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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die Spinocerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3)

Die Spinocerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3) — auch unter dem Namen Machado-
Joseph-Krankheit (MJD) bekannt — ist eine seltene autosomal dominant vererb-
bare, neurodegenerative Erkrankung, bei der es zur Degeneration des Kleinhirns
und anderer Bereiche des Nervensystems kommt (Bettencourt and Lima, 2011).
Die SCA3 zahlt dabei zu den spat manifestierenden (/afe onset) cerebellaren Ata-
xien, mit einem Erkrankungsbeginn zwischen der dritten und finften Lebensde-
kade (Harding, 1983).

Auf molekulargenetischer Ebene kommt es bei der SCA3 zu einer Expansion ei-
ner CAG-Wiederholungssequenz im Ataxin-3-Gen (ATXN3), wodurch es zu einer
Verlangerung des sogenannten Polyglutaminbereichs (PolyQ-Bereich) im Pro-
teinprodukt Ataxin-3 (ATXN3) kommt (Bettencourt and Lima, 2011).

Damit gehort die SCA3 zu den Polyglutaminerkrankungen (PolyQ-Erkrankun-
gen), zu denen auch die Spinocerebellaren Ataxien der Typen 1, 2, 6, 7 und 17,
sowie die Dentatorubro-Pallidoluysische Atrophie, die Spinale Muskelatrophie
und Chorea Huntington gehoéren (David et al., 1997, Imbert et al., 1996, Koide et
al., 1994, La Spada et al., 1991, MacDonald et al., 1993, Orr et al., 1993, Stevanin
and Brice, 2008, Zhuchenko et al., 1997).

Dieser Krankheitsgruppe wird die Proteotoxizitat der Erkrankungsproteine mit ex-
pandiertem PolyQ-Bereich als gemeinsamer Pathomechanismus zugeschrieben.
Zu den weiteren Gemeinsamkeiten dieser Erkrankungen zahlen aufderdem Anti-
zipation, Instabilitat der Expansion, eine positive Korrelation zwischen CAG-Wie-
derholungsanzahl und klinischer Symptomatik und dementsprechend hochst va-
riable Krankheitsbilder in Abhangigkeit dieser CAG-Wiederholungsanzahl
(Paulson, 2018).

Proteinaggregationen, wie sie bei den PolyQ-Erkrankungen und damit auch bei
SCA3 zu finden sind, gelten als gemeinsamer Mechanismus in der Pathophysio-
logie von neurodegenerativen Erkrankungen und sind somit auch in weit verbrei-
teten Krankheiten wie dem Morbus Alzheimer oder dem Morbus Parkinson zu
finden (Bucciantini et al., 2002, Dickson, 2018, Lane et al., 2018, Paulson, 2018).
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1.2. Geschichte und Epidemiologie

Die ersten Beschreibungen von SCA3-Fallen wurden in den 1970er Jahren pu-
bliziert, wobei die betroffenen Familien alle von der portugiesischen Inselgruppe
der Azoren stammig waren. Die gangige Bezeichnung als ,Machado-Joseph
disease” ruhrt dabei von den Familiennamen Machado und Joseph, die zwei die-
ser Familien fuhrten (Nakano et al., 1972, Rosenberg et al., 1976, Woods and
Schaumburg, 1972). Nachdem zunachst zwischen MJD und SCA3 unterschie-
den wurde, konnte spater gezeigt werden, dass es sich hierbei um dieselbe Er-
krankung handelt (Haberhausen et al., 1995).

Mit der Zeit wurden neben den zuerst publizierten Fallen mit azoreanischem Ur-
sprung auch weitere Falle aus unterschiedlichen anderen ethnischen Gruppen
beschrieben. Der globalen Verbreitung der SCA3 scheint dabei eine Grundermu-
tation zugrunde zu liegen (Gaspar et al., 1996). Eine weltweite Haplotyp-Studie
von Gaspar et al. unter SCA3-Patienten legt nahe, dass diese Grindermutation
in einer portugiesischen Population stattgefunden hat (Gaspar et al., 2001). Mar-
tins et al. unterstutzten mit einer weiteren Haplotyp-Studie diese Annahme und
stellten darUber hinaus die Hypothese auf, dass es bereits deutlich friher ein
Grindermutations-Ereignis in Asien gegeben haben kénnte (Martins et al., 2007).
Weitere Grindermutationen werden unter anderem flr japanische und franzosi-
sche SCA3-Stammbaume vermutet (Endo et al., 1996, Stevanin et al., 1995).
Weltweit liegt die Pravalenz von autosomal dominant vererbten cerebellaren Ata-
xien (ADCA) bei 2,7/100.000 (Ruano et al., 2014). Dabei ist die SCA3 mit einer
relativen Haufigkeit von 20-50 % die am Haufigsten auftretende Erkrankung aus
dieser Gruppe (Hersheson et al., 2012). Diese relative Haufigkeit der SCA3 un-
terliegt jedoch in den unterschiedlichen Landern einer sehr hohen Varianz
(Bettencourt and Lima, 2011). In Deutschland macht die SCA3 42 % aller ADCA-
Falle aus (Schols et al., 1997). Wahrenddessen betragt die relative Haufigkeit der
SCA3 in Portugal 74 % und in Brasilien sogar 93 % (Jardim et al., 2001, Silveira
et al., 1998). In anderen Landern wiederum, wie zum Beispiel in Studafrika oder
in Italien, sind es dagegen unter 4 % (Brusco et al., 2004, Bryer et al., 2003). Die

weltweit hochste Pravalenz der SCA3 lasst sich auf den Azoren finden. Sie
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betragt hier knapp 1/3.500 und erreicht innerhalb der Inselgruppe auf der Insel
Flores mit 1/239 ihren Hochstwert (Bettencourt et al., 2008).

1.3. Das Ataxin-3-Gen und sein Proteinprodukt

Das fur die SCA3 verantwortliche Krankheitsgen konnte auf dem Chromosom
14932.1 lokalisiert werden (Schols et al., 1995, Takiyama et al., 1993). Es handelt
sich um das ATXN3-Gen, welches in der Literatur auch haufig als MJD-Gen be-
ziehungsweise MJD1-Gen bezeichnet wird. Dieses ist 48,2 kb grof3 und besteht
aus 11 Exonen. Durch alternatives Splei3en konnen unterschiedliche Transkripte
entstehen. Die CAG-Wiederholungssequenz befindet sich auf Exon 10 und somit
im codierenden Bereich (Ichikawa et al., 2001). Das CAG-Triplett wiederholt sich
dabei auf gesunden Allelen 12-44mal (Hsieh et al., 1997, Maciel et al., 1995,
Maruyama et al., 1995). Die mRNA des ATXN3-Gens kann in unterschiedlichs-
tem humanem Gewebe nachgewiesen werden, was auf eine ubiquitare Genex-
pression im menschlichen Korper schliel3en Iasst (Ichikawa et al., 2001).

Das Proteinprodukt des ATXN3-Gens ist das gleichnamige ATXN3-Protein, wel-
ches eine Proteinmasse von 40-43 kDa besitzt (Costa Mdo and Paulson, 2012).
Entsprechend den unterschiedlichen moglichen Transkripten des Gens existie-
ren auch mehrere Protein-Isoformen von ATXN3. Diese sind ubiquitar, sowohl in
neuronalem als auch in nicht-neuronalem Gewebe nachweisbar. Auf zellularer
Ebene ist ATXN3 dabei Uberwiegend zytoplasmatisch, aber auch nuklear und
mitochondrial lokalisiert (Paulson et al., 1997, Trottier et al., 1998, Wang et al.,
1997). Der nukleare Import und Export unterliegt dabei einem aktiven Transport-
mechanismus, wofur das ATXN3-Protein zwei nukleare Exportsignale (NES) und
ein nukleares Lokalisationssignal (NLS) beinhaltet (Abb.1), (Antony et al., 2009,
Macedo-Ribeiro et al., 2009).

ATXN3 fungiert in der Zelle als Deubiquitinase, was sich in der Struktur des Pro-
teins widerspiegelt. N-terminal im ATXN3-Protein befindet sich die sogenannte
Josephin-Domane, welche flr die Deubiquitinase-Aktivitat verantwortlich ist
(Satoh et al., 2014). Zur Bindung von poly- oder monoubiquitinierten Proteinen
existieren drei Ubiquitin-interagierende Motive (UIM). Zwei dieser UIMs liegen

zwischen der Josephin-Domane und dem PolyQ-Bereich, das Dritte befindet sich
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C-terminal des PolyQ-Bereiches (Abb.1). Dieses dritte UIM ist allerdings nicht in
allen, durch alternatives Spleilien entstehenden, ATXN3-Isoformen enthalten
(Burnett et al., 2003, Weishaupl et al., 2019).

Ataxin-3
UIM

UM UM
NES NES NLS

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Struktur des ATXN3-Proteins. N-terminal (N)
befindet sich die Josephin-Doméne (griin), die zwei nukledre Exportsignale (NES) beinhaltet.
Zwischen der Josephin-Doméne und dem Polyglutaminbereich (PolyQ, hellblau) befinden sich
zwei Ubiquitin-interagierende Motive (UIM 1 & 2, rot), sowie ein nukleédres Lokalisationssignal
(NLS). C-terminal (C) des Polyglutaminbereichs liegt ein drittes Ubiquitin-interagierendes Motiv
(UIM 3, rot), welches allerdings nicht in allen Isoformen des ATXN3-Proteins enthalten ist (modi-
fiziert nach Durcan and Fon, 2013, McLoughlin et al., 2020).

ATXNS scheint mit seiner Deubiquitinaseaktivitat eine wichtige Rolle im Ubiquitin-
Proteasom-System zu spielen (Burnett et al., 2003). Unter anderem ist ATXN3
fur die Deubiquitinierung von Beclin-1 verantwortlich. Dieses Protein ist ein
wichtiger Autophagie-Initiator. Durch die Deubiquitinierung kommt es zu einem
verringerten  Abbau von Beclin-1  und damit zur vermehrten
Autophagosombildung. Die Interaktion mit Beclin-1 wird dabei mal3geblich vom
PolyQ-Bereich und dessen Lange beeinflusst. Somit reguliert ATXN3 Uber seine
Deubiquitinaseaktivitat die  Autophagie  (Ashkenazi et al.,, 2017).
Interessanterweise ist ATXN3, wenn es abgebaut wird, selbst ein Substrat der
Autophagie (Nascimento-Ferreira et al., 2011).

Dartber hinaus existieren weitere Funktionen, die ATXN3 zugeschrieben
werden. So wurde eine Interaktion des ATXN3 mit dem Valosin-containing
protein (VCP/p97) nachgewiesen (Laco et al., 2012a). Das VCP/p97 fungiert als
ein wichtiger Faktor in der Endoplasmatisches Retikulum assozierte Degradation
(ERAD), einem Protein-Qualitatskontrollsystem, welches fur die Degradation von
missgefalteten Proteinen verantwortlich ist (Hampton, 2002, Kobayashi et al.,
2002). Durch die Bindung von ATXN3 an VCP/p97 wird die Degradation
vermindert und das Level der ERAD-Substrate in der Zelle steigt (Zhong and
Pittman, 2006).
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Aulerdem kommt ATXN3 eine Rolle in der Transkriptionsregulation zu. So kann
ATXN3 mit seinem C-terminalen Teil unterschiedliche Co-Transkriptionsfaktoren
binden, wodurch die durch diese Faktoren vermittelte Transkription herabgesetzt
wird. Mit dem N-Terminus dagegen bindet ATXN3 an Histone und hemmt
dadurch die Acetylierung derselben (Li et al., 2002). Eine Funktion von ATXNS3 in
der Transkriptionsregulation sei — weil fur die moglichen Pathomechanismen der
SCA3 relevant - besonders erwahnt: Bei oxidativem Stress bindet ATXN3 an den
Transkriptionspromotor des Gens fur die Superoxiddismutase 2 (SODZ2), einem
antioxidativem Enzym und sorgt damit flr eine vermehrte Expression dieses
Gens (Araujo et al., 2011). Konsistent zu dieser ATXN3-Funktion ist die
Beobachtung, dass =zellularer Hitzeschock zu einer vermehrten nuklearen
Lokalisation von ATXN3 fuhrt (Reina et al., 2010).

Weiterhin interagiert ATXN3 mit DNA-Reperaturenzymen und scheint zudem fir
die Organisation und Funktion des Zytoskeletts relevant zu sein (Rodrigues et
al., 2010, Wang et al., 2000). Allerdings konnte in Tiermodellen mit ATXN3-
knock-out-Mausen, sowie Caenorhabditis elegans gezeigt werden, dass die
Funktionen von ATXNS3, zumindest bei diesen Spezies, nicht essentiell fur die
Lebensfahigkeit sind (Rodrigues et al., 2007, Schmitt et al., 2007, Switonski et
al., 2011).

1.4. Pathobiologie und -physiologie in der SCA3

Die Pathobiologie und -physiologie der SCA3 ist zum aktuellen Zeitpunkt in ihren
Details noch nicht komplett verstanden (McLoughlin et al., 2020). Im Erkran-
kungsfall wird bei Patienten auf dem mutierten Allel eine Expansion der CAG-
Wiederholungssequenz des ATXN3-Gens von den normalen 12-44 Wiederho-
lungen auf 61-86 Tripletts beobachtet (Hsieh et al., 1997, Maciel et al., 1995,
Maruyama et al., 1995, Zhou et al., 1997). In dem intermediaren Bereich von 45-
60 CAG-Wiederholungen konnten sowohl symptomatische als auch asymptoma-
tische Trager, sowie Trager mit peripher-nervésen, aber ohne zentral-nervose
Symptome gefunden werden, sodass eine unvollstandige Penetranz der Erkran-
kung fur diesen Bereich angenommen wird (Maciel et al., 2001, Padiath et al.,
2005, van Alfen et al., 2001). Diese Annahme deckt sich mit den Beobachtungen
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fur Chorea Huntington, fir die ebenfalls ein intermediarer Bereich an Triplett-Wie-
derholungen mit unvollstandiger Penetranz beschrieben ist (Rubinsztein et al.,
1996).

Fur die SCAS ist bei den betroffenen Familien das Prinzip der Antizipation zu
beobachten. Dies bedeutet, dass die CAG-Expansion einer intergenerationalen
Instabilitat unterliegt, wobei es bei Transmission des mutierten Allels in seltenen
Fallen zu einer Verkurzung, im Mittel aber zu einer Verlangerung der CAG-Wie-
derholungssequenz kommt. Je Ofter sich aber die Triplett-Sequenz auf dem mu-
tierten Allel wiederholt, desto friiher manifestiert sich die Erkrankung klinisch. Mit
zunehmenden Triplett-Wiederholungen tritt also ein immer jungeres Age at onset
(AAO) ein. Zudem &aulert sich eine groRere CAG-Anzahl in einer schwereren
Krankheitssymptomatik. Somit sind nachfolgende Generationen innerhalb einer
erkrankten Familie im Durchschnitt schwerer betroffen (Maciel et al., 1995,
Maruyama et al., 1995, Schmitz-Hubsch et al., 2008a, Takiyama et al., 1995).
Bemerkenswerterweise wird bei der Transmission das expandierte Allel in der
mannlichen Meiose haufiger als das nicht-expandierte Allel weitergegeben. In der
weiblichen Meiose dagegen existiert eine derartige Verzerrung nicht (Ikeuchi et
al., 1996). Zudem unterliegt die intergenerationale Instabilitat in der mannlichen
Meiose einer grofReren Varianz als in der weiblichen Meiose (Takiyama et al.,
1995).

Es konnte gezeigt werden, dass sich durch die Anzahl der CAG-Wiederholungen
nur zwischen 45 % und 62 % des AAO erklaren lasst. Da die von der Lange der
Triplett-Wiederholungen unabhangige Varianz des AAOs innerhalb von Familien
geringer ist als zwischen Individuen aus unterschiedlichen Familien, scheint es
wahrscheinlich, dass sie auf andere genetische Faktoren oder Umwelteinflisse
zuruckzufuhren ist (Akgimen et al., 2020, Schmitz-Hubsch et al., 2008a, van de
Warrenburg et al., 2005). Ein sehr frihes AAO und schwere Krankheitsverlaufe
sind aulderdem auch bei Homozygotie fur eine expandierte CAG-Wiederholungs-
sequenz zu beobachten (Carvalho et al., 2008, Takiyama et al., 1995).

Auf histopathologischer Ebene fuhrt die SCA3 zu einem Neuronenverlust in un-
terschiedlichen Teilen des Gehirns und im Riuckenmark. So sind unter anderem

Cerebellum, Pons, Motorkortex, Substantia nigra, Hirnnerven, Thalamus und
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Subthalamus, sowie viele Faserbahnen betroffen. Auf die funktionellen Systeme
bezogen kommt es damit zur Schadigung von somatomotorischem, oculomoto-
rischem, sensorischem und vestibularem System. (Rub et al., 2013, Yuasa et al.,
1986). Dieser Neuronenverlust hangt direkt mit dem expandierten ATXN3-Pro-
tein zusammen. So konnte gezeigt werden, dass ATXN3 mit verlangertem Po-
lyQ-Bereich in Zellkulturen zu Zelltod mit apoptotischem Phanotyp fuhrt (Ikeda et
al., 1996).

Als weiteres histopathologisches Korrelat der Erkrankung sind in gro3en Teilen
des Gehirns intranukleare Einschlisse zu finden. Diese Inklusionen bestehen
aus Aggregaten der expandierten ATXN3-Proteine und sind offenbar fur die Ma-
nifestierung der Krankheitssymptomatik erforderlich (Bichelmeier et al., 2007,
Paulson et al., 1997). Untersuchungen haben hervorgebracht, dass die Aggre-
gatbildung wohl von einem C-terminalen — den PolyQ-Bereich enthaltenden -
ATXNS3-Spaltprodukt katalysiert wird (Paulson et al., 1997). DaruUber hinaus
scheinen diese C-terminalen ATXN3-Fragmente mit expandiertem PolyQ-Be-
reich zytotoxische Eigenschaften zu haben, was sich in einem Apoptose-Anstieg
im Zellmodell und Neurodegeneration im Tiermodell widerspiegelt (Goti et al.,
2004, Hsu et al., 2017, Yoshizawa et al., 2000). Allerdings spielt wohl nicht nur
das C-terminale ATXN3-Fragment eine fur die Pathogenese relevante Rolle. Im
Zellmodell fuhren auch N-terminale ATXN3-Fragmente zur Aggregatbildung
(Yoshizawa et al., 2001). Diese Aggregate sind jedoch zytoplasmatisch lokali-
siert, sorgen im Tiermodell aber ebenfalls fir Neuronenverlust und Neurodege-
neration (Hubener et al., 2011). Passend dazu kénnen bei SCA3-Patienten ne-
ben den nukledren Einschlusse auch axonale Inklusionen im ZNS nachgewiesen
werden (Seidel et al., 2010).

Eine proteolytische Spaltung von ATXN3 scheint also eine Voraussetzung fur die
Aggregatbildung zu sein, was eine Bestatigung fur die sogenannte Toxisches-
Fragment-Hypothese ist (Haacke et al., 2006). Diese Hypothese wurde zunachst
fur Chorea Huntington aufgestellt und besagt, dass proteolytische Spaltprodukte
des Erkrankungsproteins fur die Bildung von Aggregaten verantwortlich sind
(Rubinsztein, 2002). In ATXN3 wurden mehrere putative Schnittstellen fur die

proteolytische Spaltung durch Enzyme aus der Gruppe der Cysteinproteasen N-
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terminal des PolyQ-Bereichs entdeckt. Dazu gehdren Schnittstellen fur Caspa-
sen und Calpain (Haacke et al., 2007, Weber et al., 2017, Wellington et al., 1998).
Durch die Spaltung an diesen Schnittstellen entstehen ein N-terminales Frag-
ment, welches die Josephin-Domane mit den beiden NES enthalt und ein C-ter-
minales Fragment mit dem PolyQ-Bereich und dem unmittelbar N-terminal davor
liegenden NLS. Durch Trennung von NES und NLS kommt es im Nukleus zur
Akkumulation des C-teminalen Fragments und im Zytosol dementsprechend zur
Ansammlung des N-teminalen Fragments. Folge davon ist dann die Aggregatbil-
dung in beiden Kompartimenten (Abb.2), (Antony et al., 2009, Hubener et al.,
2011).

Zytoplasma

Cysteinprotease

P B B B | (W

NES NES NLS

Abbildung 2: Toxisches-Fragment-Hypothese fiir die Pathogenese von SCA3. Cysteinpro-
tease (schwarzes Dreieck) spaltet ATXN3. Es entstehen daraus ein N-terminales Fragment mit
der Josephin-Doméne (griin) und den zwei nukledren Exportsignalen (NES, orange) und ein C-
terminales Fragment mit dem Polyglutaminbereich (Q, hellblau) und dem nukleéren Lokalisati-
onssignal (gelb). Durch die Trennung von NES und NLS akkumulieren das C-teminale Fragment
im Nukleus und das N-terminale Fragment im Zytosol, was zur Aggregatbildung im jeweiligen
Kompartiment flihrt (modifiziert nach Hubener et al., 2011).

Konsistent zu diesem Pathogenese-Modell ist die Beobachtung, dass die Inhibi-
tion von Calpain im Zellmodell zu einem Stopp der Inklusionsbildung fihrt und im

Tiermodell mit der Blockade von Calpain die neuronale Dysfunktion und
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Neurodegeneration reduziert werden kann (Haacke et al., 2007, Simoes et al.,
2012).

Welche Rolle genau den ATXN3-Aggregaten in der SCA3 zukommt, ist noch
nicht eindeutig geklart (McLoughlin et al., 2020). Letztlich sorgt die Erkrankung
aber flur eine Beeintrachtigung unterschiedlicher Zellfunktionen. So zeigen mit
expandiertem ATXN3 oder dessen Spaltprodukten transfizierte Zellen mito-
chondriale Dysfunktion mit vermehrtem Anfallen von reaktiven Sauerstoffspezies
und einer erhdhten Rate der Mitochondrien-vermittelten Apoptose (Harmuth et
al., 2018, Hsu et al., 2017, Laco et al., 2012b, Tsai et al., 2004). Zudem ist die
Funktion des Endoplasmatischen Retikulums, insbesondere die Antwort auf fehl-
gefaltete Proteine, reduziert (Hubener et al., 2011). Eine weitere Beeintrachti-
gung liegt im zellularen Autophagie-Prozess, welcher fur die Degradation von
ATXNBS relevant ist, vor (Nascimento-Ferreira et al., 2011). In der transkriptions-
regulatorischen Funktion des ATXN3 scheint die Fahigkeit zur Aktivierung der
Genexpression des SOD 2-Gens bei mutiertem ATXNS3 beeintrachtigt, sodass im
Ponsgewebe von SCA3-Patienten eine geringere Expression des SOD2-Gens
gemessen wird (Araujo et al., 2011). AuRerdem gibt es auch Hinweise fur eine
Toxizitat der RNA des expandierten ATXN3-Gens (Li et al., 2008).

1.5. Klinische Symptomatik der SCA3-Patienten

Die Erstmanifestation der Krankheitssymptomatik erfolgt im Durchschnitt zwi-
schen der dritten und funften Lebensdekade mit einem mittleren AAO zwischen
36 und 42 Jahren, wobei eine gro3e Spannweite des AAO von 4-70 Jahren exis-
tiert (Carvalho et al., 2008, Durr et al., 1996, Harding, 1983, Kieling et al., 2007,
Klockgether et al., 1998). Eine Krankheitsmanifestation im frihen Kindesalter
wird bei einer sehr hohen CAG-Wiederholungsanzahl oder Homozygotie fur das
expandierte Allel beobachtet (Carvalho et al., 2008, Zhou et al., 1997). Im Ver-
gleich zu anderen Ataxien zeichnet sich die SCA3 durch einen moderaten Krank-
heitsprogress aus, wobei eine langere Triplett-Sequenz ein Risikofaktor fur eine
raschere Progression darstellt, ein fruihes AAO dagegen keinen signifikanten Ein-
fluss hat (Klockgether et al., 1998).

Das Leitsymptom der SCAS ist die cerebellare Ataxie, welche ein ataktisches



Einleitung

Gangpbild, Dysarthrie und Dysmetrie beinhaltet. Zusatzlich kann eine Vielzahl wei-
terer neurologischer Symptome beobachtet werden, wie zum Beispiel eine ge-
storte Okulomotorik mit Ophthalmoplegie und Blickrichtungsnystagmus, patholo-
gisch veranderte Reflexantworten, Pyramidenbahnzeichen, Amyotrophie,
Dystonie und sensorische Stérungen. Aul3erdem kann sich die Erkrankung auch
in einem Parkinsonismus manifestieren (Burk et al., 1999, Durr et al., 1996, Tuite
etal., 1995, Yuan et al., 2019). Das klinische Bild der Erstmanifestation entspricht
haufig der Leitsymptomatik, kann sich aber auch als nicht-ataktische Symptoma-
tik prasentieren (Globas et al., 2008).

Die Bewertung der klinischen Symptomatik und deren Progression erfolgt dabei
mittels klinischer Bewertungsskalen. Fur die ataktische Symptomatik wird der
Scale for the assessment and rating of ataxia (SARA) verwendet, bei welcher die
Schwere der ataktischen Symptomatik mit 0-40 Punkten bewertet wird (Schmitz-
Hubsch et al., 2006). Fur die Bewertung der Auspragung der nicht-ataktischen
Symptome existiert das Inventory of Non-Ataxia Signs (INAS), (Jacobi et al.,
2013a).

SCAZ3 reduziert die Lebenserwartung fur die erkrankten Personen im Mittel um
fast 15 Jahren. Nach der klinischen Erstmanifestation betrégt das mittlere Uber-
leben 21 Jahre (Kieling et al., 2007). Die haufigste Todesursache von SCA3-Pa-
tienten sind dabei durch Immobilisation begunstigte Lungenerkrankungen (Diallo
et al., 2018).

1.6. Diagnostik und Therapie

Die Diagnosestellung bei Verdacht auf SCA3 erfolgt durch molekulare Diagnostik
(Maciel et al., 2001). Diese kann auch im Rahmen einer Pranataldiagnostik mit-
tels Amniozentese durchgefuhrt werden, was in Deutschland allerdings aufgrund
des Gesetzes Uber genetische Untersuchungen beim Menschen verboten ist
(Sequeiros et al., 1998, www.gesetze-im-internet.de).

Fur die SCAS3 existiert zum aktuellen Zeitpunkt keine kurative Therapieoption
(McLoughlin et al., 2020). Mit Physiotherapie kann eine leichte Besserung der
Symptomatik erzielt werden (lig et al., 2010, Miyai et al., 2012). Bei SCA3-Pati-

enten mit dem Kklinischen Bild eines Parkinsonismus wurde eine Dopamin-
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Responsivitat beobachtet, womit in solchen Fallen Levodopa eine symptomati-
sche Therapieoption darstellt (Tuite et al., 1995). Zudem konnte fur Riluzol eine
signifikante Verbesserung des SARA-Scores nachgewiesen werden, sodass
eine Riluzol-Therapie in den S1-Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur Neuro-
logie als optionaler Therapieversuch angefihrt wird (Klockgether et al., 2018,
Romano et al., 2015).

Als putativer Therapieansatz fur neurodegenerative Erkrankungen mit Proteinak-
kumulation, welcher Gegenstand aktueller Forschungen ist, gelten Antisense-Oli-
gonukleotide (ASO), (Smith et al., 2006). Diese binden an die mRNA des mutier-
ten Gens und aktivieren so den Abbau durch Ribonukleasen, wodurch die
Expression des Erkrankungsproteins supprimiert wird (Crooke, 2004). Im Falle
der Spinalen Muskelatrophie konnte erstmals in einer randomisierten Doppel-
blindstudie ein signifikanter Therapieerfolg fur ASOs bei Patienten mit einer neu-
rodegenerativen Erkrankung nachgewiesen werden (Finkel et al., 2017). Fur die
SCA3 zeigt sich im Mausmodell eine Milderung der Symptomatik durch ASO-
Therapie (McLoughlin et al., 2018). Ein weiterer Ansatz ist das Gen-Silencing
mittels siRNA (Elbashir et al., 2001). Sowohl fur diesen Therapieansatz als auch
fur die ASO-Therapie konnten Modelle mit allelspezifischen Wirkmechanismen
entwickelt werden, bei denen eine Diskrimination aufgrund von Einzelnukleotid-
Polymorphismen (SNP) erfolgt (Alves et al., 2008, Li et al., 2004, Magner et al.,
2015, Miller et al., 2003).

1.7. Parkin und seine Interaktion mit Ataxin-3

Fir die dieser Dissertationsschrift zugrunde liegenden Untersuchungen und Er-
gebnisse ist es von Relevanz, ein besonderes Augenmerk auf das Parkin-Protein
und das dafur codierende PARKZ2-Gen, sowie die Interaktion des Proteins mit
ATXN3 zu legen. Das PARK2-Gen ist auf Chromosom 6q25.2-27 lokalisiert. Es
besteht aus 12 Exonen, mit grol3en dazwischen liegenden Intronen, sodass das
Gen uUber 500 kb umspannt. Mutationen im PARK2-Gen fuhren zu einem auto-
somal-rezessiv vererbten juvenilen Parkinsonsyndrom (ARJP), (Kitada et al.,
1998, Matsumine et al., 1997). Sein Genprodukt, das Parkin-Protein, wird im Ge-

hirn ubiquitar exprimiert und ist innerhalb der Zellen zytoplasmatisch lokalisiert
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(Stichel et al., 2000). Es fungiert als Ubiquitin Ligase vom Typ E3 und ist somit in
die Ubiquitin-Ketten-Synthese und die damit einhergehende Protein-Degradation
involviert. Das Parkin-Protein besteht aus einer N-terminalen Ubiquitin-like Do-
mane (Ubl) und einer C-terminalen RING-Box, welche wiederum aus den drei
Domanen RING1, RING2 und in-between RING (IBR) zusammengesetzt ist
(Abb. 3). Die Ubl dient zur Interaktion mit den ubiquitinierten Proteinen, wahrend
die RING-Box fur die Rekrutierung von Ubiquitin carboxyl-terminale Hydrolase 7
(UbcH7), einem E2 Ubiquitin konjugierenden Enzym, verantwortlich ist (Morett
and Bork, 1999, Shimura et al., 2000).

