich héhere oder nied-
rigere Messwerte aufweisen. Es wird sowohl beschrieben, dass weder ein Kan-
teneffekt, noch eine Varianz der Ergebnisse durch das Vertauschen von Wells
festgestellt werden konnte (Bidinosti et al., 2012), als auch, widersprichlich dazu,
dass kleine, aber signifikante Kanteneffekte gefunden wurden (Paganetti et al.,
2009). Untersuchungen von Dr. med. dent. Anna Gabriele Kaucher im Rahmen
ihrer Doktorarbeit suggerieren, dass Plattenverteilungseffekte vor allem durch
lange andauernde Pipettiervorgdnge bei Raumtemperatur und damit unter-
schiedliche Inkubationszeiten entstehen. Es wurde daher fur die hier durchge-
fuhrten Messungen stets die gesamte Platte fur Messungen verwendet, und statt-
dessen ein Fokus auf moglichst kurze Pipettierzeiten gelegt und auf Eis pipettiert,

um eine vorsichtige Kihlung wahrend des Vorgangs zu gewahrleisten.
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An der Verarbeitung und Analyse der Proben der ESMI-Kohorte arbeiteten ins-
gesamt 4 Doktorand*innen mit. Jede Probe wurde dabei einmalig als Duplikat
gemessen; diese Messungen wurden allerdings zwischen den verschiedenen
Doktorand*innen verteilt, sodass am Ende fur jede Probe genau ein Messwert
vorlag.

Bei Betrachtung der Ergebnisse zeigte sich eine so bisher nicht festgestellte Auf-
falligkeit: Wenn die Ergebnisse nach Untersucher*in gruppiert und analysiert wur-
den, waren die daraus gezogenen Schlusse teils unterschiedlich. So ergab sich
fur manche Untersucher*innen ein signifikanter Unterschied zwischen den Mess-
werten von Kontrollprobanden, praataktischen und ataktischen Mutationstragern,
der sich, analysierte man lediglich die von anderen Untersucher*innen gemesse-
nen Proben, nicht zeigte. Darlber hinaus stellten sich die Messwerte der Kon-
trollprobanden zwischen den verschiedenen Untersucher*innen teils signifikant
unterschiedlich dar. Mdgliche Ursachen fir diese Unterschiede sind die Kohor-
tenstarke, die Zusammensetzung der Kohorte oder der/die Untersuchende.

In Hinblick auf die Kohortenstarke gab es Unterschiede in der Anzahl der jeweils
gemessenen Proben. So zeigten sich die dargestellten Gruppen teilweise halb
beziehungsweise doppelt so grof3, sodass bei teils kleinen Kohortengroéf3en die
Aussagekraft der Analyse mit Vorsicht zu genielden ist. Ein Einfluss der Zusam-
mensetzung der Kohorte in Hinblick auf das biologische Geschlecht erscheint
zunachst unwahrscheinlich, da die Analysen im Rahmen dieser Arbeit keinen
Hinweis auf eine geschlechtsspezifisch veranderte Konzentration der Ataxin-3-
Messwerte ergaben, allerdings kann sie dennoch nicht vollstandig ausgeschlos-
sen werden. Ein Einfluss durch zum Beispiel einen systematisch hoheren SARA-
Score erscheint insbesondere im Rahmen der Kontrollgruppe unwahrscheinlich,
sollte allerdings fur die Messungen innerhalb der ataktischen Mutationstrager in
Erwagung gezogen werden.

Um einen Einfluss durch den/die Untersucher*in moglichst gering zu halten,
wurde innerhalb der Arbeitsgruppe standardmafig jede Probe als Duplikat Seite
an Seite gemessen und der Mittelwert der beiden Messungen bestimmt. Darlber
hinaus wurde die Abweichung der beiden Messungen zueinander berechnet und,

wenn diese mehr als 10% betrug, ein signifikanter Pipettierfehler angenommen,
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der zum Verwerfen des Messwertes und einer erneuten Bestimmung fuhrte. Die
Messmethoden wurden innerhalb der Arbeitsgruppe in detaillierten, standardi-
sierten Protokollen festgehalten und es bestand stets ein enger Austausch uber
die exakte Durchfihrung, sodass systematische Unterschiede in den stattgefun-
denen Prozessen als so unwahrscheinlich wie méglich gesehen werden, auch
wenn sie bei aller Vorsicht nie vollstandig ausgeschlossen werden konnen. Es ist
daher bei weiteren Untersuchungen eine maschinelle Automatisierung der Pro-
zesse zu empfehlen, um damit einhergehend eine hohere Prazision der hoch-
sensitiven Methode zu erreichen.