Parkin
N RING1 IBR RING2 C
| | Bindung |
| Bindung | |
o, W el EH B osepninSomane.
UM UM UM
Ataxin-3

Abbildung 3: Proteinstruktur von Parkin und die Interaktion mit Ataxin-3. Parkin bindet mit
der N-terminalen (N) Ubiquitin-like Doméne (Ubl, orange) an die Ubiquitin-interagierenden Motive
2 und 3 (UIM, rot) des Ataxin-3-Proteins. Die C-terminale (C) RING-Box, bestehend aus den Do-
ménen RING1, RING2 (hellblau) und in-between RING (IBR), bindet an die Josephin-Doméne
(griin), (modifiziert nach Durcan and Fon, 2013).

ATXNBS interagiert direkt mit Parkin, in dem es mit der Josephin-Doméane an die
RING-Box und mit UIM2 und UIM3 an Ubl bindet und das Parkin-Protein deu-
biquitiniert (Abb. 3). Bemerkenswerterweise fordert ATXN3 mit expandiertem Po-
lyQ-Bereich die Parkin-Clearence durch Autophagie, sodass in transgenen Mau-
sen, die expandiertes ATXN3 exprimieren, ein verringertes Parkin-Level
beobachtet werden kann (Durcan et al., 2011). Umgekehrt scheint die Parkin-
assoziierte Ubiquitinierung und Protein-Degradation auch beim Abbau von Pro-
teinen mit expandiertem PolyQ-Bereich eine wichtige Rolle zu spielen. So fuhrt
eine Uberexpression von Parkin zu einer verminderten Aggregation und Zytoto-
xizitat der Proteine mit expandiertem PolyQ-Bereich (Tsai et al., 2003). Aufgrund
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der Interaktionen wird vermutet, dass reduzierte Parkin-Level zur Pathogenese
der SCA3 beitragen koénnten (Durcan et al., 2011). Mit Blick auf dieses Zusam-
menspiel von ATXN3 und Parkin ist der Fakt, dass bei einigen SCA3-Patienten
ein phanotypischer Parkinsonismus beobachtet werden kann, besonders bemer-
kenswert (Durr et al., 1996, Tuite et al., 1995, Yoritaka et al., 1999).

1.8. Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) in Ataxin-3 und PARK2
SNPs sind Varianten einzelner Basen im Genom, die bei mehr als 1 % der unter-
suchten Allele auftauchen (Richards et al., 2015). Im humanen Genom sind ca.
11 Millionen SNPs bekannt. Die SNPs treten dabei sowohl in codierenden als
auch nicht-codierenden Regionen auf und kdnnen mit Blick auf die Beeinflussung
der Genexpression sowohl funktional als auch neutral sein. Die grol3e Mehrheit
der SNPs sind biallelischer Natur (Ramirez-Bello and Jimenez-Morales, 2017).
In dieser Dissertationsarbeit wurden jeweils drei SNPs aus ATXN3 und PARKZ2
analysiert, weshalb an dieser Stelle auf diese sechs SNPs naher eingegangen
werden soll (Tab. 1). In ATXN3 handelt es sich dabei um die SNPs mit den rs-
Nummern rs1048755, rs12895357 und rs7158733, welche im Folgenden fur eine
bessere Ubersicht mit der Position der jeweils entsprechenden Basenpaare (Bp)
benannt werden (rs1048755 2 Bp 669, rs12895357 2 Bp 987, rs7158733 &
Bp 1118).

Bei den SNPs kommt es zum Austausch folgender Basen im ATXN3-Gen und
den damit einhergehenden Aminosauren (AS) im ATXN3-Protein: G%°TC/Val?'?
(fg (globale Allelfrequenz) = 0,75) — C®6°TC/Met?'? (fg = 0,25), G®¥’GG/Gly3'8 (fg =
0,75) — C%"GG/Arg?'® (fg = 0,25), TAC'""8/Tyr361 (fy = 0,73) — TAA'""8/Stop36"
(fg=0,27), (Goto et al., 1997, NCBI/SNP).

SNP Bp 669 befindet sich in Exon 8 und damit im Gen vor der CAG-Wiederho-
lungssequenz. Die SNPs Bp 987 und Bp 1118 sind in Exon 10 in 3'-Richtung zur
Triplett-Sequenz lokalisiert, wobei SNP Bp 987 der Bp-Position unmittelbar am
3-Ende der CAG-Wiederholungen entspricht (Abb. 4), (Martins et al., 2007). Dies
impliziert, dass fur diese beiden SNPs die exakte Position abhangig von der An-
zahl der CAG-Wiederholungen ist. Die hier verwendeten Bp-Positionen gehen
von 13 CAG-Wiederholungen aus.
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Abbildung 4: Lokalisation der analysierten SNPs auf dem ATXN3- und PARK2-Gen. Die
SNPs sind mit der jeweiligen rs-Nummer angegeben. Der ATXN3-SNP rs12895357 liegt am 3*-
Ende der CAG-Wiederholungssequenz (CAG, blau), (modifiziert nach Martins et al., 2007).

Eine besondere Bedeutung kommt dem SNP Bp 1118 zu. Durch die Variante
TAA"® kommt es zum vorzeitigen Stopcodon. Das dadurch entstehende
ATXNS3-Proteinprodukt besitzt eine verminderte Stabilitat und ein reduziertes Ex-
pressionslevel (Weishaupl et al., 2019). Auch fur den SNP Bp 987 wird ein Ein-
fluss auf die Transkriptstruktur berichtet (Michlewski and Krzyzosiak, 2004).

Die Verteilungsmuster der Allelfrequenzen der drei ATXN3-SNPs unterscheiden
sich in unterschiedlichen ethnischen Kohorten (Martins et al., 2006, Stevanin et
al., 1997). Zudem ist auch eine erhebliche Divergenz der Allelfrequenz zwischen
SCA3-Allelen und Kontroll-Allelen zu beobachten. So weisen in einer weltweiten
Haplotypstudie 70 % der Mutationstrager einen A%9C%7A1118.Haplotyp auf, wah-
rend in den Kontroll-Allelen dessen Auftreten nur bei 2 % lag (Gaspar et al.,
2001). Diese ungleichen Verteilungsmuster deuten auf ein altes Auseinanderbe-
wegen der Haplotypen hin, insbesondere, da auch die Haufigkeitsverteilung weit
von der CAG-Wiederholungssequenz entfernt liegender SNPs stark zwischen
den expandierten und nicht expandierten Allelen variieren (Martins et al., 2006,
Stevanin et al., 1997).
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Tabelle 1: Ubersichtsdarstellung der analysierten SNPs

Gen Code Exon | Bp AS Varianten | Allelfrequenz Quelle
Base/AS (global)
ATXN3 rs1048755 8 669 212 GTC 2 Val G=0,75 https://www.nc
ATG = Met A=0,25 bi.nIm.nih.gov/
snp/rs1048755
rs12895357 10 987* | 318* | GGG 2 Gly G=0,75 https://www.nc
CGG 2 Arg C=0,25 bi.nIm.nih.gov/
snp/rs1289535
7
rs7158733 10 1118* | 361* TAC 2 Tyr C=0,73 https://www.nc
TAA 2 Stop A=0,27 bi.nIm.nih.gov/
snp/rs7158733
PARK2 | rs1801474 4 601 167 AGC = Ser G=0,97 https://www.nc
AAC 2 Asn A=0,03 bi.nlm.nih.gov/
snp/rs1801474
rs1891582 10 1239 380 GTA 2 Val G=0,96 https://www.nc
CTA 2 Leu C=0,04 bi.nIm.nih.gov/
snp/rs1891582
rs1801334 11 1281 394 GAT 2 Asp G=0,96 https://www.nc
AAT 2 Asn A=0,04 bi.nlm.nih.gov/
snp/rs1801334

*Position gilt fur eine CAG-Wiederholungsanzahl von 13 Tripletts

Die SNPs Bp 987 und Bp 1118 scheinen Einfluss auf die CAG-Instabilitat in der
Transmission zu haben. Die Allel-Kombination expandietC%7/normaiG%87 ist dabei mit
einer grolReren Instabilitat assoziiert. Fur den SNP Bp 1118 wurde ein Effekt fur
C'8 in trans auf die Instabilitat der CAG-Wiederholungssequenz nachgewiesen
(Igarashi et al., 1996, Maciel et al., 1999, Takiyama et al., 1997). Aulierdem
konnte gezeigt werden, dass der Haplotyp C%7A™"18 sowohl in den expandierten
Allelen Uberwiegt als auch in den nicht-expandierten Allelen mit besonders gro-
Rer Anzahl an CAG-Wiederholungen. Diese Beobachtung legt die Vermutung
nahe, dass De-Novo-Mutationen aus Allelen mit grol3er CAG-Wiederholungsan-
zahl hervorgehen (Stevanin et al., 1997). Unterstitzt wird diese These dadurch,

dass selbiges fur Chorea Huntington gezeigt werden konnte (Myers et al., 1993).

Bei den SNPs des PARK2-Gens handelt es sich um rs1801474, rs1891582 und
rs1801334 (Tab.1). Aquivalent zu den ATXN3-SNPs werden auch die PARK2-
SNPs in dieser Arbeit mit ihren Bp-Position im Gen bezeichnet (rs1801474 2
Bp 601, rs1891582 2 Bp 1239, rs1801334 2 Bp 1281). Die PARK2-SNPs liegen
in den Exonen 4 (SNP Bp 601), 10 (SNP Bp 1239) und 11 (SNP Bp 1281),
(Abb. 4). Die Varianten der Basen und der daraus resultierenden Aminosauren
sind Folgende: AG®'C/Ser'®” (fy = 0,97) — AASMC/Asn'®” (fy = 0,03),

15



Einleitung

G'29TA/Nal® (fg= 0,96) — C'239TA/Leu3®0 (fg=0,04), G'?®1AT/Asp3®* (fy=0,96)
— A'2IAT/Stop3% (fg = 0,04), (Lucking et al., 2003, NCBI/SNP). Es bestehen
Assoziationen zwischen den unterschiedlichen Varianten und dem ARJP. So ist
bei Patienten die heterozygote Variante des SNP Bp 601 deutlich haufiger zu
finden, als bei Kontrollen (Satoh and Kuroda, 1999). In den SNPs Bp 1239 und
Bp 1282 scheinen die seltenen Varianten protektiv gegen ARJP zu sein (Lucking
et al., 2003). Vorstudien in unserer Abteilung konnten zudem zeigen, dass der
SNP Bp 1239 einen Einfluss auf das AAO bei SCA3-Patienten hat (unveroffent-

lichte Diplomarbeit Jonasz J. Weber).

1.9. Die Bedeutung von Biomarkern in der SCA3-Forschung

Eine Arbeitsgruppe des National Institute of Health (USA) definierte Biomarker
2001 als Parameter, die objektiv gemessen und als Indikator fur biologische und
pathogene Prozesse oder pharmakologische Reaktionen auf therapeutische In-
terventionen evaluiert werden (Biomarkers Definitions Working, 2001). Biomarker
spielen insbesondere fur klinische Studien eine grofl’e Rolle, da sie friher und
schneller gemessen werden kdonnen als klinische Endpunkte (Aronson, 2005). Es
wird dabei zwischen Trait- und State-Biomarkern unterschieden. Erstere dienen
als Indikator fir das Vorhandensein einer Krankheit, wahrend letztere Ruck-
schllsse auf die Schwere der Erkrankung zulassen (Weir et al., 2011). Biomarker
konnen also unterschiedliche Funktionen erfullen. Sie kdnnen der Diagnosestel-
lung dienen, wie etwa die Anzahl der CAG-Wiederholungen im Falle der SCAS.
Aulerdem konnen sie zur Erfassung der Krankheitsprogression, als prognosti-
scher Marker oder als Indikator flr das Ansprechen auf therapeutische Interven-
tionen genutzt werden (Biomarkers Definitions Working, 2001). In der SCA3 ist
bislang der SARA-Score die Methode der Wahl zur Bewertung der Krankheits-
schwere (Saute and Jardim, 2018, Schmitz-Hubsch et al., 2006). Daneben exis-
tieren weitere klinische Bewertungsskalen, wie zum Beispiel der Neurological Ex-
amination Score for Spinocerebellar Ataxia (NESSCA), der Spinocerebellar
Ataxia Functional Index (SCAFI), der Composite cerebellar functional severity
score (CCFS) oder der International Cooperative Ataxia Rating Scale (ICARS);
(du Montcel et al., 2008, Kieling et al., 2008, Schmitz-Hubsch et al., 2008b,
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Trouillas et al., 1997).

Die Nachteile der klinischen Scores bestehen darin, dass sie einer nicht zu ver-
meidenden Subjektivitat unterliegen und zudem wenig sensitiv fur geringfugige
Anderungen im Krankheitsprogress sind (Weir et al., 2011). Letzteres fiihrt dazu,
dass fur SCA3-Studien, die klinische Bewertungsskalen als Parameter benutzen,
grolde Stichproben bendtigt werden, um Effekte zuverlassig messen zu kénnen.
So betragt die geschatzte Stichprobengrélle, um in einer einjahrigen Therapie-
studie fur SCAS3 eine 50-prozentige Reduktion der Krankheitsprogression mittels
SARA-Score zu detektieren 175-202 Probanden. Fur den NESSCA werden daflr
130 bendtigte Probanden geschatzt und fur den SCAFI 275. Die Rekrutierung
solcher StichprobengroRRen stellt bei seltenen Erkrankungen wie der SCA3 eine
grol3e Herausforderung dar (Saute and Jardim, 2018). Ein weiterer Nachteil der
klinischen Bewertungsskalen fur SCA3 ist, dass praataktische Mutationstrager
nicht erfasst werden kénnen, was aber fur zuklnftige Therapiestudien mit dem
Ziel einen symptomatischen Krankheitsausbruch zu verhindern von grolder Be-
deutung ware (Lima and Raposo, 2018).

Neben den klinischen Bewertungsskalen sind auch bildbegebende Verfahren gut
als Marker fur die Krankheitsprogression in SCA3 evaluiert. So kann beispiels-
weise durch volumetrische Messungen im MRT eine Quantifizierung der Klein-
hirnatrophie erfolgen. Die gemessene Kleinhirnatrophie korreliert dabei mit der,
mittels klinischer Scores erhobenen, Schwere der Symptomatik (Adanyeguh et
al., 2018, Klaes et al., 2016).

Auf der Suche nach Biomarkern, die sich fiir geringfiigige Anderungen der Krank-
heitsprogression sowie fur die praataktische Phase sensitiv zeigen, wurden in
den letzten Jahren viele neurophysiologische und molekulare Parameter getestet
(Furtado et al., 2019). So konnten beispielsweise oculomotorische und kortikale
Auffalligkeiten bereits bei praataktischen Mutationstragern detektiert werden
(Farrar et al., 2016, Wu et al., 2017). Auf molekularer Ebene wurde bei SCA3-
Patienten unter anderem eine erhdhte Serumkonzentration der Neuronenspezi-
fischen Enolase festgestellt, welche zudem mit der Krankheitsdauer korreliert
(Zhou et al., 2011). Das Zytokin Eotaxin ist bei asymptomatischen Mutationstra-

gern signifikant hoher als bei Kontrollen und Patienten, zeigt dafur aber keine
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Korrelation mit dem Krankheitsverlauf (da Silva Carvalho et al., 2016). Ein sehr
vielversprechender molekularer Biomarker fur SCA3 ist das Leichte Neurofila-
ment, ein Marker fir Neurodegeneration. Seine Serumkonzentration ist bereits
bei praataktischen Mutationstragern signifikant erhoht und nimmt mit fortschrei-
tendem Krankheitsprogress zu (Li et al., 2019, Wilke et al., 2018, Wilke et al.,
2020). Als weiterer potenzieller Biomarker gilt das l6sliche ATXN3, dessen cere-
bellare Konzentration im Mausmodell eine inverse Korrelation mit Aggregatbil-
dungen und symptomatischem Phanotyp zeigt (Nguyen et al., 2013). Auch fur
SCA3-Patienten konnte eine Korrelation mit dem Krankheitsverlauf beobachtet
werden (Gonsior et al., 2020). Gestutzt werden diese Ergebnisse von vergleich-
baren Beobachtungen fur |I6sliches Huntingtin, dem Erkrankungsprotein bei Cho-
rea Huntington (Baldo et al., 2012). Es existieren also einige potenzielle neuro-
physiologischen und molekularen Biomarker fiur SCA3, denen aber noch eine
ausreichende Validierung fehlt. Diese kann durch Studien mit ausreichend gro-
Ren Stichproben und passendem Design erfolgen, die genauere Charakteristiken
der potenziellen Biomarker, wie zum Beispiel die Anderungsrate pro Zeit und das
Ansprechen des Markers auf therapeutische Interventionen untersuchen
(Furtado et al., 2019).

1.10. Das ESMI-Projekt

ESMI steht flr European Spinocerebellar Ataxia Type 3/Machado-Joseph Dise-
ase Initiative und ist ein multizentrisches europaisches Projekt, an dem sechs
europaische Zentren teilnehmen, deren Standorte sich in Deutschland (Deut-
sches Zentrum fur Neurodegenerative Erkrankungen, Bonn und Universitatskli-
nikum Tubingen), den Niederlanden (Radboud University Medical Center, Nijme-
gen), Grol3britannien (University College London) und Portugal (Universidade de
Coimbra und Universidade dos Azores, Ponta Delgada) befinden. Ziel der Initia-
tive ist die Rekrutierung einer gro3en Kohorte an SCA3-Patienten und praatakii-
sche Mutationstragern, welche im spateren Verlauf als potenzielle Kohorte fur
Therapiestudien und Studien zur Evaluierung und Validierung von Biomarkern
genutzt werden kann.

Aullerdem soll anhand dieser Kohorte ein besseres Verstandnis der SCA3, der
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praataktischen Phase und von moglichen krankheitsmodifizierenden Faktoren
gewonnen werden. Weitere Ziele von ESMI sind die Entwicklung von Markern
aus dem Bereich der bildgebenden Verfahren und von funktionalen Tests. Um
eine groltmogliche Vergleichbarkeit zwischen den Zentren zu gewabhrleisten,
wurden standardisierte Protokolle und Methoden flr die Gewinnung von Bioma-

terialien erarbeitet (www.dzne.de/forschung/studien/klinische-studien/esmi/).

1.11. Ziele dieser Arbeit

Die SCA3 ist eine seltene autosomal dominant vererbbare neurodegenerative
Erkrankung. Bei Betroffenen kommt es zur Expansion einer CAG-Wiederho-
lungssequenz im ATXN3-Gen, was einen verlangerten PolyQ-Bereich im
ATXN3-Protein zur Folge hat. Es kommt zu Aggregatbildung des expandierten
Proteins und dessen Spaltprodukte im Nukleus und Zytosol und damit einherge-
hend zur Beeintrachtigung unterschiedlicher Zellfunktionen. Dies fuhrt zu einer
cerebellar-betonten Neurodegeneration mit dem klinischen Leitsymptom der Ata-
xie. Zum aktuellen Zeitpunkt stehen keine kurativen Therapieoptionen zur Verfl-
gung, sodass die Erkrankung eine deutlich reduzierte Lebenserwartung mit sich
bringt. Fur ATXN3 sind SNPs beschrieben, deren Genotypen zum Teil mit ex-
pandierten Allelen assoziiert sind. Auch SNPs aus dem PARK2-Gen kdnnen ei-
nen Einfluss auf SCA3 haben. PARKZ2 codiert fur das Parkin-Protein, das mit
ATXNS interagiert. Um weitere Erkenntnisse Uber die SCA3 zu erlangen und um
sensitive Parameter der Krankheitsprogression fur zuklnftige Therapiestudien
zur Verfugung zu haben, werden molekulare Biomarker bendtigt. Ein solcher
konnte das I6sliche ATXN3-Protein (L-ATXN3) darstellen. Die multizentrische eu-
ropaische Initiative ESMI stellt eine gro3e Kohorte von praataktischen und atak-
tischen Mutationstragern bereit, um unter anderem Biomarker- und Therapiestu-
dien zu gewahrleisten.

Dieser Arbeit liegen Proben und Daten von Probanden der ESMI-Kohorte zu-
grunde. Unter der Frage, ob es sich bei der ESMI-Kohorte um eine homogene
Kohorte handelt, wird in dieser Arbeit dabei untersucht, inwieweit Unterschiede
zwischen den Kohorten der einzelnen teilnehmenden Zentren beziehungsweise

Lander existieren, was durch statistische Analysen bereits erhobener Daten
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geschieht. Dabei sollen Merkmale wie das Geschlechterverhaltnis, das AAO, der
SARA-Score und das L-ATXN3-Level einbezogen werden. Zudem wird die Ver-
teilung der Genotypen der ATXN3-SNPs Bp 669, Bp 987 und Bp 1118 zwischen
den unterschiedlichen Zentren und zwischen Mutationstragern und Kontrollen
verglichen. Dies geschieht mit der Fragestellung, ob eine genotypische Homoge-
nitat der ESMI-Kohorte vorliegt und ob die in der Literatur beschriebene Assozi-
ation bestimmter Genotypen mit einer CAG-Expansion fur die ESMI-Kohorte be-
statigt werden kann. Weiter soll untersucht werden, inwieweit sich die jeweiligen
Genotypen auf das AAO und das L-ATXN3-Level auswirken. Aufgrund der Inter-
aktion zwischen Parkin und ATXNS3, sowie der beschriebenen Auswirkung von
PARK2-SNP Bp 1239 auf das AAO bei SCA3-Patienten, sollen auch die PARK2-
SNPs Bp 601, Bp 1239 und Bp 1281 naher betrachtet werden. Auch hier werden
die Haufigkeitsverteilung bei Mutationstragern und Kontrollen, sowie mdgliche
Einflisse auf AAO und L-ATXN3-Level untersucht. Die Bestimmung der ATXN3-
und PARK2-SNPs erfolgt durch Fragmentlangenanalyse mittels spezifischer Pri-
mer, Sanger-Sequenzierung und Restriktionsfragmentlangenanalyse, wofur
DNA aus Blutproben isoliert wird.

Schlieldlich soll das L-ATXNS3 in seiner Rolle als potenzieller Biomarker fur SCA3
naher betrachtet werden. Anhand von bereits fur die ESMI-Kohorte erhobenen
Daten soll untersucht werden, ob eine Korrelation zwischen ATXN3-Level und
SARA-Score oder Krankheitsdauer besteht, die eventuell Hinweise darauf geben
kann, welche der moglichen Funktionen eines Biomarkers das L-ATXN3 erflllen

kann.
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2. Material und Methoden
2.1. Material

2.1.1. Probandenrekrutierung, Probengewinnung und Datenerhebung

In dieser Arbeit verwendeten patientenbezogenen und klinischen Daten, sowie
Blutproben stammen alle von Probanden der bereits vorab, nach hochstandardi-
sierten Protokollen, rekrutierten ESMI-Kohorte. An den jeweiligen Zentren wur-
den im Rahmen einer Erstuntersuchung anamnestische Daten erhoben, sowie
klinische Bewertungen mittels SARA- und INAS-Score durchgefihrt. Diese Daten
wurden in einer gemeinsamen Datenbank der ESMI-Partner fusioniert. Den Pro-
banden wurden nach standardisiertem Protokoll 1 ml EDTA-Blut, sowie ein
CPT™-Ro6hrchen zur Isolierung von mononuklearen Zellen des peripheren Bluts
(PBMC), vends abgenommen und zu genetischen und proteinbezogenen Analy-
sen an das Universitatsklinikum Tubingen geschickt. Das Aktenzeichen des
Ethikvotums fur die Probandenrekrutierung, Datenerhebung und Probengewin-
nung und -verarbeitung am Universitatsklinikum Tulbingen ist dabei
598/2011BO1. Zur Bestimmung der L-ATXN3-Level wurde ein separates Ethik-
votum eingeholt (Aktenzeichen: 911/2019B0O2). Fur die anderen ESMI-Zentren
lagen jeweils Ethikvoten lokaler Ethikkommissionen vor. Bei der Anzahl der
CAG-Wiederholungen, den Werten des L-ATXN3, sowie den Genotypen eines
Teils der Polymorphismen wurde auf bereits zuvor erfolgte Analysen zurickge-
griffen. Zur Ermaoglichung von longitudinalen Studien, sind im ESMI-Protokoll im
Verlauf weitere Untersuchungen und vendse Blutentnahmen im jahrlichen Rhyth-

mus vorgesehen.

2.1.2. Chemikalien/Reagenzien

Tabelle 2: Verzeichnis aller verwendeten Chemikalien/Reagenzien

Chemikalie Hersteller, Hauptsitz, Ursprungsland
Betainldésung Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Borsaure Merck, Darmstadt, Deutschland

CutSmart™ Restriction Enzyme Buffer New England Biolabs, Ipswich, USA
Ethanol absolut, Qualitat fir Molekularbi- Pan Reac Appli Chem ITW Reagents,
ologie, 99,8 % (CAS: 64-17-5) Glenview, USA
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Chemikalie

Hersteller, Hauptsitz, Ursprungsland

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-Dinatri-
umsalzlésung

Ficol™MPM400

Formamid

GeneRuler DNA Ladder Mix
GenomelLab DNA Size Standard Kit —
600

Genomelab Separation Buffer
GenomelLab Seperation Gel

Glykogen

H.O Ampuwa

Isopropanol, 99,9 % (CAS: 67-63-0)

Mineraldl

Orange G

PCR Grade Nucleotide Mix
Pwo-DNA-Polymerase mit 10x Reakti-
onspuffer

Q-Solution (5x)

Quick Start Mix

Sample Loading Solution (SLS)
SeaKem Agarose

Natriumacetat

Tag DNA Polymerase mit PCR Puffer
10x

TRIS-Base

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

GE Healthcare, Chicago, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA
Thermo Scientific, Waltham, USA

Beckman Coulter, Brea, USA

Beckman Coulter, Brea, USA

Beckman Coulter, Brea, USA

Beckman Coulter, Brea, USA

Fresenius Kabi, Bad Homburg vor der
Hohe, Deutschland

Honeywell International Inc., Morristown,
USA

Beckman Coulter, Brea, USA

Omikron, Neckarwestheim, Deutschland

Roche, Basel, Schweiz
VWR, Radnor, USA

Qiagen, Hilden, Deutschland
Beckman Coulter, Brea, USA
Beckman Coulter, Brea, USA
VWR, Radnor, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Sigma Aldrich, St. Louis, USA
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2.1.3. Kits

Tabelle 3: Verwendete Kits
Kit Hersteller, Hauptsitz, Ursprungsland
FlexiGene DNA Kit Qiagen, Hilden, Deutschland
QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden, Deutschland

2.1.4. Primer

Alle im Folgenden aufgefuhrten Primer stammen von der Firma Metabion Inter-

national AG aus Planegg, Deutschland.

Tabelle 4: Auflistung der Primer fiir die Fragmentlangenanalyse mittels spezifischer Primer
(die Produktlénge ist fiir die Riickwértsprimer jeweils in Kombination mit dem Vorwértsprimer an-
gegeben)

Primer Sequenz (5 - 3) Produktlange
(bp)

ATXN3 SNP Bp 987 und CCAGTGACTACTTTG ATT

Bp 1118 vorwarts (B014) CG

ATXN3 SNP Bp 987 rick- ACT CTG TCC TGA TAG GTC

warts 1 (G654), 5'IRD 700 CCC 181*
fluoreszenzmarkiert

ATXN3 SNP Bp 987 rick- ACT CTG TCC TGA TAG GTC

warts 2 (G655), 5Cy5 fluo- CCG

reszenzmarkiert

ATXN3 SNP Bp 1118 riick- GCA AAA ATC ACA TGG AGC

warts 1 (G656), 5'Cy5 fluo- TCT 312*
reszenzmarkiert

ATXN3 SNP Bp 1118 riick- GCA AAA ATC ACA TGG AGC

warts 2 (G657), 5IRD 700 TCG

fluoreszenzmarkiert

*abhangig von Anzahl der CAG-Wiederholungen, angegeben fiir 10 CAG-Wiederholungen
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Tabelle 5: Primer fiir die Sanger-Sequenzierung (die Produktlidnge ist fiir die Kombination von
Vorwérts- und Riickwértsprimer angegeben)

Primer Sequenz (5 - 3) Produktlange (bp)
ATXN3 SNP Bp 1118 vor- CCA GTG ACT ACT TTG ATT
) CG 405*
warts (R478)
ATXN3 SNP Bp 1118 riick- GGT AAC TGC TCC TTA ATC
warts (R479) CAG GG

*abhangig von Anzahl der CAG-Wiederholungen, angegeben fur 10 CAG-Wiederholungen

Tabelle 6: Auflistung der Primer fiir die Restriktionsfragmentldngenanalyse (die Produkt-
ldnge ist jeweils fiir zusammengehdrige Vorwérts- und Rlickwértsprimer angegeben)

Primer Sequenz (5° - 39) Produktlange (bp)
PARK2 SNP Bp 601 vor- GCC CGATTC TCT TGG CAG 696

warts (T890) TA

PARK2 SNP Bp 601 riick- TCA CAC CGT AAC AGA AGC

warts (T891) cC

PARK2 SNP Bp 1239 vor- TGT TGC ACA AGC CAG AGG 648

warts (T886) AA

PARK2 SNP Bp 1239 riick- GGG CAT GAT GCT GCT AAA

warts (T887) GG

PARK2 SNP Bp 1281 vor- ATC TCT TCC CCG CTC CTA 441

warts (T892)
PARK2 SNP Bp 1281 riick-
warts (T893)

CG
AGG CAC CTT CAG ACA GCA
TC

2.1.5. Restriktionsendonukleasen

Die folgenden Restriktionsendonukleasen stammen von der Firma New England
Biolabs aus Ipswich, USA.

Tabelle 7: Verwendete Restriktionsendonukleasen fiir den Restriktionsenzymverdau
Restriktionsendonuklease Schnittstelle Ideale Arbeitstemperatur

5'...CAGNNN*CTG...3 37 °C
AlwNI

3'...GTC*NNNGAC...5'

5'..GKGCM*C...3' 37 °C
BaeGl

3'...C*MCGKG...5'
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Restriktionsendonuklease Schnittstelle Ideale Arbeitstemperatur
5..T*"CGA...3' 65 °C

Taq®l
3'...AGC*T...5'

2.1.6. Losungen und Puffer

Tabelle 8: Verzeichnis aller verwendeten Lésungen und Puffer

Lésung/Puffer Herstellung
0,5M EDTA
0,5M EDTA pH 8,0 ddH20 ad 1 |

pH auf 8,0 einstellen
890 mM TRIS Base
890 mM Borsaure

TBE-Puffer (10x
(10x) 4% 0,5 M EDTA-Naz pH 8,0

ddH,O ad 1|

10 % TBE-Puffer (10x)
TBE-Puffer (1x)

ddH,O ad 2|

0,044 mM Orange G
Orange G Ladepuffer (6x) 0,35 mM Ficoll™PM400

ddH>O ad 50 ml
3 M NaAcetat
3 M NaAcetat pH 5,2 H-0 ad 250 ml
pH auf 5,2 einstellen
100 mM ETDA-Na;
100 mM EDTA-Na; pH 8,0 H>0 ad 250 ml
pH auf 8,0 einstellen
64,5 % H-O Ampuwa
14,2 % 3 M NaAcetat pH 5,2
14,2 % 100 mM EDTA-Na; pH 8,0
7,1 % Glykogen
70 % Ethanol (100 %)
H20 ad 50 ml

Stopp-Mix

Ethanol (70 %)
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2.1.7. Gerate

Tabelle 9: Verzeichnis aller verwendeten Geriéte

Gerat Hersteller, Hauptsitz, Ursprungsland

CEQ™8000 Genetic Analysis System Beckman Coulter, Brea, USA
AlphaMetrix Biotech GmbH, Rédermark,

G-Storm GS1

Deutschland
Centrifuge 5417C Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Centrifuge 5424 Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Concentrator plus Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
BioPhotometer Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Elektrophorese Spannungsgerat, 300V — .

Consort bvba, Turnhout, Belgien
500mA
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Darm-
stadt, Deutschland
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Darm-
stadt, Deutschland

Precisa Instruments AG, Dietikon,

PerfectBlue™ gel system, Mini S

PerfectBlue™ gel system, Mini L

Precisa Waage Serie 290 SCS
Schweiz

UVP Gelstudio PLUS Analytik Jena, Jena, Deutschland
PEQLAB Biotechnologie GmbH, Darm-
stadt, Deutschland

ThermoStat plus Eppendorf AG, Hamburg Deutschland

MCuvette G1.0 Eppendorf AG, Hamburg Deutschland

UV-Transilluminator

_ neoLab Migge GmbH, Heidelberg,
Vortexmixer 7-2020
Deutschland

2.1.8. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 10: Auflistung der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller, Hauptsitz, Ursprungsland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Reaktionsgefalte 1,5 ml

Deutschland
Safe-Lock Reaktionsgefalle 1,5 ml,

_ . Eppendorf AG, Hamburg Deutschland
braun (UV-Licht-geschitzt)
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Verbrauchsmaterial Hersteller, Hauptsitz, Ursprungsland
STARLAB International GmbH, Ham-
burg, Deutschland
STARLAB International GmbH, Ham-
burg, Deutschland
STARLAB International GmbH, Ham-
burg, Deutschland
STARLAB International GmbH, Ham-
burg, Deutschland

GeXP Probenplatte Beckman Coulter, Brea, USA

GeXP Pufferplatte Beckman Coulter, Brea, USA

0,2 ml 8-Streifen PCR-Gefalke

TipOne Pipettenspitzen 10yl

TipOne Pipettenspitzen 200l

TipOne Pipettenspitzen 1000 pl

2.1.9. Softwares

Tabelle 11: Verwendete Softwares fiir die Datenauswertung und Literaturverwaltung

Softwares Hersteller, Hauptsitz, Ursprungsland

GenomelLab™ GeXP Genetic
Analysis System

CorelDRAW Graphics Suite X5 Corel Corporation, Ottawa, Kanada
GraphPad Prism 6 GraphPad Software, San Diego, USA

VisionWorks Acquisition and Analysis

Beckman Coulter, Brea, USA

Software Analytik Jena, Jena, Deutschland

EndNote X9 Clarivate Analytics, Philadelphia, USA

2.2. Methoden

2.2.1. DNA-Isolation aus Blutproben

Den Probanden der ESMI-Kohorte wurde am jeweiligen Zentrum EDTA-BIut ent-
nommen, welches an das Universitatsklinikum TUbingen zur genetischen Ana-
lyse geschickt wurde. Fur diese Arbeit wurde aus Blutproben von Probanden, fur
die nicht schon bereits vorab isolierte DNA zur Verfugung stand, die DNA isoliert.
Dies geschah mit Hilfe des FlexiGene DNA Kits (Version Februar 2003) der Firma
Qiagen (Hilden). Die Isolation erfolgte dabei gemal der Anleitung des Hand-
buchs. Fur die Zentrifugationsschritte wurde die Centrifuge 5424 (Eppendorf AG,
Hamburg) verwendet.

27



Material und Methoden

2.2.2. Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Das Uberprifen des Gelingens der DNA-Isolation, sowie die Qualitatskontrolle
bereits vorliegender DNA-Isolate, erfolgte mittels photometrischer DNA-Konzent-
rationsbestimmung. Hierzu wurden 1,5 yl geldster DNA auf die Mikroklvette pi-
pettiert und mit dem Photometer (Biophotometer, Eppendorf AG, Hamburg) ge-
messen. Die Messung erfolgte dabei mit bereits vorprogrammierten
Einstellungen flr doppelstrangige DNA mit einer Wellenlange von 260 nm. Als

Leerwert dienten 1,5 yl FG3-Puffer, dem Losungsmittel der isolierten DNA.

2.2.3. Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur DNA-Amplifikation

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur in vitro Amplifikation
von DNA-Sequenzabschnitten mittels einer hitzeresistenten DNA-Polymerase
(Mullis et al., 1986). Es handelt sich bei der PCR um ein zyklisches Verfahren,
welches in drei sich wiederholende Phasen gegliedert ist und damit eine expo-
nentielle Vervielfaltigung des entsprechenden DNA-Abschnittes erlaubt. Der
erste Schritt besteht in der Auftrennung der beiden DNA-Doppelstrange durch
Erhitzung auf 95 °C (Denaturierung). Danach erfolgt eine Abkuhlung, in der Re-
gel auf eine Temperatur zwischen 55 °C und 65 °C (Annealing). Diese Phase
dient der Bindung von Vorwarts- und Ruckwarts-Primer, die die zu vervielfalti-
gende Sequenz flankieren und als Ansatzpunkt der hitzeresistenten Polymerase
dienen. Die Polymerase synthetisiert im dritten Schritt, der Elongation, bei 68 °C
bis 72 °C einen zum Matrizen-Strang komplementaren Strang. Als Bausteine die-
nen Desoxynukleosidtriphosphate (ANTPs). Die Reaktionszyklen finden dabei in
vorprogrammierten Thermocyclern statt.

In dieser Arbeit wurden fur die Analysen von zwei ATXN3-SNPs (SNP Bp 987
und Bp 1118) und der drei PARK2-SNPs (SNP Bp 601, Bp 1239 und Bp 1281)
PCRs eingesetzt. Mit diesen wurde jeweils der den entsprechenden SNP umge-
bende DNA-Abschnitt amplifiziert. Anschlie3end erfolgte dann aus dem PCR-
Produkt die Analyse der SNPs mit unterschiedlichen Methoden: (I) Fur die
ATXN3-SNPs Bp 987 und Bp 1118 die Fragmentlangenanalyse. (ll) Fir den
ATXN3-SNP Bp 1118 aullerdem auch die Sanger-Sequenzierung; (lll) Fir die
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PARK2-SNPs Bp 601, Bp 1239 und Bp 1281 die Restriktionsfragmentlangenana-
lyse.

Zur Durchfuhrung der PCRs wurde zunachst ein Reaktionsansatz, der Mastermix
(MM) fur die zu amplifizierende Probenanzahl hergestellt. Auf einem Kuihlblock
wurde zu diesem die Polymerase (Taqg-Polymerase oder Pwo-Polymerase) hin-
zugegeben. Danach wurde, ebenfalls auf einem Kuhlblock, eine bestimmte
Menge des MMs in 0,2 pl-PCR-GefalRe pipettiert und die entsprechende DNA-
Menge hinzugegeben. Die Tabellen 12 und 13 enthalten eine Ubersichtliche Auf-
listung der jeweiligen Reaktionsansatze fur die unterschiedlichen PCRs. Die da-
bei im Rahmen der Restriktionsfragmentlangenanalysen verwendeten Primer
sind in Tabelle 14 aufgefuhrt. Bei der PCR fur die Fragmentlangenanalysen han-
delt es sich um eine spezielle PCR, auf deren Besonderheiten und Details in Ka-

pitel 2.2.6. eingegangen wird.

Tabelle 12: Reaktionsansatz der PCR fiir die Sanger-Sequenzierung (zur Bestimmung des
ATXN3-SNP Bp 1118)

Reagenz Volumen
H.O Ampuwa 24,0 ul
PCR Puffer 10x 3,0 ul
dNTPs (10 mM) 0,33 ul
Vorwarts-Primer R478 (10 uM) 0,66 pl
Ruckwarts-Primer R479 (10 uM) 0,66 pl
Pwo-Polymerase 0,5 ul
DNA 1,5 ul
Gesamtvolumen 30,65 ul

Tabelle 13: Reaktionsansatz der PCR fiir die Restriktionsfragmentldéngenanalysen (zur Be-
stimmung der PARK2-SNPs 601, 1239 und 1281)

Reagenz Volumen
H.O Ampuwa 13,3 pl
PCR Puffer 10x 2,0 ul
dNTPs (10 mM) 0,5 ul
Vorwarts-Primer (10 uM) 1 ul
Ruckwarts-Primer (10 uM) 1 ul
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Reagenz Volumen
Tag-Polymerase 0,2 ul
DNA 2,0 pl
Gesamtvolumen 20,0 pl

Tabelle 14: PARK2-SNPs und das jeweilige Primer-Paar fiir die PCR (siehe Tab. 13)

PARK2-SNP Vorwarts-Primer Riickwarts-Primer
Bp 601 T890 T891
Bp 1239 T886 T887
Bp 1281 T892 T893

Die vollstandigen Reaktionsansatze wurden in vorprogrammierten Thermocyc-
lern (G-Storm GS1, AlphaMetrix Biotech GmbH, Rdédermark) den zyklischen
Temperaturveranderungen zugefuhrt. Die jeweiligen Programm-Einstellungen
der Thermocycler fur die unterschiedlichen PCRs kann den Tabellen 15 und 16
entnommen werden. Bei der PCR fur die Sanger-Sequenzierung wurde mit einer
sogenannten Touchdown-PCR gearbeitet (Tab. 15). Hierbei wird durch eine zu-
nachst sehr hohe Annealing-Temperatur eine hohe Spezifitat der Primer-Bindung
forciert. Die Annealing-Temperatur wird dann in den nachfolgenden Zyklen
schrittweise verringert, sodass die Primer, bei bereits vorliegenden spezifischen

Produkten, auch wieder unspezifischer binden.

Tabelle 15: Thermocycler-Programm der Touchdown-PCR fiir die Sanger-Sequenzierung
(zur Bestimmung des ATXN3-SNPs Bp 1118)

Schritt Temperatur Zeit Zyklen

Initiale Denaturierung 94 °C 5 min 1

Denaturierung 94 °C 30s

Annealing 65 °C 30s 10
(-1 °C/Zyklus)

Elongation 68 °C 45s

Denaturierung 94 °C 30s

Annealing 55 °C 30s 25

Elongation 68 °C 45 s

30



Material und Methoden

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Finale Elongation 68 °C 5 min 1
Kuhlung 10 °C o0 1

Tabelle 16: Thermocycler-Programm der PCR fiir die Restriktionsfragmentlédngenanalysen
(zur Bestimmung der PARK2-SNPs Bp 601, Bp 1239 und Bp 1281)

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Initiale Denaturierung 95 °C 5 min 1
Denaturierung 95 °C 45 s

Annealing 55°C 1 min 35
Elongation 72 °C 45s

Finale Elongation 72 °C 10 min 1
Kuhlung 10 °C o0 1

2.2.4. Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose Gelelektrophorese ist ein molekularbiologisches Verfahren, um
DNA-Fragmente nach ihrer Grof3e aufzutrennen. Das Agarosegel besitzt die
Funktion eines Netzes, durch dessen Struktur sich kleinere Molekule schneller
fortbewegen kénnen als groRRere. Fur die Gelelektrophorese wird aufzutrennende
DNA in sogenannten Taschen im Gel platziert und anschliel3end ein elektrisches
Feld an das Gel angelegt. Die negativ geladene DNA wandert in Richtung der
Anode, wobei, entsprechend der beschriebenen Netzfunktion des Gels, sich klei-
nere Fragmente schneller fortbewegen als groRere und eine GroRenauftrennung
erreicht wird. Um die Auftrennung zu visualisieren wird Ethidiumbromid (EtBr)
verwendet. Dieser Farbstoff interkaliert in die gro3e Furche der DNA und kann
durch UV-Licht sichtbar gemacht werden.

In dieser Arbeit wurde die Gelelektrophorese zur Qualitatskontrolle der PCR-Pro-
dukte fur die Fragmenlangentanalysen, zur Fragment-Auftrennung fur die San-
ger-Sequenzierung und fur die Restriktionsfragmentlangenanalyse verwendet.
Dabei wurden unterschiedlich prozenthaltige Gele hergestellt. So betrug der Pro-
zentgehalt der Gele zur Qualitatskontrolle fur die Fragmentlangenanalyse 1 %,
fur die Sanger-Sequenzierung 1,5 % und fur die Restriktionsfragmentlangenana-

lyse 2,5 %. Zur Herstellung eines einprozentigen Agarosegels wurden 0,5 g

31



Material und Methoden

(1,5% = 0,759, 2,5 % = 1,25 g) Agarose in 50 ml 1x Tris-Borat-EDTA (TBE)-
Puffer durch Aufkochen in einer Mikrowelle geldst. AnschlieRend wurden 3 pl
EtBr hinzugegeben und das Gemisch in einen Gelschlitten (PerfectBlue™ gel
system, Mini S, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Darmstadt) gegossen. Fur die
Herstellung eines grolieren Gels (PerfectBlue™ gel system, Mini L) wurde jeweils
die doppelte Menge Agarose und 1x TBE-Puffer, sowie 4,5 ul EtBr verwendet. Je
nach gewunschter Anzahl an Probentaschen wurden ein oder zwei Kdmme der
entsprechenden GrolRe eingesetzt. Nach Festwerden des Gels wurde der Gel-
schlitten mit dem Gel in die Gelkammer gesetzt, diese mit 1x TBE-Puffer aufge-
fullt und die Kdmme aus dem Gel gezogen. Pro Geltaschenreihe wurde eine Ta-
sche mit einem Langenstandard (GeneRuler DNA Ladder Mix, Thermo Scientific,
Waltham) befullt. In die anderen Taschen wurden die mit Orange G Ladepuffer
versehenen  Proben pipettiert. Bei den  Gelelektrophoresen  der
Fragmentlangenanalysen und der Sanger-Sequenzierung wurden dabei 7,5 pl
PCR-Produkt mit 3 pl Orange G Ladepuffer beladen, bei der
Restriktionsfragmentlangenanalyse wurden 5 pl Orange G Ladepuffer zu 9,5 pl
Probe gegeben. Mit Hilfe eines Elektrophorese Spannungsgerats (Consort bvba,
Turnhout) wurde ein elektrisches Feld mit 90-120 mV an die Gelkammer ange-
legt. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte dabei Uber einen Zeitraum von 30-
60 Minuten. Anschliellend wurden die DNA-Fragmente im UVP Gelstudio (Ana-
lytik Jena) visualisiert, fotografiert und als Bilddateien abgespeichert.

2.2.5. Gelextraktion

Die Gelextraktion ist die Isolierung von Biomolekllen aus einem Agarosegel. In
dieser Arbeit wurde sie verwendet, um fir die Sanger-Sequenzierung aufge-
trennte PCR-Produkte zu isolieren. Zur Gelextraktion wurde dabei das Q/Aquick
Gel Extraction Kit (Version September 2010) der Firma Qiagen (Hilden) verwen-
det. Die Extraktion erfolgte dabei gemals dem Handbuch des Herstellers. Die

Zentrifugationsschritte wurden bei 17.900 x g durchgefuhrt.
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2.2.6. Fragmentlangenanalyse mittels spezifischer Primer

Die Fragmentlangenanalyse mittels spezifischer Primer ist eine Methode, um den
Genotyp eines SNPs zu bestimmen. Hierbei wird zunachst eine PCR mit zwei
unterschiedlich fluoreszenzmarkierten Ruckwarts-Primern durchgefuhrt. Diese
Ruckwarts-Primer unterscheiden sich nur in einer Base, die an der Position des
entsprechenden SNPs bindet. In Abhangigkeit der vorliegenden SNP-Variante
wird also in die PCR-Produkte eines Allels der eine oder der andere Ruckwarts-
Primer eingebaut. Somit enthalten die PCR-Produkte je nach vorliegenden SNP-
Variante eine entsprechende Fluoreszenzmarkierung, welche in einem entspre-
chenden Analysegerat durch Laser angeregt und detektiert werden kann.

Diese Methode wurde zur Analyse der ATXN3-SNPs Bp 987 und Bp 1118 ange-
wendet. In Tabelle 17 ist die Fluoreszenzmarkierung fur die jeweilige SNP-Vari-
anten aufgelistet. Bei den Fluoreszenzfarbstoffen handelte es sich um den Cya-

ninfarbstoff Cy5 und IRD 700, ein near infrared dye.

Tabelle 17: Fluoreszenzmarkierungen der entsprechenden SNP-Varianten (die Fluoreszenz-
markierung ist an die entsprechenden Riickwérts-Primer angehéngt, die bei Vorliegen der jewei-
ligen Variante binden)

ATXN3-SNP Variante Fluoreszenzfarbstoff
Bp 987 C Cy5
G IRD 700
Bp 1118 C IRD 700
A Cy5

2.2.6.1. PCR fur die Fragmentlangenanalyse

Der Fragmentlangenanalyse geht eine fur den entsprechenden SNP spezifische
PCR voraus. Das Vorgehen bei der Durchfiihrung der PCR entspricht dabei dem
in Kapitel 2.2.3. beschriebenen Prozedere. Die Zusammensetzungen der Reak-
tionsansatze sind in Tabelle 18 und 19 dargestellt. Aus Tabelle 20 sind die Pro-
grammeinstellungen des Thermocyclers zu entnehmen. Da bei der PCR fur die
Fragmentlangenanalyse des ATXN3-SNPs Bp 1118 die DNA-Abschnitte, die ei-

nen expandierten PolyQ-Bereich enthalten, teilweise unzureichend amplifiziert
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wurden, erfolgte zwischenzeitlich zu Optimierungszwecken die PCR mit einem
Touchdown-Protokoll (Tab. 21).

Tabelle 18: Reaktionsansatz der PCR fiir die Fragmentlédngenanalyse des ATXN3-SNP Bp
987

Reagenz Volumen
H>O Ampuwa 13,4 pl
PCR Puffer 10x 2,0 ul
Formamide 0,5 ul
dNTPs (10 mM) 0,5 pl
Vorwarts-Primer BO14 (10 uM) 0,8 ul
Ruckwarts-Primer G654 (10 uM) 0,8 ul
Ruckwarts-Primer G655 (10 yM) 0,8 pl
Taqg-Polymerase 0,2 ul
DNA 1,0 pl
Gesamtvolumen 20,0 pl

Tabelle 19: Reaktionsansatz der PCR fiir die Fragmentldngenanalyse des ATXN3-SNP Bp
1118

Reagenz Volumen
H.O Ampuwa 8,0 ul
PCR Puffer 10x 2,0 ul
Q-Solution 4,0 ul
dNTPs (2 mM) 1,6 pl
Vorwarts-Primer B014 (10 uM) 1,6 pl
Ruckwarts-Primer G656 (10 uM) 0,8 pl
Ruckwarts-Primer G657 (10 yM) 0,8 pl
Tag-Polymerase 0,2 pl
DNA 1,0 pl
Gesamtvolumen 20,0 pl

Tabelle 20: Thermocycler-Programm der PCR fiir die Fragmentldngenanalysen (zur Bestim-
mung der ATXN3-SNPs Bp 987 und Bp 1118)

Schritt Temperatur Zeit Zyklen

Initiale Denaturierung 94 °C 4 min 1
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Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 94 °C 15s

Annealing 58/59,5 °C* 30s 35
Elongation 72 °C 1 min

Finale Elongation 72 °C 6 min 1
Kdhlung 10 °C o0 1

*58 °C fur die PCR zur Bestimmung des SNPs Bp 1118; 59,5 °C fir die PCR zur Bestimmung des SNPs Bp
987

Tabelle 21: Thermocycler-Programm der Touchdown-PCR fiir die Fragmentldngenanalyse
(zur Bestimmung des ATXN3-SNPs Bp 1118)

Schritt Temperatur Zeit Zyklen

Initiale Denaturierung 95 °C 5 min 1

Denaturierung 95 °C 30s

Annealing 65 °C 45s 10
(-1 °C/Zyklus)

Elongation 72 °C 1 min

Denaturierung 95 °C 30s

Annealing 55°C 45s 25

Elongation 72 °C 1 min

Finale Elongation 72 °C 7 min 1

Kdhlung 10 °C o0 1

Mittels Gelelektrophorese mit einem einprozentigen Agarosegel wurde anschlie-
Rend das Vorhandensein von spezifischen PCR-Produkten kontrolliert (2.2.4.).
Bei einem positiven Ergebnis dieser Kontrolle folgte dann die Fragmentlan-

genanalyse.

2.2.6.2. Fragmentlangenanalyse

Das Analysegerat, sowie die spezifischen Reagenzien und Verbrauchsmateria-
lien flr die Fragmentlangenanalyse stammen von der Firma Beckman Coulter
aus Brea. Zunachst wurde das PCR-Produkt mit H20 im Verhaltnis 1:20 ver-
dunnt. Konnten in der Gelelektrophorese nur wenig spezifische PCR-Produkte

detektiert werden, so erfolgte eine 1:10-Verdinnung oder die Verwendung der
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unverdunnten PCR-Produkte. Die Wells der Probenplatte wurden, wie in Tabelle
22 dargestellt, beflllt. AnschlieRend wurde jeweils ein Tropfen Mineraldl auf das
Gemisch getropft. Die den Positionen der befullten Wells auf der Probenplatte
entsprechenden Wells der Pufferplatte wurden zu dreiviertel mit GenomeLab Se-
paration Buffer beladen. Proben- und Pufferplatte wurden in das CEQ™8000 Ge-
netic Analysis System gesetzt. Hier wurde das Programm Frag2 (Programmein-
stellungen siehe Tab. 23) gewahlt. Es erfolgte eine voll automatisierte
Auftrennung der Proben mittels Kapillar-Gelelektrophorese (GenomelLab Sepa-
ration Gel), sowie eine Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe und die entspre-
chende Detektion des entstehenden Fluoreszenzsignals. Aufgrund des detektier-
ten Fluoreszenzsignals konnten somit Aussagen Uber den Genotyp des

jeweiligen SNPs getroffen werden.

Tabelle 22: Beladung der Wells der Probenplatten fiir die Fragmentldngenanalyse

Reagenz Volumen
Sample Loading Solution 34,5 ul
GenomeLab DNA Size Standard Kit - 600 0,5 pl
PCR-Produkt (1:20) 5,0 ul

Tabelle 23: Einstellungen des Frag2-Programms im CEQ™8000 Genetic Analysis System

Kapillare Denaturieren Injizieren Trennen

Temperatur: 35 °C | Temperatur: 90 °C | Spannung: 2,0 kV | Spannung: 6,0 kV
Auf Temperatur Dauer: 120 s Dauer: 30 s Dauer: 60 min

warten: Ja

2.2.7. Sanger-Sequenzierung

Die Sanger-Sequenzierung, auch bekannt als Kettenabbruchmethode nach San-
ger, ist ein molekularbiologisches Verfahren, um die Basenfolge eines DNA-Ab-
schnittes zu bestimmen (Sanger et al., 1977). Die den zu sequenzierenden Ab-
schnitt enthaltende DNA wird dabei in vier unterschiedlichen Reaktionsansatzen
nach erfolgter Hitzedenaturierung amplifiziert. Die Ansatze enthalten jeweils ei-

nen Primer, eine DNA-Polymerase und dNTPs. Zusatzlich enthalt jeder Ansatz
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jeweils eine der vier Basen in Form eines Didesoxynukleosidtriphosphats
(ddNTP). Den ddNTPs fehlt die 3'Hydroxygruppe der Ribose, sodass bei Einbau
eine Verlangerung des neusynthetisierten Strangs durch die Polymerase nicht
mehr moglich ist, es also zu einem Kettenabbruch kommt. In jedem Ansatz ent-
stehen also Syntheseprodukte unterschiedlicher Lange, die jeweils auf dasselbe
ddNTP enden. Durch eine Grdélkenauftrennung der Fragmente mittels Gelelekt-
rophorese kann dann eine Sequenzbestimmung erfolgen. In der hier verwende-
ten Variante der Sanger-Sequenzierung wurden je nach Base unterschiedlich flu-
oreszenzmarkierte ddNTPs aller vier Basen in demselben Ansatz eingesetzt. Die
Abbruchprodukte wurden dann in einer Kapillar-Gelelektrophorese aufgetrennt
und die laserinduzierten Fluoreszenzsignale der aufgetrennten Fragmente ge-
messen.

Die Sanger-Sequenzierung wurde zur Bestimmung des ATXN3-SNPs Bp 1118
eingesetzt, da fir manche Proben die Bestimmung des SNPs auf dem expan-
dierten Allel mittels Fragmentlangenanalyse nicht gelang. Fur die Sanger-Se-
quenzierung wurde der betreffende DNA-Abschnitt zunachst in einer spezifi-
schen PCR vervielfaltigt (2.2.3.). Die PCR-Produkte wurden dann mittels
Gelelektrophorese in einem 1,5-prozentigen Agarosegel aufgetrennt (2.2.4.). Da-
mit wurden die Allele mit unterschiedlich langen CAG-Wiederholungen voneinan-
der separiert. Die DNA-Fragmente wurden unter UV-Beleuchtung (UV-Transillu-
minator, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Darmstadt) ausgeschnitten und aus
dem Gel extrahiert (2.2.5.).

2.2.7.1. Sequenzierungs-PCR

Die genaue Zusammensetzung des Reaktionsansatzes der Sequenzierungs-
PCR kann aus Tabelle 24 entnommen werden. Der Quick Start Mix (Beckman
Coulter, Brea) enthalt dabei DNA-Polymerase, Puffer, dNTPs und die fluores-
zenzmarkierten ddNTPs. Von den Produkten der vorausgegangenen PCR wur-
den in Abhangigkeit der detektierten Bandenstarke in der Gelelektrophorese zwi-
schen 3 pl und 6 ul eingesetzt. Die PCR-Produkte wurden zunachst mit H20
gemischt, anschlieffend erfolgte ein initialer Denaturierungsschritt bei 98 °C fur 3
Minuten im Thermocycler (G-Storm GS1, AlphaMetrix Biotech GmbH,
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Rédermark). Danach wurden die restlichen Reagenzien dazugegeben und die
PCR gestartet, deren genaue Programmeinstellungen in Tabelle 25 dargestellt

sind.