Daruber hinaus kénnten weitere, bisher noch nicht bedachte Einflussfaktoren
eine Rolle spielen, die nur durch weiteren Austausch, regelmafdige Analysen und
ein andauerndes kritisches Hinterfragen des eigenen Tuns erkannt und behoben
werden kénnen. Dies hebt auRerdem die Wichtigkeit eines effizienten und zuver-
lassigen Datenmanagements in grofld angelegten Projekten, an denen mehrere

Menschen gleichzeitig und / oder nacheinander arbeiten, hervor.

In Abbildung 35 wird zusammenfassend dargestellt, welche Einflussfaktoren im
Rahmen dieser Arbeit untersucht wurden und ob sich hier ein statistisch signifi-

kanter Einfluss dargestellt hat.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwar signifikante Unterschiede in der mittels
TR-FRET in PBMCs gemessenen Ataxin-3-Konzentration zwischen Kontrollpro-
banden und Mutationstragern festgestellt; es gelang allerdings nicht, einen klaren
Zusammenhang zu klinischen Parametern herzustellen. Einflussfaktoren, die ei-
nen moglicherweise doch vorhandenen Zusammenhang suggerieren oder ver-
schleiern kénnten, wurden daher diskutiert und teils erstmalig systematisch un-
tersucht. Eindeutige Einflisse in eine bestimmte Richtung durch den Zeitpunkt
der letzten Nahrungsaufnahme oder das biologische Geschlecht der Probanden,
sowie genetische Faktoren oder die Tageszeit, zu der die Messung stattfand,
konnten allerdings nicht nachgewiesen werden; vielmehr suggerieren Analysen
eine Empfindlichkeit der Messergebnisse auf weitere, bisher noch nicht erkannte

Faktoren. Hier sollten weitere Analysen und gegebenenfalls systematische
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Mehrfachmessungen durchgefuhrten werden, um mdgliche Einflisse sicher fest-

zustellen und zu validieren.

Probenvorbereitung patientenseitig

biologisches Geschlecht
Ethnie

. Herkunftszentrum

. Tageszeit der Blutentnahme
. Verwendung von CPT-Tubes : SNP-Auspragungen
= : <-> andere Abnahmesysteme Zeitpunkt der letzten
| Praanalytlkl . durchgehende Kuhlkette Nahrungsaufnahme

................................................ Ataxin-3- |
Messwerte

Untersuchende Person
Plattenverteilungseffekte
Inkubationstemperatur
Tageszeit der Messung

Analytik

TR-FRET

im Rahmen dieser Arbeit untersucht und Einfluss festgestellt:
:im Rahmen dieser Arbeit untersucht und kein Einfluss festgestellt:
; im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht:

Abbildung 35: Zusammenfassende Darstellung der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Einfluss-
faktoren auf die TR-FRET-Messwerte. Dargestellt sind dariiber hinaus mégliche weitere Einflussfak-
toren, die entweder im Rahmen anderer Studien bereits untersucht wurden oder fiir eine Validierung
des Biomarkers weitergehend erforscht werden soliten.

Daruber hinaus sollten weitere Moglichkeiten der Messung oder Alternativen fur
einen Biomarker diskutiert werden.

Wie bereits erlautert, liegt Ataxin-3 im menschlichen Koérper in verschiedenen
Isoformen vor, mit jeweils unterschiedlichen physiologischen und
pathophysiologischen Eigenschaften (Weishaupl et al., 2019). Daruber hinaus
wurde festgestellt, dass verschiedene Transkripte im Gewebe des Cerebellums
in anderen Konzentrationen vorkommen als in Blutzellen oder teils Uberhaupt
nicht oder nur in einem Teil der untersuchten Probanden nachgewiesen werden