Tabelle 24: Reaktionsansatz der Sequenzierungs-PCR (die Menge des eingesetzten PCR-
Produkts hdngt von der Bandenstérke in der Gelelektrophorese ab)

Reagenz Volumen
Q-Solution 4 ul
Quick Start Mix 4 ul
Primer R478 (10 uM) 1 ul
PCR-Produkt + H,O Ampuwa 11

Tabelle 25: Thermocycler-Programm der Sequenzierungs-PCR

Schritt Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 96 °C 20s

Annealing 55 °C 20s 31
Elongation 60 °C 4 min

Kihlung 10 °C o 1

2.2.7.2 Aufreinigung der Sequenzierungs-PCR

Um die Abbruch-Fragmente der Sequenzierungs-PCR aufzureinigen, wurden zu
je 10 pl der PCR-Produkte 15,5 ul Stopp-Mix und 60 pl eiskaltes Ethanol (100 %)
gegeben. Die Proben wurden anschlieBend fur 30 Minuten bei 4°C und
17 900 x g zentrifugiert (Centrifuge 5417C, Eppendorf AG, Hamburg). Daraufhin
wurde der Uberstand verworfen und 190 pl eiskaltes Ethanol (70 %) hinzugefuigt.
Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fur 20 Minuten bei 4 °C und
17 900 x g. Nach Verwerfen des Uberstandes wurden 90 pl eiskaltes Ethanol
dazu pipettiert. Dann wurde bei denselben Bedingungen fur 15 Minuten zentrifu-
giert. Wieder wurde der Uberstand verworfen und das verbleibende Ethanol
wurde durch Rotation fur 12 Minuten bei 30 °C im Concentrator plus (Eppendorf
AG, Hamburg) entfernt. Die Proben wurden anschlieffend in 42 pl Sample Loa-
ding Solution (Beckman Coulter, Brea) fur eine Stunde in Dunkelheit bei Raum-

temperatur inkubiert.
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2.2.7.3. Sequenzierung

Die fUr die Sequenzierung verwendeten Materialien und Chemikalien, sowie das
Analysegerat sind Produkte der Firma Beckman Coulter aus Brea. Es wurden
40 pl der inkubierten Proben in die Wells der Probenplatte pipettiert. Die befullten
Wells wurden mit einem Tropfen Mineraldl bedeckt. Die entsprechenden Wells
der Pufferplatte wurden zu dreiviertel mit GenomelLab Separation Buffer befullt.
Die Analyse erfolgte im CEQ™B8000 Genetic Analysis System mittels voll auto-
matisierter Kapillar-Gelelektrophorese (GenomelLab Separation Gel) und Detek-
tion laserinduzierter Fluoreszenzsignale. Dazu wurde das LFR-b-Programm ver-

wendet, dessen Einstellungen Tabelle 26 zu entnehmen sind.

Tabelle 26: Einstellungen des LFR-b-Programms im CEQ™8000 Genetic Analysis System

Kapillare Denaturieren Injizieren Trennen

Temperatur: 57 °C | Temperatur: 90 °C | Spannung: 2,0 kV | Spannung: 6,0 kV
Auf Temperatur Dauer: 120 s Dauer: 15 s Dauer: 60 min

warten: Ja

2.2.8. Restriktionsfragmentlangenanalyse (RFLA)

Bei der Restriktionsfragmentlangenanalyse (RFLA) werden SNPs anhand der -
in Abhangigkeit vom Genotyp entstehenden - unterschiedlichen Produkte eines
Enzymverdaus des betreffenden DNA-Abschnittes bestimmt. Als Enzyme kom-
men Restriktionsendonukleasen (REN) zum Einsatz. Diese erkennen und spal-
ten DNA an fur die jeweilige REN spezifischen Sequenzen. Zur Bestimmung der
SNPs werden RENSs eingesetzt, die abhangig vom Genotyp des SNPs schneiden
oder nicht schneiden. Dadurch entstehen eine Haplotyp-spezifische Anzahl und
Grolde von Fragmenten, welche in einer Gelelektrophorese aufgetrennt und de-
tektiert werden.

Die RFLA wurde zur Bestimmung der PARK2-SNPs Bp 601, Bp 1239 und Bp
1281 eingesetzt. Tabelle 27 gibt einen Uberblick tiber die fiir die einzelnen SNPs
verwendeten RENSs, ihren Schnittstellen(-Positionen) und entstehenden Pro-
dukte in Abhangigkeit vom Haplotyp.
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Tabelle 27: Ubersicht der SNPs und ihrer Restriktionsendonukleasen (die Position der
Schnittstelle entspricht der Bp-Position im flir den Enzymverdau verwendeten PCR-Produkt)

SNP Endo- Schnittstelle Position der = Haplotyp | Erwartete
nuklease Schnittstelle Fragmente
Bp 601 | AlwNI 5'...CAGNNN*CTG...3"' | (360/357) A/A 696 bp
3'...GTC*NNNGAC...5' G/A 339 bp,
357 bp, 696 bp
G/G 339 bp, 357 bp
Bp 1239 | BaeGl 5'..GKGCM*C...3' (161/157), C/C 161 bp,
3'...C*MCGKG...5' (367/363) 206 bp, 281 bp
G/C 161 bp,
206 bp,
281 bp, 367 bp
G/G 281 bp, 367 bp
Bp 1281 | Tagel 5'..T*CGA...3' (228/230) A/A 441 bp
3'..AGC*T...5 G/A 213 bp, 228
bp, 441 bp
G/G 213 bp, 228 bp

Fir die RFLA wurde zunachst der den SNP enthaltende DNA-Abschnitt in einer
PCR amplifiziert (2.2.3.). Die dabei entstandenen PCR-Produkte wurden dem

Enzymverdau zugefuhrt. Der Reaktionsansatz dafur ist in Tabelle 28 dargestellit.

Dieser wurde dann im Thermocycler (G-Storm GS1, AlphaMetrix Biotech GmbH,

Roédermark) fur 90 Minuten bei der idealen Arbeitstemperatur, welche fur AlwNI
und BaeGl 37 °C und fur Taq®l 65 °C ist, inkubiert. Danach erfolgte eine Hitzein-
aktivierung der RENSs bei 80 °C fur 20 Minuten.

Tabelle 28: Zusammensetzung des Reaktionsansatzes fiir den Restriktionsenzymverdau

Reagenz Volumen
PCR-Produkt 8,75 pl
CutSmart Buffer 1,0 ul
Restriktionsendonuklease 0,25 i

Die Produkte des Enzymverdaus wurden anschlie3end in einem 2,5-prozentigen

Agarosegel mittels Gelelektrophorese aufgetrennt und im UVP Gelstudio
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(Analytik Jena) detektiert (2.2.4.). Aufgrund der Anzahl und der Lange der Frag-

mente konnte der Haplotyp bestimmt werden.

2.2.9. Statistik
Die statistischen Auswertungen wurden mit dem Programm GraphPad Prism 6

(GraphPad Software, San Diego) durchgefuhrt.

2.2.9.1. Verwendete Tests zur statistischen Auswertung

Zu analysierende Datensatze wurden zunachst mittels Shapiro-Wilk-Test auf ihre
Normalverteilung gepruft. In Abhangigkeit des Ergebnisses wurden dann ent-
sprechend parametrische oder nicht-parametrische Tests flr die statistische Aus-
wertung verwendet. Zum Vergleich zweier unabhangiger Stichproben wurde als
parametrischer Test der ungepaarte t-Test und als nicht-parametrische Alterna-
tive der Mann-Whitney-Test eingesetzt. Fur die Varianzanalysen von mehr als
zwei unabhangigen Stichproben, wurden der einfaktorielle ANOVA-Test (para-
metrischer Test) und der Kruskal-Wallis-Test (nicht-parametrischer Test) heran-
gezogen.

Kontingenzanalysen zwischen zwei mal zwei Merkmalen erfolgten mittels exak-
tem Fisher-Test, fur Kontingenzanalysen mit mehr als zwei mal zwei Merkmalen
wurde der Chi-Quadrat-Test verwendet. Zur Testung von Korrelationen zwischen
zwei Merkmalen kamen der Pearson-Test als parametrischer Test und der Spe-
arman-Test als nicht-parametrische Alternative zum Einsatz. Bei bestatigten Kor-
relationen wurde eine lineare Regression durchgefuhrt.

Die Signifikanzniveaus wurden fur alle Tests dabei wie folgt gewahit:

p < 0,05: signifikant (*)
p <0,01: hoch signifikant (**)
p<0,001:  hdchst signifikant (***)

2.2.9.2. Uberpriifung der SNPs auf eine Hardy-Weinberg-Verteilung
Das Hardy-Weinberg-Gesetz beschreibt den Zusammenhang zwischen Allelfre-
quenz und der Genotypen-Verteilung.

Bei einer gegebenen Allelfrequenz p+q=1

gilt p? +2pq +g? =
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Dabei wird allerdings eine ideale Population (grof3e Population mit zufalliger Paa-
rung und Vererbung nach den Mendelschen Regeln, keine evolutionaren Ein-
flisse, wie z. B. Selektion, Gendrift etc.) vorausgesetzt.

Fir die analysierten Genotypen der SNPs wurde jeweils Uberpruft, ob eine Ver-
teilung nach Hardy-Weinberg vorliegt. Dabei wurde die reale Allelfrequenz fur p
und g bestimmt. Diese wurden in die Hardy-Weinberg-Formel (p? + 2pq + g% = 1)
eingesetzt. Die Formel wurde nun mit der insgesamten Anzahl der in der Realitat
fur die ESMI-Kohorte vorliegenden Genotypen des entsprechenden SNP multi-
pliziert. Damit wurde die ideale Verteilung nach Hardy-Weinberg fur die gege-
bene Anzahl an Genotypen berechnet. Anschliel3end erfolgte mittels Chi-Quad-
rat-Test eine Kontingenz-Prufung zwischen der realen und der berechneten
idealen Genotypen-Verteilung. Das Ergebnis des Chi-Quadrat-Test zeigt, ob sich
die reale Verteilung signifikant vom berechneten Hardy-Weinberg-Gleichge-

weicht unterscheidet.
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3. Ergebnisse

Die Spinocerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3) ist eine seltene, autosomal dominant
vererbbare Erkrankung, die zur Neurodegeneration, insbesondere des Kleinhirns
und anderer zentral-nervosen Strukturen, fuhrt. Krankheitsverursachend ist eine
Expansion der CAG-Wiederholungssequenz auf dem Afaxin-3-Gen (ATXN3),
welche einen vermehrten Einbau der Aminosaure Glutamin in das Ataxin-3-Pro-
tein (ATXN3) zur Folge hat. Dies bedingt eine Aggregation des Proteins und sei-
ner Spaltprodukte. Ein wichtiger Interaktionspartner des ATXN3 stellt das Protein
Parkin dar, welches von dem PARKZ2-Gen codiert wird.

Klinisch manifestiert sich die SCA3 vor allem in einem ataktischen Symptomkom-
plex, wobei Alter bei Symptomausbruch (Age at onset, AAO) und Schwere der
Symptomatik mit der Anzahl der CAG-Wiederholungen korrelieren. Um weitere
Einflussfaktoren auf die Erkrankung, sowie mogliche Therapeutika zu testen,
werden sensitive Biomarker, sowie multizentrische Kohorten mit ausreichender
Stichprobengrole bendtigt. Eine solche Kohorte stellt das ESMI-Projekt (Euro-
pean Spinocerebellar Ataxia Type 3/Machado-Joseph Disease Initiative) zur Ver-
fugung.

Die ESMI-Kohorte stellt die Grundlage fur alle erhobenen Daten dieser Arbeit dar.
Abbildung 5 gibt einen Uberblick Uber den Workflow der Arbeit. Fiir die ESMI-
Kohorte lagen bereits demographische und klinische Daten, die Protein-Level
des loslichen ATXN3 (L-ATXN3) und zum Teil die Genotypen der ATXN3- und
PARK2-Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) vor. Die Analysen der Genoty-
pen der SNPs wurden mit unterschiedlichen molekulargenetischen Methoden
fortgeflhrt. Mit den somit komplettierten Daten wurde mittels statistischer Verfah-
ren mehreren Fragestellungen nachgegangen:

e Handelt es sich bei der ESMI-Kohorte in Bezug auf demographische und
klinische Daten, sowie die ATXN3-Level und die Genotypen der SNPs, um
eine homogene Kohorte?

e Bestatigt sich die Korrelation bestimmter Genotypen der ATXN3-SNPs mit
einer CAG-Expansion?

e Kann eine Korrelation bestimmter Genotypen mit einer CAG-Expansion
auch fur PARK2-SNPs gefunden werden?
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e Haben die Genotypen der ATXN3- und PARK2-SNPs eine Auswirkung auf
klinische Daten oder das L-ATXN3-Level?
e Stellt das L-ATXN3-Level einen mdglichen Biomarker fir SCA3 dar? Kor-

relieren die Werte mit klinischen Daten?

ESMI-Kohorte

M Vorliegende
Daten

M Bestimmung mittels

I unterschiedlicher

. molekulargenetischer Methoden

Méglicher

- — -

Einfluss der
Genotypen?

Homogenitat der ESMI-Kohorte?

Abbildung 5: Workflow dieser Arbeit. Aus der ESMI-Kohorte wurden im ersten Schritt aus den
europdischen klinischen Zentren (l.) klinische standardisierte Daten erhoben (hell- und dunkel-
blaue Pfeile). Die klinischen Daten der Kohorte (griine Rechtecke) wurden dann im zweiten Schritt
(1) mittels statistischer Verfahren auf unterschiedliche Fragenstellungen, wie beispielsweise, ob
die ESMI-Kohorte eine homogene Kohorte ist, analysiert (lila Pfeile). Der orangene und die bei-
den roten Pfeile zeigen dabei an, welche Daten zur Beantwortung der entsprechenden Fragestel-
lung auf mégliche Korrelationen/Abhangigkeiten untereinander untersucht wurden.

3.1. Kohortenanalyse der ESMI-Kohorte
3.1.1. Zusammensetzung der ESMI-Kohorte

Die ESMI-Kohorte setzt sich aus sechs Einzelkohorten zusammen, die an den
Standorten der ESMI-Zentren Tubingen (Tu), Bonn (Bo), Nijmegen (Ni), London
(Lo), Coimbra (Co) und den Azoren (Az) rekrutiert wurden. Fur zukunftige klini-
sche Studien anhand der ESMI-Kohorte ist es relevant zu Uberprufen, inwieweit
die Zusammenfihrung der Einzelkohorten eine homogene Gesamtkohorte
ergibt. Die Rekrutierung der ESMI-Kohorte stellte zum Zeitpunkt dieser Auswer-
tungen keinen abgeschlossenen Prozess dar. Somit kann sich die Zusammen-
setzung der Kohorte im zeitlichen Verlauf moglicherweise verandern. Umgekehrt
besteht jedoch auch die Mdglichkeit, gegebenenfalls mangelnde Homogenitat

der Kohorte durch Angleichen von Rekrutierungsstrategien entgegenzuwirken.
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Dieser Arbeit lagen Daten von 308 Studienteilnehmern zugrunde. Davon wurden
33 in TUbingen, 48 in Bonn, 27 in Nijmegen, 73 in London, 63 in Coimbra und 64
auf den Azoren rekrutiert. Es handelte sich dabei um 145 Manner und 162 Frauen
(fur eine(n) Studienteilnehmer/in lag keine Angabe zum Geschlecht vor), die im
Median 48 Jahre alt waren. Das Alter bezieht sich hierbei und auch in allen fol-
genden Analysen auf das Alter zum Zeitpunkt der Datenerhebung im Rahmen
ihrer Rekrutierung. In der Gesamtkohorte und in der Einzelkohorte aus London
war das Alter nicht normalverteilt, weshalb im Sinne der Vereinheitlichung fur die
Gesamt-Kohorte und fir alle Einzelkohorten mit dem Median operiert wurde. Bei
229 Studienteilnehmern lag eine CAG-Expansion vor, die Gruppe der gesunden
Kontrollen umfasste 79 Individuen. Erwahnenswert ist hierbei, dass auf den Azo-
ren ausschlie8lich Mutationstrager rekrutiert wurden. Die Mutationstrager wurden
anhand des SARA-Scores in nicht-ataktisch (nicht-atakt.) und ataktisch (atakt.)
unterteilt. Studienteilnehmer mit einem SARA-Score = 3 galten dabei als atak-
tisch, wahrend Personen mit einem SARA-Score < 2,5 der nicht-ataktischen
Gruppe zugeteilt wurden. Die Einteilung anhand dieses Kriteriums ergab fur die
ESMI-Kohorte 190 ataktische und 39 nicht-ataktische Mutationstrager. Tabelle
29 gibt einen umfassenden Uberblick tiber die Zusammensetzung der ESMI-Ko-
horte. In manchen der in dieser Arbeit folgenden Analysen unterscheidet sich die
Anzahl der eingeschlossenen Studienteilnehmer von der in Tabelle 29 fur die je-
weilige Einzelkohorte gemachten Angabe. Dies liegt darin begrundet, dass de-
mographische und klinische Daten zum Teil nicht fur alle Studienteilnehmer be-
kannt waren und somit jeweils nur Probanden, deren flr die entsprechende

Analyse bendtigten Daten vollstandig vorlagen, eingeschlossen werden konnten.

Tabelle 29: Zusammensetzung der ESMI-Kohorte (m = ménnlich, w = weiblich)

Ges. Ti Bo Ni Lo Co Az
Studienteilneh- 308 33 48 27 73 63 64
mer

m 145 12 26 20 26 30 31

w 162 21 21 7 47 33 33

medianes Alter | 48 51 48,5 51 49 51 44

(in Jahren)

Kontrollen 79 12 18 6 29 14 0
m 35 5 10 4 12 4 -
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Ges. Ta Bo Ni Lo Co Az
w 44 7 8 2 17 10 -
medianes Alter | 44 43 46,5 48 42 46 -
(in Jahren)
Nicht-atakt. Muta- 39 4 5 1 5 5 19
tionstrager
m 15 3 1 0 1 2 8
w 24 1 4 1 4 3 11
medianes Alter | 34 32,5 30 29 34 46 35
(in Jahren)
Atakt. Mutations- 190 17 25 20 39 44 45
trager
m 95 4 15 16 13 24 23
w 94 13 9 4 26 20 22
medianes Alter 52 55 51 51 54 53,5 47
(in Jahren)

3.1.2. Untersuchung der Homogenitat der demographischen Daten

Fir die Uberpriifung der Homogenitat der demographischen Daten der ESMI-
Kohorte wurden Geschlecht und Alter der Studienteilnehmer naher betrachtet. In
Abbildung 6A ist das Geschlechterverhaltnis der gesamten ESMI-Kohorte als
Kreisdiagramm dargestellt. Dabei war mit 47,2 % Mannern und 52,8 % Frauen
das Geschlechterverhaltnis fur die Gesamt-Kohorte ausgeglichen. Die Betrach-
tung des Geschlechterverhaltnisses flr die jeweiligen Zentren, ergab ein hetero-
genes Bild (Abb. 6B). So zeigten die Zentren Bonn (55 % mannlich, 45 % weib-
lich), Coimbra und die Azoren (jeweils 48 % mannlich, 52% weiblich) ebenfalls
ein ausgeglichenes Verhaltnis, wahrend dies in Tubingen, London (jeweils 36 %
mannlich, 64 % weiblich) und Nijmegen (74 % mannlich, 26 % weiblich) deutlich
unausgeglichener war. Eine Aufschlisselung des Geschlechterverhaltnisses an
den Zentren in Kontrollen und Mutationstrager ergab jeweils ein vergleichbares
Bild (Daten nicht gezeigt).
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A Geschlechterverteilung der ESMI-Kohorte B Geschlechterverteilung in den ESMI-Zentren
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Abbildung 6: Geschlechterverhiltnis in der ESMI-Kohorte und in den einzelnen Zentren. A:
Geschlechterverhéltnis der gesamten ESMI-Kohorte, m = ménnlich, w = weiblich. Fir eine(n)
Studienteilnehmer(in) der ESMI-Kohorte war das Geschlecht nicht bekannt, weshalb nur 307 statt
der 308 Studienteilnehmer der Gesamtkohorte in die Geschlechterverteilung einbezogen wurden.
B: Geschlechterverhéltnis der einzelnen ESMI-Zentren. n gibt in beiden Grafiken die Anzahl der
Studienteilnehmer an.

Die Studienteilnehmer der ESMI-Kohorte waren zum Zeitpunkt der Rekrutierung
im Median 48 Jahre (Minimum 21 Jahre, Maximum 82 Jahre) alt. Zwischen der
Altersverteilung der an den jeweiligen Zentren rekrutierten Teilnehmern gab es
keine signifikanten Abweichungen (Kruskal-Wallis-Test, p = 0,1167); (Abb. 7A).
Teilte man die Gesamt-Kohorte in Kontrollen und Mutationstrager ein und ver-
glich die Altersverteilung der beiden Gruppen, so war auch hier kein signifikanter
Unterschied zu beobachten (ungepaarter t-Test, p = 0,2117); (Abb. 7B). Bei den
Mutationstragern konnte des Weiteren zwischen nicht-ataktischen und atakti-
schen Mutationstragern unterschieden werden. Der Vergleich zwischen diesen
beiden Gruppen und den Kontrollen, ergab ein hdchst signifikanter Unterschied
im einfaktoriellen ANOVA-Test (p < 0,0001); (Abb. 7C). Da nicht-ataktische Mu-
tationstrager zwangslaufig eine junge Kohorte bilden, war dies ein zu erwarten-
des Ergebnis. Allerdings zeigte sich, wenn man jeweils zwei der drei Gruppen im
ungepaarten t-Test miteinander verglich, dass nicht nur zwischen den nicht-atak-
tischen Mutationstragern und den Kontrollen bzw. zwischen den nicht-atakti-
schen und ataktischen Mutationstragern ein signifikanter Unterschied bestand (p
jeweils < 0,0001), sondern auch zwischen den Kontrollen und den ataktischen
Mutationstrager (p = 0,0018).
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Abbildung 7: Alter in den ESMI-Zentren, sowie zwischen Kontrollen und Mutationstréger.
A: Darstellung des medianen Alters (in Jahren) in den ESMI-Zentren: Tii = 51; Bo = 48,5; Ni =
51; Lo =49; Co = 51; Az = 44. Der Kruskal-Wallis-Test zeigte keine signifikanten Abweichungen
(p = 0,1167). B: Medianes Alter (in Jahren) der Kontrollen und Mutationstrédger der gesamten
ESMiI-Kohorte: Kontrollen = 44; Mutationstrédger = 49. Es ergab sich keine Signifikanz im unge-
paarten t-Test (p = 0,2117). C: Medianes Alter (in Jahren) aufgeteilt in Kontrollen, sowie nicht-
ataktischen und ataktische Mutationstrédger: Kontrollen = 44; nicht-ataktische Mutationstréger =
34, ataktische Mutationstrager = 52. Im ungepaarten t-Test ergab sich zwischen den Kontrollen
und den nicht-ataktischen Mutationstrdger und zwischen den nicht-ataktischen und ataktischen
Mutationstrdgern ein héchst signifikanter Unterschied (p jeweils < 0,0001). Zwischen den Kon-
trollen und den ataktischen Mutationstrdgern war der Unterschied hoch signifikant (ungepaarter
t-Test, p = 0,0018). n steht in allen drei Grafiken fiir die Anzahl der Studienteilnehmer. Im Boxplot
der Darstellungen wird der Median mit dem unteren und oberen Quartil gezeigt, die Whisker ge-
ben Minimum und Maximum an.

3.1.3. Untersuchung der Homogenitat der klinischen Daten

Zur Untersuchung der Homogenitat der klinischen Daten wurden der SARA-
Score, das Age at onset (AAO) und die Cross-sectional Disease Progression
(CSDP) herangezogen. Der SARA-Score ist eine klinische Bewertungsskala zur
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Beurteilung der Schwere der ataktischen Symptomatik und besitzt eine Mess-
breite von 0 (asymptomatisch) bis 40 Punkte (schwerste Symptomatik). Der
SARA-Score gibt somit Auskunft Gber die Schwere der Erkrankung zum Zeitpunkt
der Erhebung. Fur die Frage der Homogenitat der ESMI-Kohorte ist es relevant,
ob an den unterschiedlichen Zentren Patienten mit vergleichbarer Schwere der
Symptomatik rekrutiert wurden. In die folgenden Analysen wurden nur die SARA-
Scores der ataktischen Mutationstrager einbezogen.

Der mediane SARA-Score der ataktischen Mutationstrager der gesamten ESMI-
Kohorte betrug 15 Punkte (Minimum 3 Punkte, Maximum 40 Punkte). In Abbil-
dung 8 sind die SARA-Scores der Studienteilnehmer auf die entsprechenden
Zentren bezogen dargestellt. Der hochste mediane SARA-Score fand sich mit 17
Punkten bei den Studienteilnehmern in London. Die Studienteilnehmer aus
Nijmegen zeigten mit 10,5 Punkten den niedrigsten medianen SARA-Score. Hier-
bei ergab der Kruskal-Wallis-Test aber keine signifikanten Abweichungen zwi-
schen den Zentren (p = 0,1827).

SARA-Score der atakt. Mutationstrager
40- @

—

(Punkte)
N
¢l

SARA-Score

-
o
A
*H
I
I

Abbildung 8: SARA-Score der ataktischen Mutationstrdger in den ESMI-Zentren. Medianer
SARA-Score in den unterschiedlichen ESMI-Zentren (in Punkten): Ti = 13; Bo = 11; Ni = 10,5;
Lo=17; Co=12; Az = 13,5. Es ergaben sich keine signifikanten Unterschiede im Kruskal-Wallis-
Test (p = 0,1827). Darstellung im Boxplot mit Median, sowie dem unteren und oberen Quatrtil. Die
Whisker geben die 10. und 90. Perzentile an. Die Punkte zeigen die Werte aulBerhalb dieses
Bereiches an.

49



Ergebnisse

Das AAO zeigt das Alter bei Symptombeginn, gemessen am SARA-Score (= 3),
an. Knapp die Halfte des AAO kann mit der Anzahl der CAG-Wiederholungen
erklart werden, weitere Einflussfaktoren konnten bislang nicht bestimmt werden
(van de Warrenburg et al., 2005). Da hier auch Umwelteinflisse als Faktoren
nicht auszuschlielRen sind, wurde Uberprift, ob beim AAO signifikante Unter-
schiede zwischen den ESMI-Zentren existieren. Abbildung 9 zeigt eine Boxplot-
Darstellung fur das AAO in den ESMI-Zentren. Fur die Analysen wurden eben-
falls nur ataktische Mutationstrager einbezogen. Im Median lag das AAO fur die
gesamte ESMI-Kohorte bei 39 Jahren (Minimum 13 Jahre; Maximum 69 Jahre).
Den hdéchsten Median zeigte dabei die Einzelkohorte aus Bonn mit 42 Jahren,
den niedrigsten die Einzelkohorte von den Azoren mit 35 Jahren, die Abweichun-
gen waren dabei aber nicht statistisch signifikant (einfaktorieller ANOVA-Test,
p = 0,2628).

AAO der atakt. Mutationstrager
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Abbildung 9: AAO der ataktischen Mutationstrdger in den ESMI-Zentren. Der einfaktorielle
ANOVA-Test ergab keine signifikante Abweichung zwischen den Zentren (p = 0,2628). n steht
fir die Anzahl der Studienteilnehmer. Mediane AAOs (in Jahren): Tii = 40; Bo = 42; Ni= 40;
Lo =40; Co = 39; Az = 35. Darstellung des Medians, sowie dem unteren und oberen Quartil mit-
tels der Box. Die Whisker entsprechen dem Minimum und Maximum.

2

Die CSDP ist ein Mal fur die durchschnittliche Geschwindigkeit der Krankheits-
progression. Es handelt sich dabei um den Quotienten aus SARA-Score und der
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Krankheitsdauer und gibt damit an, um wie viele Punkte sich der SARA-Score
durchschnittlich pro Jahr seit symptomatischem Krankheitsbeginn verandert hat.
Der Wert wurde nur fur die ataktischen Mutationstrager berechnet. Im Median lag
die CSDP fur die ESMI-Kohorte bei 1,4 Punkten/Jahr (Minimum 0,3 Punkte/Jahr;
Maximum 6,0 Punkte/Jahr). Bei der gesonderten Betrachtung der einzelnen Lan-
der-Kohorten zeigte Bonn mit 1,6 Punkten/Jahr im Median die hochste CSDP.
Die niedrigste mediane CSDP ergab sich fur Tubingen und Coimbra mit jeweils
1,3 Punkten/Jahr (Abb. 10). Zwischen den einzelnen Zentren zeigte sich dabei
kein signifikanter Unterschied (Kruskal-Wallis-Test, p = 0,3133).

CSDP der atakt. Mutationstrager
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Abbildung 10: CSDP der ataktische Mutationstrager in den ESMI-Zentren. Darstellung der
CSDP (SARA-Score/Krankheitsdauer) in den ESMI-Zentren. Die CSDP wurde nur fiir ataktische
Studienteilnehmer berechnet. Mediane CSDP (in Punkte/Jahr): Tii = 1,3; Bo = 1,6, Ni= 1,5; Lo =
1,4; Co = 1,3; Az = 1,3. Die Box zeigt jeweils den Median mit oberem und unterem Quartil an. Die
Whisker entsprechen der 10. und 90. Perzentile.