konnen (Raposo et al., 2023). Dies wirft die Fragestellung auf, ob die
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Bestimmung der Ataxin-3-Konzentration in einem anderen Gewebe als PBMCs
mdglicherweise aussagekraftiger ist. Dieser Versuch wurde fur die TR-FRET-
Messung bereits durchgefuhrt; hierbei konnte in Plasma und Liquor aufgrund zu
niedriger Ataxin-3-Konzentrationen kein Protein nachgewiesen werden. In
Fibroblasten, induzierten pluripotenten Stammzellen und Hirngewebe gelang
mittels des hier durchgefuhrten TR-FRETs ein Proteinnachweis (Gonsior et al.,
2021). Insbesondere letzteres ist dabei aber auf eine Verfugbarkeit post mortem
beschrankt, sodass es sich fur die Diskussion als Biomarker nicht eignet. Fur die
Messung in Liquor wird eine sensitivere Methode als der TR-FRET bendtigt. In
dieser Hinsicht hat sich fur andere Zwecke zunehmend eine Analyse mittels
Single Molecule Arrays (Simoa) etabliert; eine Methode, mit der
Probenkonzentrationen bis zu 14 fg/ml nachgewiesen werden konnen (Rissin et
al.,, 2010). Eine weitere Alternative stellt die Singulex-Methode dar, eine
Einzelmolekul-Zahltechnologie (single molecule counting, SMC), mit der
ebenfalls sehr geringe Proteinmengen nachgewiesen werden konnen. Hiermit
konnte bereits ein quantitativer Nachweis von Ataxin-3 in Liquor und Plasma
erzielt, sowie eine Korrelation mit klinischen Parametern festgestellt werden. Eine
Schwierigkeit bei Liquor im Vergleich zu Plasma stellt allerdings dennoch die
erhdhte Invasivitat der Probengewinnung im Vergleich zu einer vendsen
Blutenthnahme dar, was insbesondere bei zunehmend schwer kranken Patienten
eine idealerweise zu vermeidende Belastung bedeutet. Allerdings haben die
zuvor diskutierten und untersuchten Einflussfaktoren auch fur alternative
Untersuchungsmethoden eine Relevanz und sollten daher in madgliche
Uberlegungen mit einbezogen sowie die hier erzielten Ergebnisse auf
Ubertragbarkeit Gberpriift werden.

Ein alternativer, viel versprechender Biomarker stellt, wie bereits in Kapitel 1.4
erlautert, NfL dar. Im Falle von axonalen Schaden, zum Beispiel im Rahmen einer
neurologischen Erkrankung, kommt es zu einem Anstieg der NfL-Konzentration
im Liquor (Gaetani et al., 2019). Eine Korrelation der Liquor- und Serumkonzent-
ration von NfL konnte bereits nachgewiesen werden (Khalil et al., 2018, 2020),
was fur eine geringere Invasivitat der nétigen Untersuchung spricht. Da es sich

bei Ataxin-3 um eine neurodegenerative Erkrankung handelt, wird die NfL-
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Konzentration im Plasma auch in diesem Rahmen bereits diskutiert und unter-
sucht. Bisher zeigten sich Unterschiede in der gemessenen Konzentration zwi-
schen Mutationstragern und Kontrollen sowie praataktischen Mutationstragern
und Kontrollen, und dariber hinaus eine Korrelation mit klinischen Parametern
wie dem SARA-Score (Faber et al., 2023; Garcia-Moreno et al., 2022; Q.-F. Li et
al., 2019). Wie bereits in Kapitel 1.4 dargestellt wurde dariber hinaus eine mog-
liche Vorhersagekraft fur das Ausmald des Volumenverlusts im Cerebellum und
einer Verschlechterung klinischer Scores durch die Plasma-NfL-Konzentration
untersucht und festgestellt (Coarelli et al., 2021; Q.-F. Li et al., 2019). Allerdings
weist auch dieser, bisher vielversprechende Biomarker bereits bekannte Limita-
tionen auf. Zum einen ist NfL ein Marker axonaler Degeneration und damit nicht
krankheitsspezifisch (Yang et al., 2022), was die zunehmende Entdeckung und
der Versuch der Nutzbarmachung fur eine Vielzahl neurologischer Erkrankungen
erklart. Im Falle von Komorbiditadten kdme es hierbei daher zu deutlichen Ein-
schrankungen der Nutzung, und auch zur Stellung von Erstdiagnosen ist NfL da-
mit nicht geeignet. Weitere Einflussfaktoren, zum Beispiel durch den Body Mass
Index (BMI), das Alter der Probanden und deren Gesamtmenge an Blut ist bereits
vorbeschrieben worden (Yang et al., 2022). Die vielfache mogliche Nutzbarkeit
ist an dieser Stelle allerdings ein Vorteil und erdffnet ein deutliches groeres Pro-
bandenfeld zur Untersuchung weiterer moglicher Einflusse in der Praanalytik und
Analytik; etwas, was fur Ataxin-3 durch die Seltenheit der Erkrankung limitiert ist.