3.1.4. Haufigkeit der CAG-Wiederholungen in der ESMI-Kohorte

Die CAG-Wiederholungsanzahl im ATXN3-Gen variiert sowohl in nicht-expan-
dierten als auch in den expandierten Allelen. Fur die ESMI-Kohorte wurde die
Verteilung der CAG-Wiederholungsanzahl gepruft. In Abbildung 11 ist die Hau-
figkeit der CAG-Wiederholungen als Balkendiagramm dargestellt, wobei im nicht-
expandierten Bereich zwischen den normalen Allelen der Mutationstrager und
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den Allelen der Kontrollen unterschieden wurde. Im nicht-expandierten Bereich
fanden sich Allele mit Wiederholungsanzahlen von 14 bis 35 Wiederholungen.
Dabei fiel auf, dass sowohl bei den nicht-expandierten Allelen der Mutationstra-
ger als auch den Allelen der Kontrollen die Wiederholungsanzahlen 14, 23 und
27 besonders haufig vorkamen. Betrachtete man alle Allele im nicht-expandierten
Bereich, so traten 23 Wiederholungen mit 94 Allelen am haufigsten auf, gefolgt
von 14 Wiederholungen mit 81 Allelen und 27 Wiederholungen mit 49 Allelen.
Far die getrennte Betrachtung der nicht-expandierten Allele der Mutationstrager
und der Allele der Kontrollen ergaben sich vergleichbare Verteilungsmuster.

Bei den expandierten Allelen traten CAG-Wiederholungslangen von 57 bis 78
Wiederholungen auf. Hierbei waren die haufigsten Wiederholungsanzahlen 69,
70 (jeweils 30 Allele), 71 (25 Allele) und 72 (24 Allele).

Haufigkeit der CAG-Wiederholungen in der ESMI-Kohorte
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Abbildung 11: Héufigkeit der CAG-Wiederholungen in der ESMI-Kohorte. Im nicht expan-
dierten Bereich traten bei den Allelen der Kontrollen und den nicht-expandierten Allelen der Mu-
tationstrdger CAG-Wiederholungen von 14 bis 35 auf. Bei den expandierten Allelen der Mutati-
onstréger betrug die Wiederholungsanzahl 57 bis 78.

3.1.5. Anzahl der CAG-Wiederholungen und Age at onset

Es wurde fur die ESMI-Kohorte untersucht, welcher Anteil der Varianz des AAOs
mit der Anzahl der CAG-Wiederholungen im ATXN3-Gen erklart werden kann.
Dazu wurde flr 172 ataktische Studienteilnehmer das AAO gegen die Anzahl der
CAG-Wiederholungen aufgetragen (Abb. 12). Es zeigte sich im Pearson-Test
eine hochst signifikante negative Korrelation zwischen den beiden Merkmalen
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(r =-0,6500, p < 0,0001). In der linearen Regression ergab sich ein R2-Wert von
0,4226.

CAG-Wiederholungen und AAO

AAO (Jahre)
3

55 60 65 70 75 80
CAG-Wiederholungen

Abbildung 12: Korrelation der CAG-Wiederholungsanzahl und des AAOs. Es wurde fiir 172
ataktische Studienteilnehmer das AAQO (in Jahren) gegen die CAG-Wiederholungen aufgetragen.
Die Punkte stellen jeweils das Datenpaar eines Studienteilnehmers dar. Im Pearson-Test ergab
sich eine héchst signifikante negative Korrelation (r = -0,6500, p < 0,0001). Die rote Gerade zeigt
die lineare Regression an. Der R>-Wert betrug 0,4226.

3.2. Genotypen-Verteilungen der SNPs

Bei SNPs handelt es sich um Varianten einzelner Basen im Genom, deren Al-
lelfrequenz in einer Population = 1 % ist. Fur diese Arbeit wurden die Genotypen
jeweils dreier SNPs des ATXN3-Gens (rs1048755, rs12895357, rs7158733) und
des PARK2-Gens (rs1801474, rs1891582, rs1801334) analysiert.

3.2.1. ATXN3-SNP Bp 669

Der SNP Bp 669 (rs1048755) liegt auf dem ATXN3-Gen in 5-Richtung vor der
CAG-Wiederholungsequenz auf Exon 8. Es kommt dabei zum Basenaustausch
G85°TC — CP8°TC, wodurch auf Proteineben an AS-Position 212 Valin durch Me-
thionin ersetzt wird. Global gesehen tritt dabei die Variante G®°TC (— Val?'?) in
75 % der Allele auf (NCBI/SNP). Dieser Arbeit lagen Daten bereits zuvor analy-
sierter Genotypen des SNP Bp 669 zugrunde. Fur die Genotypen war dabei auf-
grund der Bestimmungs-Methode keine Zuordnung der einzelnen Haplotypen

zum jeweiligen Allel mdglich. Es konnte also fur Mutationstrager nicht zwischen
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der Variante des nicht-expandierten Allels und des expandierten Allels differen-
ziert werden.

Die Genotypen des SNP Bp 669 lagen fur 258 Studienteilnehmer der ESMI-Ko-
horte vor, wovon 191 Mutationstrager und 67 gesunde Kontrollen waren. Insge-
samt zeigte sich bei 51,2 % der Genotyp A/G, bei 32,6 % G/G und bei 16,3 %
A/A. Dieses Verteilungsmuster entsprach dem berechneten Hardy-Weinberg-
Gleichgewicht (Chi Quadrat-Test, p = 0,8626). Da der Anteil der Mutationstrager
deutlich grolRer war, ahnelte die Verteilung der gesamten Kohorte der der Muta-
tionstrager. Bei diesen wiesen 59,2 % A/G und jeweils 20,4 % G/G und A/A auf.
Fir die Kontrollen ergab sich mit 28,4 % A/G, 67,2 % G/G und 4,5 % A/A ein
deutlich anderes Verteilungsmuster (Abb. 13). Zur Untersuchung von Kontingen-
zen wurde der Chi-Quadrat-Test eingesetzt. In diesem zeigte sich dabei eine
hdchst signifikante Abhangigkeit zwischen den Merkmalen Genotyp des SNPs
und genetischer SCA3-Status (gesunde Kontrolle oder Mutationstrager), (p <
0,0001). Die Allelfrequenz fur die Kontrollen betrug fe = 0,81 und fa = 0,19 und
fur die Mutationstrager fa/fc = 0,5.

SNP Bp 669

Gesamte ESMI-Kohorte

Kontrollen und Mutationstrager Kontrollen Mutationstrager
W 16.28% A/A W 4.48% AIA W 20.42% A/A
[ 32.56% G/G @ 67.16% GI/G [ 20.42% G/IG
B 51.16% A/G [ 28.36% A/G M 59.16% A/G

n=258 n=67 n=191

Abbildung 13: Verteilung der Genotypen des ATXN3-SNP Bp 669 in der ESMI-Kohorte. Ver-
teilung der Genotypen fiir die gesamte ESMI-Kohorte mit Kontrollen und Mutationstréger, sowie
fur jeweils beide Gruppen einzeln. n gibt die Anzahl der Studienteilnehmer an. Der Chi-Quadrat-
Test mit den Merkmalen Kontrollen/Mutationstréger und Genotyp war héchst signifikant
(p < 0,0001).
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SNP Bp 669

Deutschland

Kontrollen Mutationstrager
B 9.09% A/A M 25.64% A/A
@ 59.09% GIG [ 2.56% GI/G
M 31.82% AIG B 71.79% AIG
n=22
Niederlande
Kontrollen Mutationstrager

Il 83.33% A/A

M 23.81% A/A
[ 16.67% G/G =

76.19% A/G

n=6 n=21

GroRbritannien

Kontrollen Mutationstrager

l 3.70% A/A
@ 55.56% G/G
B 40.74% A/IG

B 25.00% A/A
3 10.00% GIG
[ 65.00% A/IG

n=27 n=40
Portugal
Kontrollen Mutationstrager
@ 100.00% GI/IG Il 15.38% A/A
B3 37.36% GI/IG
B 47.25% A/G

n=12 n=91

Abbildung 14: Genotypen-Verteilungen des ATXN3-SNPs Bp 669 nach Lédndern aufgeteilt.
Genotypen-Verteilung fiir die einzelnen Lander der ESMI-Zentren, jeweils in Kontrollen und Mu-
tationstrager aufgeteilt. Fiir Deutschland, GroBbritannien und Portugal bestand eine héchst sig-
nifikante Abhdngigkeit im Chi-Quadrat-Test zwischen dem genetischen SCA3-Status (gesunde
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Kontrolle oder Mutationstrdger) und dem SNP-Genotyp (p jeweils < 0,0002). Aufgrund der kleinen
GroRe der Kontrollgruppe war der Chi-Quadrat-Test fiir die Niederlanden nicht aussagekrétftig.
Eine Kontingenz konnte auch fiir die Mutationstrdger zwischen den Merkmalen Herkunftsland
und Genotyp nachgewiesen werden (Chi-Quadrat-Test p < 0,0001). Fiir die Kontrollen wiederum
war das Ergebnis des entsprechenden Chi-Quadrat-Tests wegen zu kleiner Stichproben nicht
aussagekréftig.

Die Genotypen-Verteilung des SNPs Bp 669 wurde weiterhin in den einzelnen
regionalen Kohorten untersucht. Dafur wurden die Studienteilnehmer nach den
Landern, in welchen sie rekrutiert wurden, aufgeteilt. Somit ergaben sich die Ko-
horten Deutschland (ESMI-Zentren Tubingen und Bonn), Niederlande (ESMI-
Zentrum Nijmegen), GroRbritannien (ESMI-Zentrum London) und Portugal
(ESMI-Zentren Coimbra und Azoren). Diese Aufteilung nach Landern wurde auch
fur die Analysen der anderen SNPs angewendet. Die genaue Verteilung der Ge-
notypen fur die einzelnen Lander, jeweils nach Kontrollen und Mutationstrager
separiert, ist Abbildung 14 zu entnehmen. Wie in der gesamten Kohorte war auch
fur alle Lander A/G der haufigste Genotyp bei den Mutationstrager (47,3 % bis
76,2 %), wahrend er bei den Kontrollen vergleichsweise selten auftrat (0% bis
40,7 %). Hier dominierte in Deutschland, Grof3britannien und Portugal G/G
(55,6 % bis 100 %). Die Genotypen-Verteilung der Kontrollen aus den Niederlan-
den fiel mit 83,3 % A/A aus dem Muster. Hierbei muss jedoch auf die sehr kleine
Stichprobengrofde von lediglich sechs Studienteilnehmern hingewiesen werden.
Die Merkmale genetischer SCA3-Status und Genotyp wurden flr die einzelnen
Lander mittels Chi-Quadrat-Test auf Kontingenz getestet. Dabei ergab sich fur
Deutschland, Grof3britannien und Portugal eine hochst signifikante Abhangigkeit
dieser Merkmale (p jeweils < 0,0002). Fur die Niederlande konnte aufgrund der
kleinen Anzahl an Kontrollen kein aussagekraftiges Ergebnis erzielt werden. Wei-
ter wurde eine Abhangigkeit zwischen den Herkunftslandern und den Genotypen
untersucht. Dafur wurden ein Chi-Quadrat-Test jeweils fur die Kontrollen und Mu-
tationstrager durchgefuhrt. Wegen zu geringer StichprobengréRen konnte dieser
fur die Kontrollen kein aussagekraftiges Ergebnis liefern, fur die Mutationstrager

dagegen ergab sich eine hdchst signifikante Abhangigkeit (p < 0,0001).
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3.2.2. ATXN3-SNP Bp 987

Der SNP Bp 987 (rs12895357) liegt auf dem Exon 10 des ATXN3-Gens und ent-
spricht der Bp-Position unmittelbar am 3‘-Ende der CAG-Wiederholungssequenz.
Aufgrund dieser Lage hangt die genaue Bp-Position des SNPs von der Anzahl
der CAG-Wiederholungen ab. Im Folgenden gemachte Angaben beziehen sich
auf eine Referenz-Anzahl von 13 Triplett-Wiederholungen. Fir den SNP Bp 987
existieren die Varianten G%7GG und C°%7GG. Erstere flihrt auf Proteinebene zu
einem Einbau von Glycin an AS-Position 318, wahrend letztere fur Arginin co-
diert. Weltweit liegt bei 75 % der Allele die Variante G%®'GG (— Gly3'®) vor
(NCBI/SNP). Fur diese Arbeit wurde zum einen Teil auf bereits analysierte Ge-
notypen von 163 Studienteilnehmern zurickgegriffen, zum anderen Teil wurden
weitere 120 Genotypen selbst bestimmt. Die Bestimmung erfolgte mit einer Frag-
mentlangenanalyse mittels spezifischer Primer. Dafur fand zunachst eine PCR
zur Vervielfaltigung der entsprechenden DNA-Abschnitte statt, wobei zwei unter-
schiedlich fluoreszenzmarkierte Ruckwarts-Primer verwendet wurden. Diese un-
terschieden sich in der komplementaren Base zum SNP Bp 987 und wurden so-
mit in Abhangigkeit der SNP-Variante eingebaut. Es erfolgte die
Nachweiskontrolle der PCR-Produkte in einem einprozentigen Agarosegel. Da-
raufhin wurden die PCR-Produkte in einem entsprechenden Analysegerat aufge-
trennt, die Fluoreszenzfarbstoffe angeregt und die induzierten Fluoreszenzsig-
nale detektiert. In Abbildung 15 sind Beispiele fur ein Kontrollgel und Ergebnisse

der Fragmentlangenanalyse dargestellt.
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Abbildung 15: Exemplarische Ergebnisse von Kontrollgel und Fragmentldéngenanalyse fiir
den SNP Bp 987. A: Exemplarische Ergebnisse eines Kontrollgels. Die Banden ganz links zeigen
den Léangenstandard. Flir die Proben 1-5 und 7 sind jeweils zwei Banden detektierbar, was einem
heterozygoten Genotyp entspricht. Probe 6 dagegen stammt von einer gesunden Kontrolle, da
sich beide Allele nur gering in der Anzahl der CAG-Wiederholungen unterscheiden, bildet sich
dies als nur eine Bande im Agarosegel ab. B: Beispiele fiir Ergebnisse der Fragmentlédngenana-
lyse. Auf den Abszissen ist die Grél3e der Fragmente in Anzahl der Nukleotide (Size (nt)) ange-
geben, auf den Ordinaten ist das detektierte Fluoreszenzsignal (Dye Signal) aufgetragen. Die
roten Signale entsprechen einem Léngenstandard zur Gré3enbestimmung der Fragmente. Griine
Fluoreszenz-Peaks zeigen ein Fragment mit der Variante G und blaue ein Fragment mit der



Ergebnisse

Variante C an. Damit ergeben sich folgende Genotypen: Probe 1: nicht-exp. C/exp. C; Probe 2:
nicht-exp. G/exp. C; Probe 3: nicht-exp. G/exp. G; Probe 4: nicht-exp. G/G (Kontrolle). Die exemp-
larischen Ergebnisse fiir das Kontrollgel und die Fragmentldngenanalyse sind unabhéngig von-
einander gewéhlt. Proben aus Grafik A kbnnen somit nicht den Proben mit derselben Nummer in
Grafik B (bzw. umgekehrt) zugeordnet werden.

Die Methode der Fragmentlangenanalyse erlaubte bei Mutationstragern die SNP-
Varianten jeweils dem nicht-expandierten und expandierten Allel zuzuordnen.
Dadurch konnte in den statistischen Analysen nicht nur die Genotypen der Kon-
trollen und der Mutationstrager unterschieden werden, sondern es konnte zwi-
schen drei Allel-Gruppen, namlich den Allelen der Kontrollen, den nicht-expan-
dierten Allelen der Mutationstrager und den expandierten Allelen der
Mutationstrager differenziert werden. Fur die statistische Analyse lagen die
Haplotypen von 566 Allelen vor, wovon 142 Allele von gesunden Kontrollen ka-
men. 210 waren nicht-expandierte Allele und 214 expandierte Allele von Mutati-
onstrager. Die Differenz zwischen den nicht-expandierten und expandierten Alle-
len der Mutationstrager erklart sich durch zwei homozygote Mutationstrager in
der Kohorte (aus dem ESMI-Zentrum Tldbingen und von den Azoren). In der Ge-
samt-Kohorte zeigten 58,3 % der Allele die Variante G und entsprechend 41,7 %
C. Die Genotypen waren dabei nach Hardy-Weinberg verteilt (G/G = 32,9 %,
G/C = 50,9 %, C/C = 16,2 %; Chi-Quadrat-Test, p = 0,8540). Bei den Allelen der
Kontrollen betrug die Allelfrequenz fir G 80,3 % und fur C 19,7 %. Eine &hnliche
Verteilung wiesen die nicht-expandierten Allele der Mutationstrager mit 72,4 % G
und 27,6 % C auf. Gegenlaufig dazu war das Muster fur die expandierten Allele.
Hier lag bei 70,1 % der Allele die Variante C und nur bei 29,9 % G vor (Abb. 16).
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SNP Bp 987

Gesamte ESMI-Kohorte

Allele gesamt Allele Kontrollen

[ 41.70% C B 19.72% C
I 58.30% G I 80.28% G

n=566 n=142

nicht-exp. Allele Mutationstrager exp. Allele Mutationstrager

3 27.62% C 3 70.09% C
W 7238% G W 29.91% G

n=210 n=214

Abbildung 16: Haplotypen-Verteilung des ATXN3-SNP Bp 987 in der ESMI-Kohorte. Dar-
stellung der Verteilung der Haplotypen des SNP Bp 987 fiir die gesamte ESMI-Kohorte, sowie
die Allele aller Kontrollen und die nicht-expandierten und expandierten Allele der Mutationstrager.
n gibt die Anzahl der Allele an. Im Exakten Fisher-Test bestand eine Abhéngigkeit zwischen den
Allelen der Kontrollen und den expandierten Allelen der Mutationstrager und den Haplotypen,
genauso zwischen den nicht-expandierten und expandierten Allelen und den Haplotypen (p je-
weils < 0,0001). Keine Kontingenz konnte dagegen zwischen den Allelen der Kontrollen und den
nicht-expandierten Allelen der Mutationstrager und den Haplotypen nachgewiesen werden (p =
0,1010).

Zur Untersuchung von Abhangigkeiten zwischen den unterschiedlichen Allel-
Gruppen und den jeweiligen Verteilungen der SNP-Varianten wurde fir den SNP
Bp 987 der Exakte Fisher-Test verwendet. Es wurde hierflr also nicht wie beim
SNP Bp 669 der Chi-Quadrat-Test angewandt. Dies liegt in der Tatsache begrun-
det, dass beim SNP Bp 987, wie bereits beschrieben, flr die Mutationstrager eine
Zuordnung der SNP-Variante zum Allel méglich war. Dadurch konnte die Unter-
teilung in Allel-Gruppen mit nur zwei moglichen Haplotypen, erfolgen. Da der
Exakte Fisher-Test lediglich die Untersuchung der Kontingenz von zwei mal zwei
Merkmalen erlaubt, war eine Anwendung fur den SNP Bp 987 moglich. Dies war
fur den SNP Bp 669 nicht der Fall, da bei diesem durch die Angabe der SNP-
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Varianten als biallelische Genotypen zwei mal drei Merkmale fur vergleichbare
Kontingenz-Testungen entstanden.

Far den SNP Bp 987 wurde also die Kontingenz zwischen jeweils zwei Allel-
Gruppen und den jeweiligen Verteilungen der Haplotypen mittels Exaktem Fis-
her-Test gepruft. Zwischen den Allelen der Kontrollen und den nicht-expandierten
Allelen der Mutationstrager, sowie den beiden Haplotypen bestand keine signifi-
kante Abhangigkeit (p = 0,1010). Dagegen bestand sowohl zwischen den Allelen
der Kontrollen, den expandierten Allelen der Mutationstrager und der Haploty-
pen-Verteilung, als auch zwischen den nicht-expandierten Allelen und den ex-
pandierten Allelen der Mutationstrager sowie den Haplotypen eine hdéchst signi-
fikante Kontingenz (p jeweils < 0,0001).

Es folgte eine differenzierte Betrachtung der Verteilung fur die unterschiedlichen
Lander. Hier zeigte sich fur alle vier Lander, wie schon fur die Gesamt-Kohorte,
ein Dominieren der Variante G bei den Allelen der Kontrollen (fc = 0,69 — 1,0)
und den nicht-expandierten Allelen der Mutationstrager (fc = 0,65 — 0,79) und
umgekehrt ein Dominieren der Variante C bei den expandierten Allelen der Mu-
tationstrager (fc = 0,55 — 0,98), (Abb. 17). Letzteres war besonders in Deutsch-
land (97,6 % C) und in den Niederlanden (96,2 % C) ausgepragt, wohingegen
die Verteilung in GroRbritannien (68,2 % C) und insbesondere in Portugal (65,1 %
C) erheblich ausgeglichener war. Fur alle Lander ergaben die Exakten Fisher-
Tests zwischen den Allelen der Kontrollen, den expandierten Allelen der Mutati-
onstrager und den jeweiligen Verteilungen der Haplotypen, sowie zwischen den
Allelen der Kontrollen, den nicht-expandierten Allelen der Mutationstrager und
den Haplotypen jeweils eine hochst signifikante Kontingenz (p jeweils < 0,0001).
Zwischen den Allelen der Kontrollen, den nicht-expandierten Allelen der Mutati-
onstrager und der Haplotypen-Verteilung war fur Deutschland, die Niederlande
und Grol3britannien keine Abhangigkeit nachweisbar (Exakter Fisher-Test p je-
weils = 0,37). Fur die Studienteilnehmer aus Portugal dagegen konnte eine Kon-
tingenz zwischen den Allelen der Kontrollen und den nicht-expandierten Allelen
der Mutationstragern, sowie den Haplotypen beobachtet werden (Exakter Fisher-
Test p = 0,0011). Aufgrund dieser Abweichung von den Ergebnissen fur die Ge-
samtkohorte und fur die anderen Lander-Kohorten, erfolgte eine genauere
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Untersuchung der portugiesischen Kohorte. Diese bestand, wie bereits beschrie-
ben, aus den rekrutierten Studienteilnehmern der ESMI-Zentren Coimbra und
Azoren, wobei gesunde Kontrollen ausschlieRlich in Coimbra rekrutiert wurden.
Somit wurde zunachst die Kontingenz zwischen den Allelen der Kontrollen, den
nicht-expandierten Allelen der Mutationstrager und den Haplotypen fur Coimbra
gepruft. Hier zeigte sich eine Abhangigkeit hochster Signifikanz (Exakter Fisher-
Test p = 0,0007). Keine Abhangigkeit ergab sich im Exakten Fisher-Test jeweils
fur die nicht-expandierten und expandierten Allele der Mutationstrager zwischen
den Zentren Coimbra und Azoren und der Haplotypen-Verteilung (p jeweils =
0,51; Daten nicht gezeigt).

Nach der genaueren Uberprifung der portugiesischen Kohorte wurde schlieRlich
fur die drei Allel-Gruppen die Abhangigkeit zwischen den Landerkohorten und
jeweils der Haplotyp-Verteilung untersucht. Da sich dabei durch die vier Lander
eine Kontingenz-Prifung von zwei mal vier Merkmalen ergab, wurde wiederum
auf den Chi-Quadrat-Test zuruckgegriffen. Fur die Allele der Kontrollen und die
expandierten Allele der Mutationstrager lag jeweils eine Abhangigkeit zwischen
den Lander-Kohorten und den Haplotypen vor (p jeweils < 0,0123), wahrend sich
fur die nicht-expandierten Allele der Mutationstrager keine signifikante Kontin-

genz zwischen Landern und Haplotyp-Verteilungen ergab (p = 0,1060).
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SNP Bp 987
Deutschland
Allele Kontrollen nicht-exp. Allele Mutationstriager exp. Allele Mutationstrager
@ 30.77% C 0 35.00% C [ 97.62% C
W 69.23% G Il 65.00% G W 238% G
n=52 n=40 n=42
Niederlande
Allele Kontrollen nicht-exp. Allele Mutationstrager exp. Allele Mutationstrager
@ 833% C [0 23.81% C [ 95.24% C
W 9167% G W 76.19% G W 4.76% G
n=12 n=21 n=21
GroRbritannien
Allele Kontrollen nicht-exp. Allele Mutationstréger exp. Allele Mutationstrager
@ 20.37% C [0 20.45% C [ 68.18% C
M 79.63% G W 7955% G M 31.82% G
n=54 n=
Portugal
Allele Kontrolle nicht-exp. Allele Mutationstrager exp. Allele Mutationstrager
I 100.00% G @ 28.57% C E 55.14% C
W 71.43% G W 44.86% G

-

n=24

n=105 n=107

Abbildung 17: Verteilungen der Haplotypen des ATXN3-SNPs Bp 987 nach Lédndern aufge-
teilt. Die Kreisdiagramme zeigen die Verteilung der Haplotypen des SNP Bp 987 in den unter-
schiedlichen Landern der ESMI-Kohorte. Es erfolgte die Aufteilung in Allele der Kontrollen, den
nicht-expandierten und den expandierten Allelen der Mutationstréger. n gibt die Anzahl der Allele
an. Im Exakten Fisher-Test ergab sich fiir alle L&dnder eine Kontingenz zwischen den Allelen der
Kontrollen, den expandierten Allelen der Mutationstréger und der jeweiligen Haplotypen-Vertei-
lung (p jeweils < 0,0001), ebenso zwischen den nicht-expandierten Allelen und den expandierten
Allelen der Mutationstrdger und den Haplotypen (p jeweils < 0,0001). Fiir Deutschland, die Nie-
derlande und GroBbritannien bestand zwischen den Allelen der Kontrollen und den nicht-expan-
dierten Allelen der Mutationstrdger keine Abhéngigkeit (p jeweils = 0,37), wohingegen fiir Portugal
eine solche Abhéngigkeit zu beobachten war (p = 0,0001). Es zeigte sich eine Kontingenz zwi-
schen den Lédndern und den jeweiligen Haplotypen-Verteilungen fiir die Allele der Kontrollen und
die expandierten Allele der Mutationstréger (Chi-Quadrat-Test, p jeweils £ 0,0123). Fiir die nicht-
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expandierten Allele der Mutationstrédger war keine Abhdngigkeit nachweisbar (Chi-Quadrat-Test,
p =0,1060).

3.2.3. ATXN3-SNP Bp 1118

Der SNP Bp 1118 (rs7158733) ist auf dem Exon 10 des ATXN3-Gens in 3‘-Rich-
tung zur CAG-Wiederholungssequenz lokalisiert. Damit hangt auch fur diesen
SNP die genaue Bp-Position von der Anzahl der CAG-Wiederholungen ab. Fir
nachfolgende Angaben dienen 13 Triplett-Wiederholungen als Referenz. Welt-
weit tritt in 73 % der Allele die Variante TAC'"""® auf, welche flr Tyrosin an AS-
Position 361 im ATXN3-Protein codiert. Die ubrigen 27 % der Allele zeigen die
Variante TAA'"8, Dieses Triplett stellt ein Stopcodon dar und fiihrt somit zur Syn-
these einer verkurzten ATXN3-Isoform (NCBI/SNP).

Die Genotypen dieses SNPs lagen fur 228 Studienteilnehmer der ESMI-Kohorte
bereits vor, fur 61 wurden sie im Rahmen dieser Arbeit molekulargenetisch be-
stimmt. Dies erfolgte, analog zum SNP Bp 987, durch Fragmentlangenanalysen
mittels fluoreszenzmarkierter Ruckwarts-Primer. Hierbei ergab sich die Schwie-
rigkeit, dass flr einige Proben die DNA-Abschnitte, die eine expandierte CAG-
Wiederholungssequenz enthielten, in der PCR nur unzureichend amplifiziert wur-
den. Da dieses Problem nicht in allen Fallen durch Anderung der PCR-Bedingun-
gen behoben werden konnte, wurde als zusatzliche Methode die Sanger-Se-
quenzierung verwendet. Bei der Sanger-Sequenzierung wurden PCR-Produkte
des zu sequenzierenden DNA-Abschnittes zunachst nach Allelen aufgetrennt,
sodass die PCR-Produkte des nicht-expandierten und des expandierten Allels
getrennt vorlagen. Diese wurden anschlielend jeweils in einen Reaktionsansatz
gegeben, der neben Primern, DNA-Polymerase und dNTPs auch fluoreszenz-
markierte ddNTPs enthielt. Es kam zur Synthese von Kettenabbruch-Produkten
unterschiedlicher Lange, deren Fluoreszenzsignale nach Langen-Auftrennung im
Analysegerat detektiert werden konnten. In den Abbildungen 18 und 19 sind bei-
spielhaft Ergebnisse fur das Kontrollegel, die Fragmentlangenanalyse und die

Sanger-Sequenzierung dargestellt.
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Abbildung 18: Exemplarische Ergebnisse von Kontrollgel und Fragmentldngenanalyse fiir
den SNP Bp 1118. A: Beispielhafte Ergebnisse eines Kontrollgels. Die Banden ganz links ent-
sprechen dem Léngenstandard. Flir die Proben 1,2,5 und 6 sind jeweils eine kleinere und eine
gréBere Bande zu sehen, welche den PCR-Produkten mit der nicht-expandierten bzw. expan-
dierten CAG-Wiederholungssequenz entsprechen. Probe 3 zeigt nur eine Bande. Hier wurde le-
diglich das nicht-expandierte Allel in der PCR ausreichend amplifiziert. Hingegen ist fiir Probe 4
gar kein PCR-Produkt vorhanden. B: Exemplarische Ergebnisse der Fragmentldngenanalyse. In
den Diagrammen ist das Fluoreszenzsignal (Ordinate, Dye Signal) gegen die Fragmentgréf3e in
Anzahl der Nukleotide (Abszisse, Size (nt)) aufgetragen. Die roten Signale entsprechen einem
Léngenstandard zur Gré8enbestimmung der Fragmente. Griine Fluoreszenz-Peaks zeigen ein
Fragment mit dem Haplotyp C und blaue ein Fragment mit dem Haplotyp G an. Damit kénnen
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folgende Genotypen bestimmt werden: Probe 1: nicht-exp. A/exp. A; Probe 2: nicht-exp. C/C
(Kontrolle); Probe 3: nicht-exp. C/exp. C; Probe 4: nicht-exp. A/exp C. Die exemplarischen Er-
gebnisse flir das Kontrollgel und die Fragmentldngenanalyse sind unabhédngig voneinander ge-
wéhlt. Proben aus Grafik A kbnnen somit nicht den Proben mit derselben Nummer in Grafik B
(bzw. umgekehrt) zugeordnet werden.

Ergebnis Sanger-Sequenzierung SNP Bp 1118
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Abbildung 19: Exemplarische Ergebnisse einer Sanger-Sequenzierung fiir den SNP Bp
1118. Es sind die unterschiedlichen Fluoreszenzsignale der Kettenabbruch-Produkte fiir ein ex-
pandiertes Allel dargestellt. Diese préasentieren sich als blaue, rote, griine und schwarze Peaks.
Dartiber ist jeweils die Base, die diesem Peak entspricht, angegeben (blau = T, rot = A, griin =
G, schwarz = C). Da fiir die Sequenzierung ein Rickwaértsprimer verwendet wurde, entsprechen
die angegebenen Basen den komplementéren Basen des ATXN3-Gen-Abschnitts. Die lilafarbene
Markierung zeigt die komplementére Base des SNP Bp 1118 an (T). Im gezeigten Bespiel ist also
der Haplotyp des expandierten Allels A.

Aufgrund der verwendeten Methodik konnte auch fir die Varianten des SNP Bp
1118 zwischen den drei Allel-Gruppen (Allele der Kontrollen, nicht-expandierte
und expandierte Allele der Mutationstrager) unterschieden werden. Fur die
Analysen wurden die Haplotypen von insgesamt 578 Allele einbezogen. Davon
waren 152 Allele von gesunden Kontrollen, 211 waren nicht-expandierte und 215
expandierte Allele der Mutationstrager (einschlielllich zweier homozygoter
Mutationstrager). Fur die gesamte ESMI-Kohorte zeigte sich eine Allelfrequenz
von 0,57 fur die Variante C und dementsprechend 0,43 fur A. Die Genotypen-
Verteilung (C/C = 32,5 %, C/A = 49,1 %, A/A = 18,3 %) ensprach dabei dem
berechneten Hardy-Weinberg-Gleichgewicht (Chi-Quadrat-Test, p = 0,9927). Bei
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den Allelen der Kontrollen zeigten 80 % ein C an Bp 1118 und nur 20 % ein A.
Auch bei den nicht-expandierten Allelen der Mutationstrager ergab sich ein
deutliches Dominieren der Variante C mit 70 % gegenuber der Variante A mit
30 %. Fur die expandierten Allele der Mutationstrager hingegen war eine nahezu
umgekehrte Allelfrequenz mit 0,71 fur A und 0,29 fir C zu beobachten (Abb. 20).
Mittels Exakter Fisher-Test wurden Abhangigkeiten zwischen den
unterschiedlichen Allel-Gruppen und den jeweiligen Haplotyp-Verteilungen
untersucht. Eine solche Abhangigkeit ergab sich zwischen den Allelen der
Kontrollen und den nicht-expandierten Alllelen der Mutationstrager (p = 0,0287),
zwischen den Allelen der Kontrollen und den expandierten Allelen der
Mutationstrager und zwischen den nicht-expandierten und expandierten Allelen
der Mutationstrager (p jeweils < 0,0001).

SNP Bp 1118

Gesamte ESMI-Kohorte

Allele gesamt Allele Kontrollen

[ 42.91% A = 20.39% A
W 57.09% C W 7961% C

n=578 n=152

nicht-exp. Allele Mutationstrager exp. Allele Mutationstrager

B 30.33% A [ 71.16% A
W 69.67% C Il 28.84% C

n=211 n=215

Abbildung 20: Haplotypen-Verteilung des ATXN3-SNP Bp 1118 in der ESMI-Kohorte. Die
Verteilung der Varianten des SNP Bp 1118 fiir die gesamte ESMI-Kohorte, sowie aufgeteilt nach
Allelen der Kontrollen, nicht-expandierten und expandierten Allelen der Mutationstrédger. n steht
fiir die Anzahl der Allele. Abhéngigkeiten im Exakten Fisher-Test ergaben sich zwischen den

67



Ergebnisse

Allelen der Kontrollen, den nicht-expandierten Allelen der Mutationstréger und den jeweiligen
Haplotyp-Verteilungen (p = 0,0287), zwischen den Allelen der Kontrollen, den expandierten Alle-
len der Mutationstréger und den Haplotypen und zwischen der nicht-expandierten und expandie-
ren Allelen der Mutationstrdger und den entsprechenden Verteilungen der Haplotypen (p jeweils
< 0,0001).

SNP Bp 1118
Deutschland
Allele Kontrolle nicht-exp. Allele Mutationstrager exp. Allele Mutationstrager
[ 26.32% A [ 32.56% A 3 100.00% A
W 73.68% C W 6744% C
n=146 n=43 n=45
Niederlande
Allele Kontrollen nicht-exp. Allele Mutationstrager exp. Allele Mutationstrager
@ 8.33% A @ 23.81% A @ 100.00% A
B 9167% C Il 76.19% C
n=12 n=21 n=21
GroRbritannien
Allele Kontrollen nicht-exp. Allele Mutationstrager exp. Allele Mutationstrager
3 25.93% A [ 34.15% A @ 80.49% A
W 74.07% C W 65.85% C W 19.51% C
n= n=41 n=41
Portugal
Allele Kontrollen nicht-exp. Allele Mutationstréger exp. Allele Mutationstrager
B 100.00% C [ 28.85% A O 50.00% A
W 71.15% C Il 50.00% C
n=28 n=104 n=106

Abbildung 21: Verteilungen der Haplotypen des ATXN3-SNP Bp 1118 nach Léndern aufge-
teilt. Verteilung der Haplotypen aufgeteilt nach Landern. Dabei erfolgte eine Unterteilung in Allele
der Kontrollen, nicht-expandierte und expandierte Allele der Mutationstrager. n steht fiir die An-
zahl der Allele. Im Exakten Fisher-Test zeigte sich fiir alle vier Lénder eine Kontingenz sowohl
zwischen den Allelen der Kontrollen, den expandierten Allelen der Mutationstréager und den
Haplotypen, als auch zwischen den nicht-expandierten und expandierten Allelen der Mutations-
trdger (p jeweils < 0,0020). Fiir Deutschland, die Niederlande und Grof8britannien ergab sich
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zwischen den Kontrollen, den nicht-expandierten Allelen der Mutationstrédger und den jeweiligen
Haplotyp-Verteilungen keine Abhéngigkeit (Exakter Fisher-Test, p jeweils = 0,3792). Dagegen
konnte fiir die portugiesische Kohorte eine Kontingenz zwischen diesen beiden Allel-Gruppen
und den Haplotypen beobachtet werden (Exakter Fisher-Test, p = 0,0003). Eine Abhéngigkeit
bestand auch fiir alle Allel-Gruppen zwischen den Lander-Kohorten und der Verteilung der Haplo-
typen (Chi-Quadrat-Test, p jeweils < 0,0136).

In den einzelnen Landern ergab sich ein grotenteils mit dem Verteilungsmuster
der Gesamt-Kohorte vergleichbares Bild. So dominierte bei den Allelen der Kon-
trollen und bei den nicht-expandierten Allelen der Mutationstrager der Haplotyp
C (73,7 % - 100 % bzw. 65,9 % - 76,2 %). Bei den expandierten Allelen der Mu-
tationstrager lag stattdessen die Variante A in Deutschland, den Niederlanden
und GroRbritannien deutlich haufiger vor (80,5 % - 100 %). In der portugiesischen
Kohorte dagegen ergab sich fur die expandierten Allele der Mutationstrager mit
jeweils 50 % A und C eine paritatische Verteilung der Haplotypen. Nichtsdestot-
rotz war der Anteil der Variante A damit erheblich groRer als bei den Kontrollen
(0 %) und den nicht-expandierten Allelen der Mutationstrager (29,3 %), (Abb. 21).
Die Beobachtung wurde durch die Ergebnisse der statistischen Analysen ge-
stutzt. Diese zeigten fur Portugal eine signifikante Kontingenz sowohl zwischen
den Allelen der Kontrollen, den expandierten Allelen der Mutationstrager und den
jeweiligen Verteilungen der Haplotypen, als auch zwischen den nicht-expandier-
ten und expandierten Allelen der Mutationstrager und den Haplotypen (Exakter
Fisher-Test, p jeweils < 0,0020). Fur die anderen drei Lander ergab sich ebenfalls
eine Abhangigkeit zwischen diesen Allel-Gruppen und den Haplotyp-Verteilun-
gen (Exakter Fisher-Test, p jeweils < 0,0001). Zwischen den Allelen der Kontrol-
len, den nicht-expandierten Allelen der Mutationstrager und den Haplotypen
zeigte sich dagegen fur die Kohorten aus Deutschland, den Niederlanden und
Grol¥britannien keine signifikante Kontingenz (Exakter Fisher-Test, p jeweils =
0,3792). Fur Portugal ergab die Kontingenz-Analyse zwischen denselben Merk-
malen wiederum eine hochst signifikante Abhangigkeit (Exakter Fisher-Test, p =
0,0003).

Wie schon beim SNP Bp 987 liel3 sich hier also eine Abweichung der Ergebnisse
der portugiesischen Kohorte von den Ergebnissen der anderen Lander-Kohorten
beobachten. Aus diesem Grund erfolgte abermals eine eingehendere

69



Ergebnisse

Untersuchung der portugiesischen Kohorte. Eine isolierte Analyse der Teil-Ko-
horte Coimbra zeigte ebenfalls eine hdchst signifikante Kontingenz zwischen den
Allelen der Kontrollen, den nicht-expandierten Allelen der Mutationstrager und
den jeweiligen Haplotyp-Verteilungen (Exakter Fisher-Test, p = 0,0004). Fur die
nicht-expandierten und expandierten Allele der Mutationstrager konnte keine Ab-
hangigkeit zwischen den Haplotypen und den ESMI-Zentren Coimbra und Azo-
ren beobachtet werden (Exakter Fisher-Test, p jeweils 2 0,6620; Daten nicht ge-
zeigt).

Abschlieltend wurde fur alle drei Allel-Gruppen eine Kontingenz zwischen den
vier Lander-Kohorten und den Verteilungen der Haplotypen untersucht. In allen
drei Fallen ergab sich eine signifikante Abhangigkeit (Chi-Quadrat-Test, p jeweils
<0,0136).

3.2.4. Kombination der ATXN3-SNPs Bp 987 und Bp 1118

Neben den Einzelanalysen der ATXN3-SNPs wurde fur die ESMI-Kohorte auch
die kombinierte Verteilung der Haplotypen der SNPs Bp 987 und Bp 1118 unter-
sucht. Eine kombinierte Betrachtung aller drei analysierten ATXN3-SNPs war
nicht moglich, da die Varianten des SNP Bp 669 nur als Genotypen vorlagen und
fur diese keine allelspezifische Zuordnung vorgenommen werden konnte.

Fir die SNPs Bp 987 und Bp 1118 lagen bei den Mutationstrager jeweils die
Haplotypen der nicht-expandierten und expandierten Allele vor. Bei den gesun-
den Kontrollen war jedoch auch fur diese beiden SNPs keine allelspezifische Zu-
ordnung mdglich. Demnach erfolgte nur fur die Allele der Mutationstrager die
kombinierte Betrachtung der SNPs Bp 987 und Bp 1118. In der ESMI-Kohorte
waren fir insgesamt 202 Mutationstrager die Haplotypen beider SNPs bestimmt.
Pro Allel ergaben sich jeweils vier mogliche Haplotypen: G%7/C'118 G%7/A1118,
C%7/C1118 ynd CO87/A"8. Mit 66,8 % war G%7/C'"'® die haufigste Kombination
bei den nicht-expandierten Allelen, gefolgt von C%7/A'118 mit 26,7 %. G%7/A1118
und C%7/C118 traten dagegen mit 4,5 % und 2,0 % nur relativ selten auf. Fir die
expandierten Allele ergab sich eine andere Verteilung. Hier dominierte C%87/A1118
(67,3 %) und nur 24,7 % der Allele zeigten die Kombination G%7/C'118_G%7/A1118
und C%7/C'"18 (jeweils 4,0 %) stellten auch bei den expandierten Allelen seltene
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Kombinationen dar (Abb. 22). Im Chi-Quadrat-Test liel3 sich eine hdochst signifi-
kante Abhangigkeit zwischen den beiden Allel-Gruppen und der Verteilung der

Haplotyp-Kombinationen beobachten (p < 0,0001).

Kombination SNPs Bp 987 und Bp 1118

Gesamte ESMI-Kohorte
nicht-exp. Allele Mutationstréager exp. Allele Mutationstrager

W 24.75% 987G/1118C
@ 3.96% 987G/1118A
@ 3.96% 987C/1118C
[ 67.33% 987C/1118A

Il 66.83% 987G/1118C
[ 4.46% 987G/1118A
[ 1.98% 987C/1118C
[ 26.73% 987C/1118A

n=202 n=202

Abbildung 22: Verteilung der kombinierten Haplotypen der ATXN3-SNPs Bp 987 und Bp
1118 in der ESMI-Kohorte. Verteilung der Kombination der SNPs Bp 987 und 1118 aufgeteilt
nach nicht-expandierte und expandierte Allele der Mutationstrdger. n gibt die Anzahl der Allele
an. Im Chi-Quadrat-Test bestand eine héchst signifikante Abhéngigkeit zwischen den beiden Al-
lel-Gruppen und den Haplotypen-Verteilungen (p < 0,0001).

Auch fur die Kombination der beiden SNPs erfolgte eine differenzierte Betrach-
tung der Lander-Kohorten. Bei den nicht-expandierten Allelen ergab sich ein ahn-
liches Verteilungsmuster fur die einzelnen Lander-Kohorten wie in der Gesamt-
Kohorte. So war G%7/C'1"8 die haufigste Variante (59,0 % - 76,2 %), gefolgt von
C%®7/A18 (19,5 % — 35,9 %). G%®7/A"18 und C%7/C'1"8 traten in der deutschen,
niederlandischen und portugiesischen Kohorte nur selten bzw. gar nicht auf (je-
weils 0 % - 2,6 %). Bei den Studienteilnehmern aus Grof3britannien war dagegen
bei 14,6 % die Variante G%7/A'"® zu beobachten. Fir die Verteilung der Haplo-
typen bei den expandierten Allelen existierte eine deutliche Heterogenitat zwi-
schen den Lander-Kohorten. So zeigte sich fur Portugal ein sehr ausgeglichenes
Verhaltnis zwischen den beiden dominierenden Kombinationen C%7/A18 und
G%7/C"18 (49,5 % und 41,6 %). In GroRbritannien dagegen lberwog die Variante
von C%7/A™118 deutlich (65,9 %). Hier fiel zudem — wie schon bei den nicht-ex-
pandierten Allelen — ein vergleichsweiser groBer Anteil an G%7/A™18 auf (14,6
%). Fur die Niederlande und Deutschland war eine absolute Dominanz von
C%7/A"18 zy beobachten (95,5 % und 100 %), (Abb. 23).
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Kombination SNPs Bp 987 und Bp 1118

Deutschland

nicht-exp. Allele Mutationstrager exp. Allele Mutationstréager
[ 35.90% 987C/1118A [ 100.00% 987C/1118A
[ 2.56% 987G/1118A
M 58.97% 987G/1118C
B 2.56% 987C/1118C
=39 n=39
Niederlande
nicht-exp. Allele Mutationstrager exp. Allele Mutationstrager
[ 23.81% 987C/1118A [ 95.24% 987C/1118A
W 76.19% 987G/1118C 3 4.76% 987G/1118A
n=21 n=21
GroRbritannien
nicht-exp. Allele Mutationstrager exp. Allele Mutationstrager

[ 19.51% 987C/1118A
3 14.63% 987G/1118A
Il 63.41% 987G/1118C
I 2.44% 987C/1118C

[ 65.85% 987C/1118A
3 14.63% 987G/1118A
W 19.51% 987G/1118C

n=41

Portugal

nicht-exp. Allele Mutationstrager exp. Allele Mutationstrager

[J 26.73% 987C/1118A ] 49.50% 987C/1118A
@ 1.98% 987G/1118A = 0.99% 987G/1118A
Il 69.31% 987G/1118C M 41.58% 987G/1118C
I 1.98% 987C/1118C B 7.92% 987C/1118C

n=101 n=101

Abbildung 23: Verteilungen der kombinierten Haplotypen der ATXN3-SNPs Bp 987 und Bp
1118 nach Landern aufgeteilt. Die Varianten der Kombination der SNPs Bp 987 und Bp 1118
fiir nicht-expandierte und expandierte Allele der Mutationstréager. n steht fiir die Anzahl der Allele.
Im Chi-Quadrat-Test ergab sich fiir alle vier Lédnder eine Abhéngigkeit zwischen den nicht-expan-
dierten und expandierten Allelen und den Haplotypen (p jeweils < 0,0001). Fiir die nicht-expan-
dierten Allele liel3 sich keine Kontingenz zwischen den Lander-Kohorten und den Verteilungen
der Haplotyp-Kombinationen G%7/C'118 und C'"'8/A7"'8 (in diese Analysen konnten die beiden sel-
tenen Varianten aufgrund der geringen H&aufigkeit nicht einbezogen werden) nachweisen (Chi-
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Quadrat-Test, p = 0,5242), dagegen bestand eine hichst signifikante Abhéngigkeit zwischen die-
sen Merkmalen bei den expandierten Allelen (Chi-Quadrat-Test, p > 0,0001).

Der Chi-Quadrat-Test ergab fiur alle vier Lander-Kohorten eine hochst signifi-
kante Kontingenz zwischen den nicht-expandierten und expandierten Allelen und
den Verteilungen der Haplotypen-Kombinationen (p jeweils < 0,0001). Weiterhin
erfolgte eine Abhangigkeitsprufung jeweils fur die nicht-expandierten und die ex-
pandierten Allele zwischen den Landerkohorten und den jeweiligen Verteilungen
der Haplotyp-Kombinationen. Aufgrund der geringen Haufigkeit der beiden selte-
nen Kombinationen konnten in diese Analysen lediglich die Varianten G%7/C'118
und C'"18/A1118 einbezogen werden. Wahrend sich bei den nicht-expandierten Al-
lelen keine Kontingenz zwischen den Landern und den beiden Haplotyp-Kombi-
nationen ergab (Chi-Quadrat-Test, p = 0,5242), war eine hochst signifikante Ab-
hangigkeit zwischen diesen Merkmalen bei den expandierten Allelen zu
beobachten (Chi-Quadrat-Test, p < 0,0001).

3.2.5. PARK2-SNP Bp 601

Wie in Kapitel 1.7. ausgefluhrt, interagiert das ATXN3-Protein mit dem Protein
Parkin, welches durch das PARK2-Gen codiert wird. Mit Blick auf die Interaktion
wurden drei — bereits in der Diplomarbeit von Dr. rer. nat. Jonasz J. Weber iden-
tifizierte - PARK2-SNPs analysiert (Bp 601, Bp 1239 und Bp 1281), um maogliche
Assoziationen mit SCA3 zu untersuchen. Der SNP Bp 601 (rs1801474) liegt auf
Exon 4 des PARK2-Gens. Die Varianten sind dabei AG?'C und AA®%'C welche
fur Serin und Asparagin an AS-Position 167 codieren. Mit 97 % zeigt die grofRe
Mehrheit der menschlichen Allele dabei den Haplotypen G (NCBI/SNP).

Fiur die ESMI-Kohorte lagen die Genotypen des SNP Bp 601 fur 277 Studienteil-
nehmer vor, fur 22 weitere wurden sie mittels Restriktionsfragmentlangenanalyse
(RFLA) in dieser Arbeit bestimmt. Bei dieser Methode wurde ein den SNP ent-
haltener Genabschnitt mittels PCR amplifiziert. Die PCR-Produkte wurden an-
schliefend einem Restriktionsverdau zugefuhrt, wobei eine Restriktionsendo-
nuklease in Abhangigkeit der vorliegenden SNP-Variante die Amplifikate schnitt.
Die verdauten Fragmente wurden in einem 2,5-prozentigem Agarosegel aufge-

trennt, sodass aufgrund der Anzahl der Banden und ihrer Langen ein
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Ruckschluss auf den Genotyp gezogen werden konnte. Tabelle 30 zeigt die zu
erwartenden Fragmentlangen der unterschiedlichen Genotypen. In Abbildung 24

ist das Ergebnis einer RFLA exemplarisch dargestellt.

Tabelle 30: Genotypen des PARK2-SNPs Bp 601 und die erwarteten Fragmentldangen beim
Restriktionsenzymverdau

Genotyp Erwartete Fragmentlangen
A/A 696 bp

AIG 339 bp, 357 bp, 696 bp

G/G 339 bp, 357 bp

Ergebnisse RFLA SNP Bp 601
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Abbildung 24: Exemplarische Ergebnisse einer Restriktionsfragmentlangenanalyse fiir
den SNP Bp 601. Dargestellt ist das Ergebnis der RFLA fiir 4 Proben. Ganz links sind die Banden
des Léngenstandards zu sehen. Bei den Proben sind jeweils Banden fiir die unverdauten PCR-
Produkte (u) und fiir die Produkte des enzymatischen Verdaus (v) zu sehen. Die Lénge der Frag-
mente der unverdauten PCR-Produkte betrdgt 696 bp. Nach dem Verdau zeigen die Proben 1-3
jeweils drei Fragmente mit 339 bp, 357 bp und 696 bp Lénge, was dem Genotypen G/A entspricht.
Fiir Probe 4 hingegen zeigen sich nur zwei Banden mit 339 bp und 357 bp, was auf den Genoty-
pen G/G riickschliel3en lasst.

Die Bestimmung der PARK2-SNPs erlaubte fur die Mutationstrager keine Zuord-
nung der einzelnen Haplotypen zum nicht-expandierten und expandierten Allel
des ATXN3-Gens, weswegen keine allelspezifische Aufteilung erfolgen konnte.
Dementsprechend wurden die Genotypen nach Kontrollen und Mutationstrager
aufgeteilt. In der gesamten ESMI-Kohorte zeigten 93,3 % der Studienteilnehmer
den Genotyp G/G, 6,0 % A/G und 0,7 % A/A, was einer Verteilung nach Hardy-
Weinberg gleichkommt (Chi-Quadrat-Test, p = 0,6151). Bei den Kontrollen trat
G/G in 97,5 % und A/G in 2,5 % der Falle auf. Fur die Mutationstrager waren
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91,8 % G/G, 7,3 % A/G und 0,91 % A/A zu beobachten (Abb. 25). Aufgrund der
geringen Haufigkeit des Genotyps A/A liel3 sich kein Chi-Quadrat-Test zur Kon-
tingenz-Prufung aller drei Genotypen durchfuhren. Darum wurden fur die Unter-
suchung der Abhangigkeit nur die Genotypen G/G und A/G einbezogen. Zwi-
schen den Kontrollen, den Mutationstragern und den beiden Genotypen bestand

keine signifikante Kontingenz (Exakter Fisher-Test, p = 0,1702).

SNP Bp 601

Gesamte ESMI-Kohorte

Kontrollen und Mutationstrager Kontrollen Mutationstréager
[ 0.67% A/A I 97.50% GIG [J 0.91% A/A
B 93.31% G/IG W 2.50% AIG [l 91.78% GI/G
W 6.02% AIG M 7.31% AIG

n=299 n=80 n=219

Abbildung 25: Verteilung der Genotypen des PARK2-SNP Bp 601 in der ESMI-Kohorte. Va-
rianten des SNP Bp 601 in der gesamten ESMI-Kohorte und aufgeteilt nach Kontrollen und Mu-
tationstrager. n gibt die Anzahl der Studienteilnehmer an. Aufgrund der geringen Haufigkeit der
Variante A/A konnte kein Chi-Quadrat-Test zur Abhéangigkeits-Priifung durchgefiihrt werden.
Deshalb wurden nur die Genotypen G/G und A/G in die statistische Analyse einbezogen. Es
ergab sich keine Abhéngigkeit zwischen den Kontrollen, den Mutationstrédgern und den beiden
Genotypen (p = 0,1702).
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SNP Bp 601

Deutschland
Kontrollen Mutationstrager

B 100.00% GI/G M 87.76% G/G
l 10.20% A/G
02

.04% AJA

n=30 n=49
Niederlande
Kontrollen Mutationstrager
B 100.00% G/G B 95.24% GIG
3 4.76% A/A
n=6 n=21
GroRbritannien
Kontrollen Mutationstrager
[ 93.33% G/G M 85.71% G/G
W 6.67% A/G W 14.29% A/G
n=30 n=42
Portugal
Kontrollen Mutationstrager

[ 100.00% G/G 5.33% GI/G

M9
W 4.67% AIG

n=14 n=107

Abbildung 26: Genotypen-Verteilungen des PARK2-SNPs Bp 601 nach Ldndern aufgeteilt.
Die Verteilung der Varianten des SNPs Bp 601 in den unterschiedlichen Ldnderkohorten. n steht
fur die Anzahl der Studienteilnehmer. Bei den statistischen Untersuchungen wurde aufgrund der
geringen Haufigkeit die Variante A/A nicht mit einbezogen. Flir alle vier Ldnder ergab sich keine

76



Ergebnisse

signifikante Abhéngigkeit zwischen den Kontrollen, den Mutationstrdger und den Genotypen G/G
und A/G (Exakter Fisher-Test, p jeweils = 0,1502). Bei den Mutationstrégern zeigte sich keine
signifikante Kontingenz zwischen den Ldndern und den Genotypen G/G und G/A (p = 0,0969).
Fiir die Kontrollen war eine Kontingenz-Priifung dieser Merkmale aufgrund des Verteilungsmus-
ters nicht méglich.

Die spezifische Betrachtung der einzelnen Lander-Kohorten zeigte fur Deutsch-
land, die Niederlande und Portugal bei 100 % der Kontrollen die Variante G/G. In
GroRbritannien waren es 93,3 % G/G bei 6,7 % A/G. Bei den Mutationstragern
der britischen Kohorte trat der Genotyp G/G in 85,7 % und A/G in 14,3 % der
Falle auf. Auch in Deutschland und Portugal war ein Anstieg des A/G-Anteils in
Mutationstragern im Vergleich zu den Kontrollen zu beobachten (10,2 % und 4,7
%). In der niederlandischen Kohorte dagegen zeigte keiner der Mutationstrager
die Variante A/G, dafur aber 4,8 % den Genotyp A/A. Dieser trat ansonsten nur
noch bei den Mutationstragern der deutschen Kohorte auf (2,0 %), (Abb. 26).

Wie bereits in der Gesamt-Kohorte konnten auch bei den Lander-Kohorten Ab-
hangigkeits-Untersuchungen nur fur die haufigen Genotypen G/G und A/G durch-
gefuhrt werden. Fur alle vier Lander ergaben sich zwischen den Kontrollen, den
Mutationstragern und den beiden Genotypen keine signifikanten Kontingenzen
(Exakter Fisher-Test, p jeweils = 0,1502). Ein vergleichender Chi-Quadrat-Test
fur die Kontrollen zwischen den vier Landern und den Genotypen, war aufgrund
der gegebenen Verteilungsmuster nicht moglich. Bei den Mutationstrager zeigte
sich keine signifikante Abhangigkeit zwischen den Lander-Kohorten und der Ver-

teilung der beiden haufigen Genotypen (Chi-Quadrat-Test, p = 0,0969).

3.2.6. PARK2-SNP Bp 1239

Der SNP Bp 1239 (rs1891582) liegt auf dem Exon 10 des PARK2-Gens. Die
moglichen Haplotypen sind dabei G'?3°TA und C'?3°TA, was auf Proteinebene zu
den Varianten Val3 bzw. Leu3 fiihrt. Mit 96 % zeigt die iberwiegende Mehrheit
der menschlichen Allele G an Bp 1239 des PARK2-Gens (NCBI/SNP). Fur 266
Studienteilnehmer der ESMI-Kohorte lagen die Genotypen des SNPs Bp 1239
bereits vor, fur weitere 32 wurden sie im Rahmen dieser Arbeit mittels RFLA be-

stimmt. Tabelle 31 gibt eine Ubersicht Uber die Genotypen und die zu

7



Ergebnisse

erwartenden Fragmentlangen. In Abbildung 27 sind beispielhaft Ergebnisse der
RFLA dargestellt.

Tabelle 31: Genotypen des PARK2-SNPs Bp 1239 und die zu erwartenden Fragmentléngen
beim Restriktionsenzymverdau

Genotyp Erwartete Fragmentlangen
C/IC 161 bp, 206 bp, 281 bp

C/G 161 bp, 206 bp, 281 bp, 367 bp
G/G 281 bp, 367 bp

Ergebnisse RFLA SNP Bp 1239
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Abbildung 27: Exemplarische Ergebnisse einer Restriktionsfragmentlangenanalyse fiir
den SNP Bp 1239. Exemplarisches RFLA-Ergebnis fiir 4 Proben. Flir jede Probe sind jeweils
Banden fiir die PCR-Produkte vor (u) und nach (v) dem Verdau dargestellt. Die Banden ganz
links im Bild entsprechen dem Langenstandard. Die Fragmente der unverdauten PCR-Produkte
besitzen eine Lénge von 648 bp. Fiir Probe 1 sind nach dem Verdau zwei Banden mit den Lédngen
281 bp und 367 bp zu sehen, was durch einen Genotypen G/G verursacht wird. Die verdauten
Proben 2 und 3 zeigen 4 Fragmente mit 161 bp, 206 bp, 281 bp und 367 bp Lénge. Dies bedeutet
den Genotyp G/C. Bei Probe 4 werden die PCR-Produkte im Verdau in 3 Fragmente gespalten
(161 bp, 206 bp und 281 bp), was einem Genotypen C/C entspricht.