Bisher ergibt sich weder im Rahmen dieser Arbeit noch aus den hier zitierten
Untersuchungen und Studien genau ein umfassender, allzeit gultiger Biomarker
fur die SCA3. Bereits langer ist auch beschrieben, dass die Konzentration von
|6slichem mutiertem Ataxin-3 mit Fortschreiten der Erkrankung abnimmt (Nguyen
et al., 2013). Bisherige Untersuchungen suggerieren daher die Notwendigkeit ei-
ner Stadien-abhangigen Betrachtung und Analyse moglicher Biomarker (Faber
et al., 2023).

Zu guter Letzt muss bei jedem in der Forschung befindlichen Biomarker die Frage
gestellt werden, ob es sich hierbei um einen Marker handelt, der tatsachlich eine

klinische Relevanz darstellt, oder lediglich ein laborchemisches Phanomen ohne
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Einfluss auf das Wohlbefinden eines Patienten. Dies wurde im Rahmen dieser
Arbeit versucht, in dem samtliche Parameter mit dem SARA-Score, der die atak-
tische Symptomatik eines Patienten erfasst (Schmitz-Hubsch et al., 2006), kor-
reliert wurden. Daruber hinaus ist es mdglich, dass Patienten unter einzelnen der
dort festgestellten Symptome mehr oder weniger leiden kénnen und der Score
keine Faktoren der subjektiven Lebensqualitat bertcksichtigt. So wurde bereits
festgestellt, dass in einer nicht zu vernachlassigenden Anzahl der Falle der ob-
jektiv bestimmte SARA-Score nicht mit dem Ubereinstimmt, was von Patienten
als am Hinderlichsten an ihrer Erkrankung empfunden wird (Maas & van de War-
renburg, 2021), sodass hinterfragt werden sollte, ob eine Verbesserung des
SARA-Scores beziehungsweise eines dadurch validierten und bestimmten Bio-
markers mit einer Verbesserung von patientenseitig relevanten Faktoren einher-
geht.

Die Gultigkeit und Validierung eines Biomarkers ergibt sich damit abhangig dar-
aus, wofur er verwendet werden soll. Die Untersuchung einer moglichen Erkran-
kungsprogression konnte sich auf Marker wie das hier untersuchte Ataxin-3 so-
wie NfL berufen und klinische Scores mit einbeziehen. Eine Erstdiagnose dage-
gen kann uber den Nachweis der Expansion des CAG-Repeat-Trakts erfolgen,
wobei diese nur einen Hinweis auf den Erkrankungsbeginn und -verlauf geben
kann und nicht dber mogliche Zusatzsymptome. Fur Eintreten und Verlauf der
Erkrankung konnen moglicherweise NfL oder die diskutierte Bildgebung hinweis-
gebend sein, sowie genetische Faktoren eine Rolle spielen. Fiir die Uberwa-
chung mdoglicher Therapien kdnnen daher je nach Therapieziel verschiedene
Marker eine Rolle spielen — von der Messung von NfL oder bildgebenden Ver-
fahren fur die Beurteilung des Absterbens von Neuronen bis hin zur Messung der
Ataxin-3-Konzentration, sollte das Ziel darin liegen, die Menge an Ataxin-3 zu
reduzieren. Zur Beurteilung der sinnvollen ZielgroRen ist dabei ebenfalls noch
weitere Forschung notig, um eine Signifikanz fur den Krankheitsverlauf sowie

eine mogliche Vorhersagekraft adaquat zu beurteilen.
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5 Zusammenfassung

Bei der Spinocerebellaren Ataxie Typ 3 (SCA3) handelt es sich um eine seltene
neurodegenerative Erkrankung, die autosomal dominant vererbt wird. Sie wird
ausgeldst durch die Expansion eines CAG-Repeats im ATXN3-Gen, wodurch es
zu einer Expansion eines Polyglutamintrakts im korrespondierenden Ataxin-3-
Protein kommt. Der genaue Pathomechanismus ist aktuell noch Gegenstand wei-
terer Forschung. Klinisch geht die SCA3 einher mit einer Varianz an neurologi-
schen Symptomen, insbesondere einer progredienten Ataxie.