Entsprechend den Ausfihrungen zum PARK2-SNP Bp 601, war auch fir den
SNP Bp 1239 keine allelspezifische Aufteilung der Varianten maoglich. In der ge-
samten ESMI-Kohorte trat der Genotyp G/G bei 74,2 %, C/G bei 22,1 % und C/C
bei 3,7 % der Studienteilnehmer auf. Die Genotypen waren damit nach Hardy-
Weinberg verteilt (Chi-Quadrat-Test, p = 0,4326). Sowohl fur die Kontrollen als

auch fur die Mutationstrager ergab sich ein sehr ahnliches Verteilungsmuster. So
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zeigten die Kontrollen zu 74,0 % G/G, zu 19,5 % C/G und zu 6,5 % C/C. Bei den
Mutationstrager machte G/G 73,8 %, C/G 23,5 % und C/C 2,7 % der Genotypen
aus (Abb. 28). Die statistische Analyse konnte zeigen, dass zwischen den Kon-
trollen und den Mutationstrager, sowie den jeweiligen Genotypen-Verteilungen
keine signifikante Abhangigkeit bestand (Chi-Quadrat-Test, p = 0,2691).

SNP Bp 1239

Gesamte ESMI-Kohorte

Kontrollen und Mutationstrager Kontrollen Mutationstrager

[ 3.69% CI/C
M 74.16% G/G
W 22.15% C/G

[ 6.49% CIC
M 74.03% GIG
W 19.48% C/G

0 2.71% CIC
W 73.76% GIG
W 23.53% C/G

n=298 n=77 n=221

Abbildung 28: Genotypen-Verteilung des PARK2-SNPS Bp 1239 in der ESMI-Kohorte. Dar-
gestellt ist die Verteilung der Genotypen des SNP Bp 1239 jeweils fiir die Kontrollen und die
Mutationstréger, sowie fiir die beiden Gruppen zusammen. n steht fiir die Anzahl der Studienteil-
nehmer. Zwischen Kontrollen, Mutationstrager und der jeweiligen Genotypen-Verteilung ergab
sich im Chi-Quadrat-Test keine signifikante Abhangigkeit (p = 0,2691).

Fir die einzelnen Lander ergab sich bei den Kontrollen jeweils am haufigsten
G/G (69,2 % - 83,3 %), gefolgt von C/G (16,7 % - 23,1 %). C/C stellte in allen
Lander-Kohorten die seltenste Variante bei den Kontrollen dar (0 % - 10,7 %).
Die Mutationstragern der deutschen, niederlandischen und portugiesischen Ko-
horte zeigten mit 74,8 % bis 85,7 % G/G, 9,5 % bis 20,6 % C/G und 0 % bis 4,8
% C/C eine sehr ahnliche Verteilung, wie die Kontrollen. Anders verhielt es sich
bei den Mutationstragern aus GroRbritannien. Hier wiesen 59,1 % der Studienteil-
nehmer den Genotyp G/G und 40,1 % C/G auf (Abb. 29).
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SNP Bp 1239

Deutschland

Kontrollen Mutationstrager
M 76.67% G/G B 79.59% GI/G
B 20.00% C/G W 20.41% C/G
[ 3.33% C/C
n=30
Niederlande
Kontrollen Mutationstrager
[ 83.33% G/G [ 85.71% GIG
Il 16.67% C/G B 9.52% C/G
[ 4.76% C/C
n=6 n=21
GroRbritannien
Kontrollen Mutationstrager
B 71.43% G/G [ 59.09% G/G
M 17.86% C/G W 40.91% C/G
[ 10.71% CIC
n=28 n=
Portugal
Kontrollen Mutationstrager
B 69.23% G/IG B 74.77% GIG
W 23.08% C/G W 20.56% C/G
[ 7.69% CI/C [0 4.67% CIC

n=13 n=107

Abbildung 29: Genotypen-Verteilungen des PARK2-SNP Bp 1239 nach Léandern aufgeteilt.
Verteilung der Genotyp-Varianten des SNP Bp 1239 in den unterschiedlichen Lénderkohorten,
jeweils flir Kontrollen und Mutationstrdger. n gibt die Anzahl der Studienteilnehmer an. Fiir
Deutschland, die Niederlande und Portugal konnte aufgrund des seltenen Auftretens der Variante
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C/C nur die Kontingenz zwischen Kontrollen, Mutationstrdger und den beiden héufigeren Geno-
typen G/G und C/G gepriift werden. Hier ergab sich keine signifikante Abhéngigkeit (Exakter Fis-
her-Test, p jeweils = 0,7239). Bei der britischen Kohorte war die Untersuchung einer Abhédngigkeit
zwischen den Kontrollen, den Mutationstréger und allen drei Genotyp-Varianten mittels Chi-
Quadrat-Test moglich, wobei eine signifikante Kontingenz nachgewiesen werden konnte (p =
0,0186). Bei den Kontrollen bestand keine Abhéngigkeit zwischen den Lénder-Kohorten und den
Genotypen G/G und G/C (Chi-Quadrat-Test, p = 0,9775). Hingegen war eine signifikante Kontin-
genz zwischen diesen Merkmalen fiir die Mutationstrdger vorhanden (Chi-Quadrat-Test, p =
0,0216).

Aufgrund des seltenen Auftretens der Variante C/C konnte fur Deutschland, die
Niederlande und Portugal keine Abhangigkeits-Prtfungen flr alle drei Varianten
durchgefuhrt werden. Deshalb wurde fur diese Lander lediglich die Kontingenz
zwischen Kontrollen, Mutationstrager und den beiden haufigeren Genotypen G/G
und C/G mittels Exaktem Fisher-Test untersucht. Fur keine der drei Landerko-
horten ergab sich eine signifikante Abhangigkeit (p jeweils = 0,7239). Die Vertei-
lung der Genotypen in der britischen Kohorte erlaubte eine Kontingenz-Untersu-
chung zwischen Kontrollen, Mutationstrager und allen drei Genotyp-Varianten,
woflr der Chi-Quadrat-Test angewandt wurde. Es konnte eine signifikante Ab-
hangigkeit zwischen Kontrollen, Mutationstrager und den jeweiligen Genotyp-
Verteilungen nachgewiesen werden (p = 0,0186). Zur Kontingenz-Prufung je-
weils fur die Kontrollen und die Mutationstrager zwischen den Landerkohorten
und den Genotypen konnten wiederum nur die Varianten G/G und G/C einbezo-
gen werden. Bei den Kontrollen ergab sich keine Abhangigkeit zwischen den
Lander-Kohorten und den Verteilungen der beiden Genotypen (Chi-Quadrat-
Test, p =0,9775). Dagegen zeigte sich bei den Mutationstragern eine signifikante

Kontingenz zwischen diesen Merkmalen (Chi-Quadrat-Test, p = 0,0216).

3.2.7. PARK2-SNP Bp 1281

Der SNP Bp 1281 (rs1801334) ist im PARK2-Gen auf dem Exon 11 lokalisiert.
Als Haplotyp-Varianten existieren dabei G'2'AT und A'2'AT. Wahrend erstere
Variante zum Einbau von Asparagin an AS-Position 394 des Proteinprodukts
Parkin fuhrt, codiert der Haplotyp A fur ein Stopcodon. In menschlichen Allelen
tritt die Variante G zu 96 % auf (NCBI/SNP). Fiur 32 Studienteilnehmer konnte auf
bereits bestimmte Genotypen des SNP Bp 1281 zuruckgegriffen werden. Weitere
79 Genotypen wurden mittels RFLA analysiert. Die bei dem jeweiligen Genotyp
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zu erwartenden Fragmentlangen sind in Tabelle 32 aufgelistet. In Abbildung 30

sind exemplarisch Ergebnisse der RFLA dargestelit.

Tabelle 32: Genotypen des PARK2-SNPs Bp 1281 und die zu erwartenden Fragmentléngen
beim Restriktionsenzymverdau

Genotyp Erwartete Fragmentlangen
AJA 441 bp

G/A 213 bp, 228 bp, 441 bp

G/G 213 bp, 228 bp

Ergebnisse RFLA SNP Bp 1281
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Abbildung 30: Exemplarische Ergebnisse einer Restriktionsfragmentlangenanalyse fiir
den SNP Bp 1281. Exemplarische Darstellung der Ergebnisse einer RFLA fiir 3 Proben. Links
sind die Banden des Ldngenstandards zu sehen. Die 3 Proben zeigen jeweils Banden fiir die
unverdauten (u) und verdauten (v) PCR-Produkte. Die Ldnge der PCR-Produkte vor dem Verdau
betragt 441 bp. Fiir Probe 1 ergeben sich nach dem Enzym-Verdau 3 Fragmente mit den Léngen
213 bp, 228 bp und 441 bp. Dies entspricht einem Genotypen G/A. Die Proben 2 und 3 zeigen
verdaut jeweils 2 Banden der Ldngen 213 bp und 228 bp, was fiir einen Genotypen G/G spricht.

Es zeigte sich im Verlauf der Analysen, dass ausschlieRlich der Genotyp G/G
auftrat. Die einzige Ausnahme hierzu bildeten einzelne Studienteilnehmer von
den Azoren. Aufgrund dieser Beobachtung wurde die Analyse nur fir die Kohorte
der Azoren fortgesetzt und anschlieRend die azoreanische Kohorte mit den Stu-

dienteilnehmern der restlichen ESMI-Zentren verglichen. Die Kohorte aus den
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Azoren umfasste 56 Studienteilnehmer, von denen 92,7 % den Genotyp G/G und
7,3 % A/G aufwiesen. Die Vergleichsgruppe aus den restlichen ESMI-Zentren
bestand aus 55 Studienteilnehmer (16 aus Deutschland, 8 aus den Niederlanden,
23 aus GroRbritannien und 8 aus Coimbra), fur die sich zu 100 % die Variante
G/G ergab (Abb. 31). In der Kontingenz-Analyse zwischen der azoreanischen
Kohorte, der restlichen ESMI-Kohorte und den Genotypen mittels Exaktem Fis-
her Test zeigte sich keine signifikante Abhangigkeit. Jedoch lag der p-Wert nur
knapp Uber dem Signifikanzniveau (p = 0,0569). Die Verteilung der Genotypen
fur die Azoren und die restlichen ESMI-Zentren gemeinsam betrachtet (96,4 %
G/G, 3,6 % A/G, 0 % A/A) entsprach dem berechneten Hardy-Weinberg-Gleich-
gewicht (Chi-Quadrat-Test, p = 0,1529).

SNP Bp 1281
Azoren restliche ESMI-Zentren
B 92.73% G/IG B 100.00% G/G
0 7.27% AIG
n=55 n=56

Abbildung 31: Verteilung der Genotypen des PARK2-SNPs Bp 1281 in der azoreanischen
Kohorte und den restlichen ESMI-Zentren. Die Aufteilung erfolgte nach den Studienteilneh-
mern der Azoren und denen der restlichen ESMI-Zentren, da einzig in der azoreanischen Kohorte
nicht ausschlieB3lich der Genotyp G/G auftrat. n steht fiir die Anzahl der Studienteilnehmer. Im
Exakten Fisher-Test zeigte sich keine signifikante Kontingenz zwischen den Azoren, den restli-
chen ESMI-Zentren und den Genotyp-Verteilungen (p = 0,0569).

3.3. SNP-Genotypen und ihre Korrelation mit klinischen SCA3-Daten

3.3.1. ATXN3-Genotypen und die CAG-Wiederholungsanzahl

Es wurde fir die ESMI-Kohorte gepruft, ob bestimmte Haplotypen der ATXNS3-
SNPs Bp 987 und Bp 1118 mit unterschiedlichen mittleren CAG-Wiederholungs-
anzahlen auf dem jeweiligen Allel des ATXN3-Gens einhergehen. Hierbei ware
eine solche Analyse fur alle drei untersuchten ATXN3-SNPs winschenswert ge-

wesen, jedoch konnte dies aufgrund der fehlenden allelspezifischen
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Zuordnungsmaglichkeit der Haplotypen des SNPs Bp 669 nicht umgesetzt wer-
den. Darum erfolgte die Untersuchung nur fur die SNPs Bp 987 und Bp 1118. Da
bei diesen beiden SNPs die allelspezifische Zuordnung der Haplotypen nur far
die Allele der Mutationstrager vorlag, beschrankte sich die Analyse entsprechend
auf diese Allele. Fur beide SNPs wurden jeweils die nicht-expandierten und die
expandierten Allele nach Haplotypen sortiert und anschliel3end die durchschnitt-
liche CAG-Wiederholungsanzahl der Haplotyp-Gruppen miteinander verglichen.
Beim SNP Bp 987 zeigten die nicht-expandierten Allele mit dem Haplotyp C im
Mittel eine CAG-Wiederholungsanzahl von 23,5, wahrend es bei den nicht-ex-
pandierten Allelen mit der Variante G 21,0 Wiederholungen waren. Die Anzahl
der durchschnittlichen Wiederholungen bei den expandierten Allelen betrug fur C
68,5 und fur G 68,9 (Abb. 32A). In den statistischen Analysen zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zwischen den Wiederholungsanzahlen der beiden
Haplotypen bei den nicht-expandierten Allelen (Mann-Whitney-Test, p = 0,0302).
Der Unterschied bei den expandierten Allelen war hingegen nicht signifikant
(Mann-Whitney-Test, p = 0,6348).

A snp Bp 987 und Anzahl der CAG-Wdh. B SNP Bp 1118 und Anzahl der CAG-Wdh.
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Abbildung 32: Haplotypen der SNPs Bp 987 und Bp 1118 und die assoziierte Anzahl der
CAG-Wiederholungen. Durchschnittliche Anzahl der CAG-Wiederholungen der jeweiligen
Haplotypen aufgeteilt nach nicht-expandierten und expandierten Allelen. A: CAG-Wiederholungs-
anzabhl fiir die Haplotypen des SNP Bp 987. Die nicht-expandierten Allele mit dem Haplotyp C
wiesen im Mittel 23,5 CAG-Wiederholungen auf, wéhrend es bei G 21 Wiederholungen waren.
Der Unterschied war dabei statistisch signifikant (Mann-Whitney-Test, p = 0,0302). Bei den ex-
pandierten Allelen war die durchschnittliche CAG-Wiederholung fiir C 68,5 und fiir G 68,9, was
keine signifikante Differenz darstellte (Mann-Whitney-Test, p = 0,6348). B: Anzahl der CAG-Wie-
derholungen fiir den SNP Bp 1118. Die mittlere Wiederholungsanzahl fiir die nicht-expandierten
Allele betrug fiir C 20,8 und fiir A 23,7. Der Unterschied erwies sich im Mann-Whitney-Test als
signifikant (p = 0,0183). Die expandierten Allele mit dem Haplotyp C zeigten durchschnittlich 69,0
und die mit dem Haplotyp A 68,1 CAG-Wiederholungen. Hier war der Unterschied wiederum nicht
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signifikant (Mann-Whitney-Test, p = 0,0810). n steht in beiden Grafiken fiir die Anzahl der Allele.
Die Balken stellen jeweils den Mittelwert dar und die Whisker zeigen die Standardabweichung.

Bei den nicht-expandierten Allelen des SNP Bp 1118 war die durchschnittliche
Anzahl der CAG-Wiederholungen fir den Haplotyp C 20,8 und fur A 23,7. Die
expandierten Allele mit Haplotyp C zeigten im Mittel 69,0 und jene mit Haplotyp
A 68,1 Wiederholungen (Abb. 32B). Hier war der Unterschied zwischen den Wie-
derholungsanzahlen der Haplotypen fur die nicht-expandierten Allele signifikant
(Mann-Whitney-Test, p = 0,0183). Fur die expandierten Allele ergab sich kein
signifikanter Unterschied (Mann-Whitney-Test, p = 0,0810).

3.3.2. Genotypen der SNPs und Age at onset

Es wurde untersucht, inwieweit die verschiedenen Genotypen bzw. Haplotypen
der jeweiligen ATXN3- und PARK2-SNPs mit unterschiedlichen mittleren AAOs
der entsprechenden Studienteilnehmer assoziiert sind. Die zugrunde liegende
Fragestellung daftir war, ob bestimmte Genotypen mit einem leichteren/schwe-
reren klinischen Krankheitsverlauf bzw. friherem/spaterem Erkrankungsbeginn
assoziiert sind. Dies wurde fur alle drei ATXN3-SNPs und fur die PARK2-SNPs
Bp 601 und Bp 1239 untersucht. Der PARK2-SNP Bp 1281 wurde aufgrund des
geringen bzw. fehlenden Auftretens der seltenen Genotyp-Varianten fur diese
Analyse nicht berlcksichtigt. Fir den ATXN3-SNP Bp 669 wurden die AAOs der
Studienteilnehmer in Abhangigkeit der drei Genotypen (G/G, G/A, A/A) vergli-
chen (Abb. 33A). Es ergab sich dabei im einfaktoriellen ANOVA-Test kein signi-
fikanter Unterschied fir das mittlere AAO zwischen den Genotypen (p = 0,2697).
Bei den ATXN3-SNPs Bp 987 und Bp 1118 erfolgte der Vergleich jeweils zwi-
schen den beiden Haplotyp-Varianten (G, C bzw. C, A) der nicht-expandierten
und der expandierten Allele (Abb. 33B/C). Das mittlere AAO variierte weder fur
den SNP Bp 987 noch fir den SNP Bp 1118 signifikant zwischen den Haplotyp-
Varianten (einfaktorieller ANOVA-Test, p jeweils = 0,6199).
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Abbildung 33: Geno-/Haplotypen der ATXN3-SNPs und das assoziierte AAO der Stu-
dienteilnehmer. Darstellung des AAO der Studienteilnehmer gruppiert nach den jeweiligen
Geno- bzw. Haplotypen der ATXN3-SNPs. A: Medianes AAO (in Jahren) fiir den SNP Bp 669:
G/G = 39,5; G/A = 38; A/A = 40. Der einfaktorielle ANOVA-Test ergab keinen signifikanten Un-
terschied (p = 0,2697). B: Vergleich des AAO zwischen den Haplotypen des SNP Bp 987. Medi-
anes AAO (in Jahren): nicht-exp. G = 39; nicht-exp. C = 39; exp. G = 38; exp. C = 39. Es konnte
keine signifikante Differenz nachgewiesen werden (einfaktorieller ANOVA-Test, p = 0,6199). C:
AAOQ in Abhéngigkeit der Haplotypen des SNPs Bp 1118. Medianes AAQ (in Jahren): nicht-exp.
C = 40; nicht-exp. A = 39; exp. C = 38; exp. A = 40. Das AAO unterschied sich fiir den SNP Bp
1118 nicht signifikant (einfaktorieller ANOVA-Test, p = 0,7431). Der Boxplot gibt in allen 3 Grafi-
ken den Median mit unterem und oberem Quartil an. Die Whisker stellen Minimum und Maximum
dar. n steht in der Grafik A fiir die Anzahl der Studienteilnehmer und in den Grafiken B und C fiir

die Anzahl der Allele.
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Fir den PARK2-SNP Bp 601 erfolgte der Vergleich des AAO nur zwischen den
Genotypen G/G und G/A (Abb. 34A). Der Genotyp A/A trat zu selten auf und
wurde daher nicht in die Analysen miteinbezogen. Zwischen dem mittleren AAO
der Studienteilnehmer mit dem Genotyp G/G und derer mit dem Genotyp G/A
zeigte sich kein signifikanter Unterschied (ungepaarter t-Test, p = 0,3955). Beim
SNP Bp 1239 wurden alle drei Genotypen (G/G, G/C, C/C) einbezogen (Abb.
34B). Auch hier unterschieden sich die mittleren AAOs nicht signifikant (einfakto-
rieller ANOVA-Test, p = 0,3057).
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Abbildung 34: Genotypen der PARK2-SNPs und das assoziierte AAO der Studienteilneh-
mer. AAOs der Studienteilnehmer in Abhéngigkeit der Genotypen der PARK2-SNPs Bp 601 und
Bp 1239. A: Beim SNP Bp 601 wurden nur die Genotypen G/G und G/A analysiert, da der Geno-
typ A/A zu selten auftrat. Medianes AAO (in Jahren): G/G = 39; G/A = 35. Der Unterschied war
im ungepaarten t-Test nicht signifikant (p = 0,3955). B: Medianes AAQ (in Jahren) fiir den SNP
Bp 1239: G/G = 39; G/C = 34,5; C/C = 44. Fiir die Differenzen ergab sich keine Signifikanz (ein-
faktorieller ANOVA-Test, p = 3057). In beiden Darstellungen zeigt der Boxplot Median, sowie
oberes und unteres Quartil an. Die Whisker stellen Minimum und Maximum dar. n steht in beiden
Grafiken fiir die Anzahl der Studienteilnehmer.

3.3.3. Genotypen der SNPs und Cross-sectional Disease Progression

Eine weitere Untersuchung, um eine mogliche Assoziation bestimmter ATXNS-
bzw. PARK2-Genotypen mit der Schwere des klinischen Krankheitsverlaufes zu
prufen, betraf die CSDP. Auch hier wurde der PARK2-SNP Bp 1281 aufgrund
des nur sporadischen bzw. fehlenden Vorkommens der seltenen Genotypen

nicht bericksichtigt. Die Studienteilnehmer wurden fur den jeweiligen SNP nach
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Geno- bzw. Haplotypen gruppiert und die medianen CSDPs zwischen den Grup-
pen verglichen. Fir den ATXN3-SNP Bp 669 ergab sich fur die medianen CSDPs
kein signifikanter Unterschied zwischen den Genotypen G/G, G/A und A/A
(Kruskal-Wallis-Test, p = 0,8013), (Abb. 35A). Bei den ATXN3-SNPs Bp 987 und
Bp 1118 wurden die Studienteilnehmer jeweils nach Haplotypen (G, C bzw. C, A)
ihrer nicht-expandierten und ihrer expandierten Allele gruppiert (Abb. 35B/C). Fur
beide SNPs konnten keine signifikanten Unterschiede der medianen CSDPs zwi-
schen diesen Gruppen nachgewiesen werden (Kruskal-Wallis-Test, p jeweils =
0,7489).

Fur den PARK2-SNP Bp 601 wurden die medianen CSDPs nur zwischen den
Genotypen G/G und G/A verglichen, da die Variante A/A zu selten auftrat (Abb.
36A). Im Mann-Whitney-Test zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen
den medianen CSDPs dieser beiden Genotypen (p = 0,5262). Auch beim SNP
Bp 1239 unterschieden sich die CSDPs der drei Genotypen (G/G, G/C, C/C) nicht
signifikant (Kruskal-Wallis-Test, p = 0,3614), (Abb. 36B).
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Abbildung 35: Geno-/Haplotypen der ATXN3-SNPs und die assoziierte CSDP der Stu-
dienteilnehmer. CSDP in Abhéngigkeit der Geno- bzw. Haplotypen fiir die ATXN3-SNPs Bp 669,
Bp 987 und Bp 1118. A: Mediane CSDP (in Punkte/Jahr) fiir den SNP Bp 669: G/G = 1,4, G/A =
1,3; A/A = 1,6. Die Unterschiede waren nicht signifikant (Kruskal-Wallis-Test, p = 0,8013). B:
CSDP nach Haplotypen der nicht-expandierten und expandierten Allele fiir den SNP Bp 987.
Medianes CSDP (in Punkte/Jahr): nicht-exp. G = 1,3; nicht-exp. C = 1,4, exp. G = 1,4; exp. C =
1,3. Die Werte unterschieden sich nicht signifikant (Kruskal-Wallis-Test, p = 0,7489). C: CSDP in
Abhéngigkeit der Haplotypen des SNPs Bp 1118. Mediane CSDP (in Punkten/Jahr): nicht-exp. C
= 1,3; nicht-exp. A = 1,4; exp. C = 1,3; exp. A = 1,4. Es ergaben sich keine signifikanten Unter-
schiede (Kruskal-Wallis-Test, p = 0,9585). Flir alle drei Grafiken ist im Boxplot Median, sowie
oberes und unteres Quartil dargestellt. Die Whisker geben die 10. und 90. Perzentile an. In Grafik
A steht n fiir die Anzahl der Studienteilnehmer, in den Grafiken B und C fiir die Anzahl der Allele.
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Abbildung 36: Genotypen der PARK2-SNPs und die assoziierte CDSP der Studienteilneh-
mer. CSDP der Studienteilnehmer in Abhéngigkeit zu den Genotypen der PARK2-SNPs Bp 601
und Bp 1239. A: Flir den SNP Bp 601 erfolgte die Analyse nur fiir die Varianten G/G und G/A, da
der Genotyp A/A zu selten auftrat. Mediane CSDP (in Punkte/Jahr): G/G = 1,3; G/A = 1,4. Der
Unterschied war nicht signifikant (Mann-Whitney-Test, p = 0,5262). B: Mediane CSDP (in Punk-
ten/Jahr) fiir den SNP Bp 1239: G/G = 1,4; G/C = 1,4; C/C = 0,9. Es konnten keine signifikanten
Unterschiede nachgewiesen werden (Kruskal-Wallis-Test, p = 0,3614). In beiden Grafiken geben
die Boxplots Median und oberes und unteres Quartil an. Die Whisker stellen die 10. und 90.
Perzentile dar. n steht in beiden Grafiken fiir die Anzahl der Studienteilnehmer.

3.3.4. Genotypen der SNPs und Level des I6slichen ATXN3 (L-ATXN3)

Es sollte ein moglicher Einfluss bestimmter Genotypen der ATXN3- und PARK2-
SNPs auf die Stabilitat oder Expressionslevel des ATXN3-Proteins untersucht
werden. Dafur wurde gepruft, ob die verschiedenen Genotypen mit unterschied-
lichen L-ATXN3-Leveln bei den jeweiligen Studienteilnehmern einhergehen. Die
Messdaten der L-ATXN3-Level lagen dieser Arbeit bereits vor. Sie wurden im
PBMC-Homogenat mittels Time-resolved fluorescence energy transfer-Assay
(TR-FRET) gemessen. Die Etablierung und detaillierte Beschreibung dieser Me-
thode zur Bestimmung von L-ATXN3-Proteinlevel kann den medizinischen Dis-
sertationsschriften von Kathrin Gonsior und Gabriele A. Kaucher, sowie der Pub-
likation von Gonsior et al. im Journal of Neurology entnommen werden (Gonsior
et al., 2020). Beim TR-FRET binden zwei fluoreszenzmarkierte Antikorper an das
Zielprotein, zwischen welchen es bei raumlicher Nahe zum Energietransfer
kommt. Der im Energietransfer als Akzeptor fungierende Antikorper sendet bei

spezifischer Anregung ein Energiesignal, welches detektiert wird. Das

90



Ergebnisse

gemessene Signal wird ins Verhaltnis zum Hintergrundsignal und zur Gesamt-
Proteinkonzentration der Probe gesetzt und in A Fc (% Signal Uber Hintergrund)
angegeben. Bei den in dieser Arbeit verwendeten Messdaten wurde ein PolyQ-
spezifischer Akzeptor-Antikorper eingesetzt, der erst bei einem PolyQ-Bereich =
37 Glutamine bindet und damit eine hohe Trennscharfe zwischen nicht-expan-
dierten und expandierten Allelen aufweist. Diese Trennscharfe zeigt sich im Ver-
gleich der L-ATXN3-Level von Kontrollen, nicht-ataktischen und ataktischen Mu-
tationstrager. Das mediane ATXN3-Level der Kontrollen betrug 13,9 A Fc, das,
der nicht-ataktischen Mutationstrager 37,8 A Fc und das, der ataktischen Mutati-
onstrager 50,0 A Fc (Abb. 37). Der Unterschied zwischen diesen drei Medianen
war hochst signifikant (Kruskal-Wallis-Test, p < 0,0001). Vergleiche zwischen je-
weils zwei der drei Gruppen mittels Mann-Whitney-Test ergaben einen hochst
signifikanten Unterschied zwischen den Kontrollen und den nicht-ataktischen Mu-
tationstragern, sowie zwischen den Kontrollen und den ataktischen Mutationstra-
gern (p jeweils < 0,0001). Dagegen zeigte sich zwischen den nicht-ataktischen
und den ataktischen Mutationstragern kein signifikanter Unterschied (Mann-Whit-
ney-Test, p = 0,3907).

Die der verwendeten L-ATXN3-Level-Messwerte zugrundliegende Methode de-
tektiert also in erster Linie ATXN3-Proteine mit expandiertem PolyQ-Bereich. Aus
diesem Grund wurden in die folgenden, das L-ATXN3-Level betreffenden Analy-
sen nur die Mutationstrager der ESMI-Kohorte eingeschlossen.
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Abbildung 37: L-ATXN3-Level bei Kontrollen, nicht ataktischen und ataktischen Mutations-
trdgern. Es sind die L-ATXN3-Level der ATXN3-Proteine aufgeteilt nach Kontrollen, nicht-atakti-
schen und ataktischen Mutationstrégern in A Fc (% Signal iiber Hintergrund) gegen die Ordinate
aufgetragen. Mediane L-ATXN3-Level (in A Fc): Kontrollen = 13,9; nicht-ataktische Mutationstra-
ger = 37,8; ataktische Mutationstradger = 50,0. Es ergab sich im Kruskal-Wallis-Test ein héchst
signifikanter Unterschied zwischen diesen Medianen (p < 0,0001). Im Mann-Whitney-Test zeigten
sich héchst signifikante Unterschiede zwischen den Kontrollen und den nicht-ataktischen Mutati-
onstrédgern und zwischen den Kontrollen und den ataktischen Mutationstrdgern (p jeweils <
0,0001). n steht fiir die Anzahl der Studienteilnehmer. Im Boxplot sind Median, oberes und unte-
res Quartil dargestellt. Die Whisker zeigen die 10. und 90. Perzentile.