Bisher existiert keine kurative Therapieoption fur die SCA3; bisherige Therapie-
ansatze konzentrieren sich auf eine Linderung der Symptome und den Versuch,
den Krankheitsprogress zu verringern. Aufgrund des progredienten Verlaufs mit
einer hohen Einschrankung der Lebensqualitat und einer Verkurzung der Le-
benserwartung ist eine kurative Therapie weiterhin Ziel der aktuellen Forschung.
Hierfir sind adaquate, prazise und objektive Biomarker erforderlich, um eine
Uberwachung des Krankheitsverlaufs und -fortschreitens und damit eine Beurtei-
lung einer mdglichen Therapiewirksamkeit zu ermoglichen. In bisherigen klini-
schen Forschungsreihen wurden hierfur zum Beispiel klinische Scores wie der
SARA-Score verwendet. Dieser ist allerdings tagesformabhangig und bendtigt,
wenn er als Endpunkt einer Studie verwendet wird, eine hohe Anzahl an Teilneh-
mern, um ein signifikantes Ergebnis zu erzielen, was aufgrund der Seltenheit der
zugrunde liegenden Erkrankung ein Problem im Studiendesign und der -durch-
fuhrung darstellt.

Es wird daher nach alternativen Biomarkern flr die SCA3 gesucht. Hierflr ist
bereits seit langerem die in mononuklearen Zellen des peripheren Bluts (peri-
pheral blood mononuclear cells, PBMCs) gemessene Ataxin-3-Konzentration im
Gesprach. Fur diese existiert ein etablierter TR-FRET-Immunoassay, eine hoch-
sensitive Methode zur Bestimmung der Menge spezifischer Proteine mittels An-
regung und Messung von Fluoreszenzsignalen, der auch im Rahmen dieser Ar-
beit verwendet wurde. Verwendet wurden PBMC- und DNA-Proben aus zwei be-
reits beschriebenen SCA3-Kohorten: Eine wurde im Rahmen des ESMI-Projekts
innerhalb von Europa rekrutiert, die zweite im Rahmen der BIGPRO-Studie in

Brasilien.
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Fir die Etablierung eines Biomarkers ist die Kenntnis weiterer beeinflussender
Faktoren neben der angestrebten Zielgrole essentiell. Daher wurden im Rahmen
der Evaluation der Ataxin-3-Konzentration als Biomarker fur die SCA3 in dieser
Arbeit verschiedene Einflussfaktoren untersucht. Hierzu gehorten verschiedene
fur andere Biomarker und laborchemische GroRRen bereits als relevant identifi-
zierte Einflussfaktoren. Auf Patientenseite betrachtet wurde das biologische Ge-
schlecht, der Zeitpunkt der letzten Nahrungsaufnahme, sowie verschiedene im
Zusammenhang mit SCA3 als relevant beschriebene Polymorphismen (SNPs).
Da die Proben der BIGPRO-Kohorte aus Brasilien kamen und aufgrund des Zu-
stands, in dem sie in unserem Labor eintrafen, berechtigte Zweifel an der Einhal-
tung der Kiuhlkette wahrend des Transports bestanden, konnte im Rahmen der
Praanalytik auch dieser Einflussfaktor und damit die Wichtigkeit einer einheitli-
chen Probenverarbeitung und -aufbereitung beurteilt werden. Zu guter Letzt wur-
den Einflussfaktoren der Analytik, namentlich die Tageszeit, zu der die Messung
durchgefuhrt wurde, sowie ein moglicher Einfluss durch die Person, die die Mes-
sung durchfuhrte, untersucht.

Unter diesen Analysen zeigte sich ein signifikanter Einfluss durch die Person, die
die Messung durchfuhrte, sowie ein Einfluss durch die nicht eingehaltene Kuhl-
kette im Rahmen des Transports, die zu einer Nicht-Beurteilbarkeit der Proben
der BIGPRO-Kohorte fuhrte. Die Ubrigen untersuchten Faktoren zeigten keinen
signifikanten Einfluss auf die gemessenen Ataxin-3-Konzentrationen. Daruber
hinaus zeigten sich in den Analysen die Korrelationen zwischen den Ataxin-3-
Messwerten und zur Etablierung herangezogenen klinischen Parametern be-
grenzt, wahrend es signifikante Unterschiede zwischen erkrankten Mutationstra-
gern und gesunden Kontrollprobanden gab.

Es empfiehlt sich daher, die Wahl des Biomarkers von der Zielfragestellung ab-
hangig zu machen und die Untersuchung der hier betrachteten moglichen Ein-
flussfaktoren fur andere, aktuell im Gesprach befindliche Biomarker wie bildge-
bende Verfahren oder die Konzentration von Neurofilament-Leichtketten in Blut

und Liquor fortzuflihren.
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