Fir den ATXN3-SNP Bp 669 zeigten sich bezuglich der L-ATXN3-Level keine
signifikanten Unterschiede zwischen den nach den Genotypen (G/G, G/A, A/A)
gruppierten Mutationstragern (Kruskal-Wallis-Test, p = 0,1129), (Abb. 38A). Fur
die ATXN3-SNPs Bp 987 und Bp 1118 erfolgte die Einteilung der Mutationstrager
nach ihren Haplotypen (G, C bzw. C, A), jeweils fur nicht-expandierte und expan-
dierte Allele (Abb. 38B/C). Zwischen diesen Gruppen ergab sich fur keinen der
beiden SNPs ein signifikanter Unterschied der L-ATXN3-Level (einfaktorieller A-
NOVA-Test bzw. Kruskal-Wallis-Test, p jeweils = 0,6199).
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Abbildung 38: Geno-/Haplotypen der ATXN3-SNPs und die assoziierten L-ATXN3-Protein-
Level. Level des expandierten L-ATXN3-Proteins in Abhdngigkeit zu den Genotypen bzw. Haplo-
typen der ATXN3-SNPs Bp 669, Bp 987 und Bp 1118. Die L-ATXN3-Level sind jeweils gegen die
Ordinate in der Einheit A Fc (% Signal (iber Hintergrund) aufgetragen. A: Mediane L-ATXN3-Level
(in A Fc) fiir die Genotypen des SNPs Bp 669: G/G = 43,0; G/A = 52,5; A/A = 38,2. Die Werte
unterschieden sich nicht signifikant (Kruskal-Wallis-Test, p = 0,1129). B: L-ATXN3-Level nach
Haplotypen des SNPs Bp 987. Mediane L-ATXN3-Level (in A Fc): nicht-exp. G = 50,0; nicht-exp.
C =412, exp. G =50,0; exp. C = 48,5. Im einfaktoriellen ANOVA-Test ergaben sich keine signi-
fikanten Unterschiede (p = 0,6199). C: L-ATXN3-Level in Abhéngigkeit zu den Haplotypen des
SNPs Bp 1118. Mediane L-ATXN3-Level (in A Fc): nicht-exp. C = 47,9; nicht-exp. A = 49,0; exp.
C =44,6; exp. A = 50,8. Die Unterschiede hatten keine statistische Signifikanz (Kruskal-Wallis-
Test, p = 0,9930). In allen drei Darstellungen gibt n die Anzahl der Studienteilnehmer (nur Muta-
tionstréger) an. Die Boxplots zeigen jeweils Median, sowie unteres und oberes Quartil. Die Whis-
ker stellen die 10. und 90. Perzentile dar.

Aufgrund der beschriebenen Interaktionen zwischen Parkin und ATXN3, wurden
mdgliche Zusammenhange zwischen SNP-Genotypen und L-ATXN3-Level auch
fur die Genotypen der PARKZ2-SNPs untersucht. Wie schon bei den
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vorhergehenden Analysen wurde auch hierbei der PARK2-SNP Bp 1281 auf-
grund der nur sporadisch auftretenden bzw. fehlenden seltenen Genotyp-Varian-
ten nicht mit einbezogen. Fur den SNP Bp 601 wurde aufgrund des seltenen
Auftretens der Variante A/A nur die beiden haufigeren Genotypen G/G und G/A
in die Analysen miteinbezogen (Abb. 39A). Es zeigte sich zwischen den
Mutationstragern mit diesen beiden Varianten kein signifikanter Unterschied in
den L-ATXN3-Level (Mann-Whitney-Test, p = 0,3242). Auch fir den SNP Bp
1239 konnte kein signifikanter Unterschied des L-ATXN3-Levels zwischen den
Genotypen (G/G, G/C, C/C) nachgewiesen werden (Kruskal-Wallis-Test, p =
0,2121), (Abb. 39B).
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Abbildung 39: Genotypen der PARK2-SNPs und die assoziierten L-ATXN3-Level. Die L-
ATXN3-Level der ATXN3-Proteine mit expandiertem PolyQ-Bereich sind in A Fc (% Signal {iber
Hintergrund) gegen die Ordinate aufgetragen. A: Fiir den SNP Bp 601 wurden nur die Genotypen
G/G und G/A in die Analysen miteinbezogen, da die Variante A/A zu selten auftrat. Mediane L-
ATXN3-Level (in A Fc): G/G = 47,8, G/A = 52,9. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied
(Mann-Whitney-Test, p = 0,3242). B: Mediane L-ATXN3-Level (in A Fc) fiir die Genotypen des
SNPs Bp 1239: G/G = 46,3; G/C = 55,4; C/C = 43,0. Es konnten keine signifikanten Unterschiede
im Kruskal-Wallis-Test nachgewiesen werden (p = 0,2121). In beiden Grafiken steht n fiir die
Anzahl der Studienteilnehmer (nur Mutationstréger). Im Boxplot sind jeweils Median, oberes und
unteres Quartil dargestellt. Die Whisker geben die 10. und 90. Perzentile an.

3.4. L-ATXN3-Level als putativer Biomarker fiir SCA3

Eine weitere Analyse dieser Arbeit betraf die Frage, ob sich das L-ATXN3-Level
als molekularer Biomarker fur die SCA3 eignet. Daflir wurde auf in PBMC-Homo-
genat gemessene Level der L-ATXN3-Proteine mit expandiertem PolyQ-Bereich
zuruckgegriffen. Die L-ATXN3-Level betrugen in der ESMI-Kohorte fur 159
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Mutationstrager dabei im Median 49,0 A Fc (% Signal Uber Hintergrund; Mini-
mum: -93,3 A Fc, Maximum: 555,0 A Fc). Zunachst wurden die L-ATXN3-Level
zwischen den ESMI-Zentren verglichen. Hier lagen fur Nijmegen keine L-ATXN3-
Level-Messdaten vor, da in diesem klinischen Zentrum die CPT™-Blutréhrchen,
welche zur Isolierung der PBMCs notwendig sind, nicht prozessiert werden kon-
nen. Unter den funf Gbrigen Zentren zeigte Coimbra mit 32,1 A Fc das niedrigste
mediane Level und London mit 73,1 A Fc das hochste (Abb. 40). Die Unter-
schiede zwischen den ESMI-Zentren waren hochst signifikant (Kruskal-Wallis-
Test, p < 0,0001).

L-ATXN3-Level in den ESMI-Zentren
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Abbildung 40: L-ATXN3-Level in den ESMI-Zentren. Die L-ATXN3-Level der expandierten
ATXN3-Proteine sind in A Fc (% Signal liber Hintergrund) gegen die Ordinate aufgetragen. Me-
diane L-ATXN3-Level (in A Fc): Tii = 59,1, Bo = 60,5, Lo=73,1; Co=32,1; Az = 38,1. Im Kruskal-
Wallis-Test ergaben sich ein h6chst signifikanter Unterschied zwischen den Zentren (p < 0,0001).
n steht fiir die Anzahl der Studienteilnehmer (nur Mutationstréger). Im Boxplot werden Median,
sowie oberes und unteres Quartil dargestellt. Die Whisker zeigen die 10. und die 90. Perzentile.

Um zu Uberprifen, ob sich das L-ATXN3-Level als moglicher molekularer Bio-
marker eignet, muss untersucht werden, ob die Hohe der Level mit dem klini-
schen Krankheitsverlauf korrelieren. Hierflir wurden die ATXN3-Level gegen den
SARA-Score fur 137 ataktische Mutationstrager aufgetragen (Abb. 41). Zwischen
dem L-ATXN3-Level und dem SARA-Score konnte keine signifikante Korrelation
nachgewiesen werden (Spearman-Test, r = 0,1398, p = 0,1032).
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Abbildung 41: L-ATXN3-Level und SARA-Score. Es wurde fiir 137 ataktische Mutationstrager
das L-ATXN3-Level der expandierten ATXN3-Proteine (in A Fc) gegen den SARA-Score (in Punk-
ten) aufgetragen. Die Punkte stellen jeweils die Datenpaare der Studienteilnehmer dar. Im Spe-
arman-Test zeigte sich keine signifikante Korrelation (r = 0,1398, p = 0,1032).
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4. Diskussion

Die SCA3 ist eine seltene, autosomal dominant vererbbare neurodegenerative
Erkrankung. Durch Expansion einer CAG-Wiederholungssequenz im ATXNS3-
Gen kommt es zur Protein-Aggregation des daraus translatierten Erkrankungs-
proteins in Nervenzellen und einer damit einhergehenden Neurodegeneration
(Bettencourt and Lima, 2011, Rub et al., 2013). Zum aktuellen Zeitpunkt existiert
fur die SCAS3 keine kurative Therapie (McLoughlin et al., 2020). Auf einem mog-
lichen Weg dorthin stellen fur Studien bendtigte grof3e Stichproben und fehlende
sensitive Biomarker zwei relevante Hurden dar (Lima and Raposo, 2018, Saute
and Jardim, 2018). Das multizentrische europaische Projekt ESMI hat sich das
Ziel gesetzt eine grofte Kohorte fur kinftige klinische Studien bereitzustellen. In
dieser Arbeit wurde die ESMI-Kohorte einer Kohortenanalyse unterzogen und die
Homogenitat der Einzelkohorten untersucht. Weiterhin wurden unterschiedliche
SNPs im ATXN3- und PARK2-Gen, welches fur das mit dem ATXN3-Protein in-
teragierende Parkin-Protein codiert, analysiert. Es wurde die Verteilung der un-
terschiedlichen Genotypen in der Kohorte und die mogliche Assoziation bestimm-
ter Varianten mit leichteren oder schwereren Krankheitsverlaufen Uberpruft.
SchlieBlich erfolgte eine Betrachtung des L-ATXN3-Protein-Level als putativer

molekularer Biomarker fiir die SCAS3.

4.1. Kohortenanalyse der ESMI-Kohorte

Zum aktuellen Zeitpunkt sind klinische Bewertungsskalen, wie z. B. der SARA-
Score, die Methode der Wahl zur Einschatzung des Krankheitsstadiums und -
verlaufs in der SCA3. Da diese einer nicht zu vermeidenden Subjektivitat unter-
liegen, werden grolde Stichproben bendtigt, um in Therapie-Studien Effekte zu-
verlassig messen zu kénnen. So sind, um eine 50-prozentige Reduktion der
Krankheitsprogression in einem Jahr mittels SARA-Score zu detektieren 175 —
202 Probanden notwendig. Derartige Stichprobengrof3en erfordern fur eine sel-
tene Erkrankung wie SCA3 multizentrische Kohorten (Saute and Jardim, 2018).
Auch fur die Validierung von mdglichen State-Biomarkern - die Therapiestudien
mit kleineren Stichproben ermoglichen konnten - werden multizentrische Studien

bendtigt (Furtado et al., 2019). Europaische multizentrische Kohorten bilden z. B.
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die EuroSCA- und die RISCA-Kohorte (Jacobi et al., 2015, Jacobi et al., 2013b).
Eine weitere europaische multizentrische Kohorte fir SCA3-Studien stellt die
ESMI-Kohorte dar. Sie bildet sich aus den Einzelkohorten der sechs am ESMI-
Projekt teilnehmenden Zentren (Tubingen, Bonn, Nijmegen, London, Coimbra,
Azoren). Die ESMI-Kohorte unterscheidet sich in der Zusammensetzung der Stu-
dienteilnehmer deutlich von der EuroSCA- und RISCA-Kohorte. Die EuroSCA-
Kohorte dient Studien zur naturlichen Krankheitsprogression der SCAs 1, 2, 3
und 6 und besteht deshalb ausschlieRlich aus ataktischen Mutationstragern
(Jacobi et al., 2015). Die RISCA-Kohorte wiederum hat die Erforschung des prak-
linischen Stadiums der SCAs 1, 2, 3 und 6 zum Zweck und umfasst darum ledig-
lich nicht-ataktische Verwandte von SCA-Patienten (Jacobi et al., 2013b). Die
ESMI-Kohorte dagegen soll Probanden fur Therapie- und Biomarkerstudien der
SCAZ3 zur Verfligung stellen. Sie setzt sich damit neben ataktischen Mutations-
tragern auch aus gesunden Kontrollen und nicht-ataktischen Mutationstragern
zusammen und bildet damit eine umfassendere und vielseitigere Kohorte als das
jeweilige EuroSCA- und RISCA-Pendant. Tabelle 33 gibt einen vergleichenden
Uberblick tiber die ESMI-, EuroSCA und RISCA-Kohorte.

Tabelle 33: Die ESMI-Kohorte im Vergleich mit EuroSCA- und RISCA-Kohorte

ESMI EuroSCA RISCA
Kontrollen 79 - 20
nicht-atakt. Mutationstrager 39 - 26
atakt. Mutationstrager 190 122 -
Quelle - Jacobi et al., 2015 | Jacobi et al., 2013b

Zum Zeitpunkt der Daten-Auswertung dieser Arbeit, bestand die ESMI-Kohorte
aus 308 Studienteilnehmer, von denen 79 gesunde Kontrollen, 39 nicht-atakti-
sche und 190 ataktische Mutationstrager waren. Schatzungen ergeben fur symp-
tomatische Therapiestudien mit dem SARA-Score als Surrogatparameter eine
erforderliche Stichprobengroflie von 21 - 65 Probanden pro Studienarm, in Ab-
hangigkeit der Studiendauer (Saute and Jardim, 2018). Diese Stichprobengroflie
kann das ESMI-Projekt bereits jetzt zur Verfugung stellen. Fir krankheitsmodifi-

zierende Therapiestudien mit dem SARA-Score als Surrogatparameter werden
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175 — 202 Probanden bei einjahriger, 102 Probanden bei zweijahriger und 70
Probanden bei dreijahriger Studiendauer empfohlen (Chan et al., 2011, Jacobi et
al., 2015). Hier wurde die Stichprobengrole der ESMI-Kohorte fur langerfristige
Studien ausreichen. Mit 190 ataktischen Studienteilnehmer erreicht die ESMI-
Kohorte auch die erforderliche Anzahl von 175 — 202 Probanden flr einjahrige
krankheitsmodifizierende Studien. Allerdings muss damit gerechnet werden,
dass aufgrund mangelnder Adharenz nicht alle Studienteilnehmer der ESMI-Ko-
horte in nachfolgende Studien eingeschlossen werden konnen. Zudem beinhaltet
die ESMI-Kohorte einige schwer betroffene Studienteilnehmer (8 Probanden mit
SARA-Score > 30). Diese eignen sich wegen des weit fortgeschrittenen Krank-
heitsstadium nur bedingt fur krankheitsmodifizierende Therapiestudien. Damit
eine ausreichende Stichprobengrol3e fur effektivere und weniger aufwendige Stu-
dien mit einer kirzeren Studiendauer von z. B. einem Jahr gewahrleistet werden
kann, sollten die ESMI-Zentren also weitere — bevorzugt mild betroffene — atakti-
sche Mutationstrager rekrutieren. In der SCA3-Forschung sind sowohl fur Stu-
dien zu potenziellen Biomarkern als auch fur praventive Therapiestudien die
Gruppe der nicht-ataktischen Mutationstrager von besonderer Relevanz (Furtado
et al., 2019, Matilla-Duefias et al., 2014). Hier ware also eine grélkere Anzahl in
der ESMI-Kohorte wiinschenswert. Aufgrund von ethischen Problemen, sowie
einer geringeren Adharenz erweist sich die Rekrutierung von nicht-ataktischen
Mutationstragern jedoch generell als schwierig (Furtado et al., 2019). Der Um-
stand, dass der Anteil der nicht-ataktischen Mutationstrager an den Mutationstra-
gern insgesamt in der Einzelkohorte der Azoren mit 30 % bedeutend groRer ist
als in den ubrigen ESMI-Zentren (jeweils < 19 %) lasst die Hypothese zu, dass
mit einer angepassten Rekrutierungsstrategie in den ubrigen Zentren die Anzahl
der nicht-ataktischen Mutationstrager erhoht werden kénnte. In  der Einzelko-
horte der Azoren fiel zudem auf, dass sich diese nur aus Mutationstrager zusam-
mensetzte und zum Zeitpunkt der Datenerhebung keine gesunden Kontrollen be-
inhaltete. Diesem Umstand wurde nach Beendigung der Datenauswertung dieser
Arbeit durch zusatzliche Rekrutierung gesunder Kontrollen von den Azoren ent-
gegengewirkt (persdnliche Kommunikation mit Dr. rer. nat. Jeannette Hubener-
Schmid).
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In dieser Arbeit wurde Uberprift, inwieweit es sich bei der ESMI-Kohorte bezug-
lich demographischer und klinischer Daten um eine homogene Gesamt-Kohorte
handelt bzw. inwieweit signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen
Einzelkohorten existieren. Dieses Wissen ist relevant, um mogliche Verzerrun-
gen von Studienergebnissen durch Ungleichheiten in den Kohorten zu vermei-
den. Moglichen Ungleichheiten kénnen dabei unterschiedliche Ursachen zu-
grunde liegen. So konnen verschiedene Rekrutierungsstrategien der jeweiligen
Zentren zu unterschiedlichen Zusammensetzungen der Einzelkohorten fuhren.
Aulerdem ist bislang nicht klar, welche genetische und umweltbedingte Faktoren
einen Einfluss auf den Krankheitsverlauf haben. So kann das AAO von SCA3-
Patienten nur zu knapp der Halfte mit der Anzahl der CAG-Wiederholungen im
ATXN3-Gen erklart werden. Fur die nicht auf die CAG-Wiederholungsanzahl zu-
ruckzufuhrende Varianz des AAOs werden weitere genetische oder umweltbe-
dingte Faktoren vermutet (Akgimen et al., 2020, Schmitz-Hubsch et al., 2008a,
van de Warrenburg et al., 2005). Den Krankheitsverlauf betreffende Ungleichhei-
ten in den Einzelkohorten des ESMI-Projektes kdnnen also auch die Folge davon
sein, dass auf die Studienteilnehmer der jeweiligen Einzelkohorten bislang unbe-
kannte genetische oder umweltbedingte Modifikatoren in unterschiedlichem
Male einwirken.

Fiar die ESMI-Kohorte ergaben sich im Alter bei Erstuntersuchung Ungleichhei-
ten, wenn die Studienteilnehmer nach genetischem Status und Symptomatik auf-
geteilt wurden. Wahrend sich die medianen Alter zwischen Kontrollen und Muta-
tionstrager nicht unterschieden, zeigten sich statistisch signifikante Differenzen,
bei Einteilung der Studienteilnehmer in Kontrollen, nicht-ataktische und atakti-
sche Mutationstrager. Die nicht-ataktischen Mutationstrager waren mit 34 Jahren
im Median signifikant jinger als die Kontrollen (44 Jahre) und die ataktischen
Mutationstrager (52 Jahre). Dies ist ein zu erwartendes Ergebnis, da das Alter
von nicht-ataktischen Mutationstrager statistisch im Durchschnitt unter dem mitt-
leren AAO von 39 Jahren liegen muss. Allerdings ergab sich auch zwischen den
Kontrollen und den nicht-ataktischen Mutationstragern ein signifikanter Unter-
schied. Dieser Unterschied ist wahrscheinlich auf die Rekrutierungsstrategien zu-

ruckzufihren und muss bei spateren Studien mit dieser Kohorte berucksichtigt
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werden, um gegebenenfalls altersbedingte Verzerrungen zu vermeiden. So st
zum Beispiel fUr elektrophysiologische Parameter bekannt, dass diese sich nicht
nur im Rahmen einer SCA3-Erkrankung verandern, sondern auch im Zuge des
physiologischen Alterungsprozesses (Klockgether et al., 1999, Taylor, 1984).
Auch beim SARA-Score lasst sich vermuten, dass dieser durch altersbedingtes
Nachlassen der Koordination mit beeinflusst wird. Erste vorlaufige Daten, die
diese Annahme bestatigen, wurden auf der SCA Global Conference 2020 pra-
sentiert. Hier zeigte sich in einer Kohorte von 375 gesunden Probanden bei den
Studienteilnehmern Gber 60 Jahre (116 Probanden) eine héhere Variabilitat im
SARA-Score. Aullerdem wurden SARA-Scores = 3 Punkten ausschlieRlich bei
den Uber-60-Jahrigen beobachtet (http://ataxia-global-initiatives.net).

Zwischen den ESMI-Zentren unterschied sich das mediane Alter der Studienteil-
nehmer nicht signifikant. Auch beim Vergleich der klinischen Daten (SARA-
Score, AAO, CSDP) konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Ein-
zelkohorten nachgewiesen werden (Tab. 34). In dieser Hinsicht prasentiert sich
die ESMI-Kohorte als homogene Gesamt-Kohorte, womit sie sich sehr gut fur

kinftige klinische Studien eignet.

Tabelle 34: Zwischen den ESMI-Zentren verglichene Merkmale (ns = nicht signifikant)

Merkmal Statistischer Test p-Wert
Alter Kruskal-Wallis-Test ns
SARA-Score Kruskal-Wallis-Test ns
AAO einfaktorieller ANOVA-Test ns
CSDP Kruskal-Wallis-Test ns

Der mediane SARA-Score der ataktischen Mutationstrager lag in der ESMI-Ko-
horte bei 15 Punkten. Damit gleicht das durchschnittliche Krankheitsstadium der
ataktischen Mutationstragern dem der europaischen EuroSCA-Kohorte (mittlerer
SARA-Score = 14), (Jacobi et al., 2015).

Fir die ESMI-Kohorte betrug das AAO im Median 39 Jahren. Dies stimmt mit
bereits publizierten Daten fur das AAO zwischen 36 und 42 Jahren Uberein (Durr
et al., 1996, Kieling et al., 2007, Klockgether et al., 1998). Auch die mediane
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CSDP in der ESMI-Kohorte entspricht in der Literatur berichteten Daten. In der
ESMI-Kohorte stieg der SARA-Score im Median 1,4 Punkte/Jahr, Jacobi et al.
beschrieben eine Progression von 1,6 Punkten/Jahr (Jacobi et al., 2011).

Des Weiteren wurde die Anzahl der CAG-Wiederholungen in der ESMI-Kohorte
analysiert. Hier ergab sich fur den nicht-expandierten Bereich sowonhl fur die Al-
lele der Kontrollen als auch flr die nicht-expandierten Allele der Mutationstrager
als haufigste CAG-Wiederholungsanzahl 23, gefolgt von 14 und 27. Die expan-
dierten Allele der Mutationstrager zeigten am haufigsten 69, 70, 71 und 72 CAG-
Wiederholungen. Eine Publikation von Durr et al. berichtet fur eine internationale
SCA3-Kohorte (wobei 74 % der untersuchten Familien aus Frankreich stammten)
im nicht-expandierten Bereich exakt dieselbe Reihenfolge der haufigsten Anzahl
an CAG-Wiederholungen. Fur die expandierten Allele traten in dieser Studie 73,
74 und 75 CAG-Wiederholungen am haufigsten auf (Durr et al., 1996). Die Uber-
einstimmung der Ergebnisse dieser Arbeit mit der Studie fir die CAG-Wiederho-
lungsanzahlen im nicht-expandierten Bereich bestatigt, dass 14, 23 und 27 Wie-
derholungen dominierende Varianten im nicht-expandierten ATXN3-Gen sind.
Dasselbe gilt auch fir eine von Chattopadhyay et al. beschriebenen indischen
SCA3-Kohorte (Chattopadhyay et al., 2003). Es scheint sich also beim Dominie-
ren dieser drei CAG-Wiederholungsanzahlen in nicht-expandierten Allelen um
ein globales Phanomen zu handeln.

Fir die SCAS ist bekannt, dass die CAG-Wiederholungsanzahl mit dem AAQO kor-
reliert (Maciel et al., 1995). Eine Korrelation zwischen diesen beiden Merkmalen
wurde auch fur die ESMI-Kohorte Uberprift. Im Pearson-Test ergab sich eine
hdochst signifikante negative Korrelation (r = -0,6500, p = ***). Der R2-Wert betrug
0,4226, was bedeutet, dass 42 % der Varianz des AAOs mit der Anzahl der CAG-
Wiederholungen erklart werden kann. In der Literatur werden in vergleichbaren
Korrelationsanalysen R2-Werte zwischen 0,45 und 0,62 errechnet (Akgimen et
al., 2020, Schmitz-Hubsch et al., 2008a, van de Warrenburg et al., 2005). Dabei
unterscheidet sich der R>-Wert fUr die multizentrische europaische EuroSCA-Ko-
horte mit 0,45 kaum vom Ergebnis der ESMI-Kohorte (Schmitz-Hubsch et al.,
2008a). Dagegen kann mit 62 % in der Studie von Akcimen et al. ein deutlich
groRerer Anteil des AAOs mit der Anzahl der CAG-Wiederholungen erklart
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werden. Zwar liegt der Studie eine internationale Kohorte zugrunde, allerdings
wird diese von Studienteilnehmern aus Portugal und Brasilien dominiert (82 %
der Kohorte), (Akgimen et al., 2020). Der groRere R>-Wert in dieser Studie konnte
also darauf zuruckzuflihren sein, dass ein Grofdteil der Studienteilnehmer eine
gemeinsame genetische Abstammung aus einer portugiesischen Population be-
sitzt. Somit kann fur diese Kohorte eine grof3ere genetische Homogenitat als fir
die ESMI- oder EuroSCA-Kohorte angenommen werden, wodurch eine geringere
— von der Anzahl der CAG-Wiederholungen unabhangige — Varianz des AAOs
erklart werden wurde.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen also, wie schon zuvor in der Literatur be-
schrieben, dass nur knapp die Halfte der Varianz des AAOs auf die CAG-Wie-
derholungsanzahl zuriuckgefuhrt werden kann. Demnach kommt die andere
Halfte der Varianz des AAOs durch den Einfluss anderer genetischer oder um-
weltbedingter Faktoren zustande. In einer Genome-wide association study
(GWAS) wurden 2016 SNPs in DNA-Reparaturenzymen als genetische Modifi-
katoren des AAOs in PolyQ-Erkrankungen ausgemacht (Bettencourt et al., 2016).
Als mdgliche weitere genetische Modifikatoren wurden in dieser Arbeit SNPs im
ATXN3- und dem PARK2-Gen untersucht.

4.2. Genotypen-Verteilung der ATXN3-SNPs

Im ATXN3-Gen wurden fir diese Arbeit drei SNPs untersucht: SNP Bp 669
(rs1048755), SNP Bp 987 (rs12895357) und SNP Bp 1118 (rs7158733); (vgl.
Abb. 4 und Tab. 1). Die drei SNPs wurden schon zuvor in der Literatur beschrie-
ben (Gaspar et al., 2001, Maciel et al., 1999). ATXN3-SNPs sind in der SCA3-
Forschung von besonderem Interesse. Zum einen stellen sie moglicherweise ge-
netische Modifikatoren dar. Insbesondere dem SNP Bp 1118 kdnnte eine solche
Rolle zukommen. Die Variante A codiert in der Aminosauresequenz spater fur
einen Stopcodon, was damit eine verkirzte ATXN3-Isoform zur Folge hat, und in
Zellmodellen mit einer Aggravation der SCA3-Pathologie einhergeht (Weishaupl
et al., 2019). Solche genetische Modifikatoren wirden den Vorteil einer besseren
genetischen Beratung, sowie einer Stratifizierung von Patienten fur klinische Stu-

dien bieten (Lima and Raposo, 2018). Zum anderen kdnnten die SNPs flr
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kinftige Therapieformen wie die ASO-Therapie und das siRNA-vermittelte Gen-
Silencing relevant sein. Bei diesen Methoden werden mRNA-Produkte eines aus-
zuschaltenden Gens von komplementaren Nukleotidsequenzen spezifisch ge-
bunden und enzymatisch gespalten, wodurch die Translation und die damit ein-
hergehende Expression des Protein-Produkts supprimiert wird (Crooke, 2017, Hu
et al., 2020). Fir autosomal-dominant vererbte Erkrankungen, bei denen die Pro-
tein-Produkte des betroffenen Gens essenziell sind, besteht dabei die Herausfor-
derung das mutierte Allel spezifisch auszuschalten, ohne die Expression des ge-
sunden Allels zu supprimieren. Ein solches essenzielles Protein scheint z. B. das
im Falle von Chorea Huntington mutierte Huntingtin zu sein (Dragatsis et al.,
2000, Reiner et al., 2003). Vor diesem Hintergrund wurden Modelle fir SNP-spe-
zifisches Gen-Silencing entwickelt. Derartige Ansatze fur das ATXN3-Gen stut-
zen sich dabei hauptsachlich auf den SNP Bp 987. Dabei wird sich zunutze ge-
macht, dass bei den expandierten Allelen die Variante C%’ dominiert, wogegen
bei den nicht-expandierten Allelen der Haplotyp G%7 berwiegt (Alves et al.,
2008, Li et al., 2004, Miller et al., 2003). Allerdings weisen Mausmodelle darauf-
hin, dass es sich beim ATXN3 um kein lebensnotwendiges Protein handelt
(Schmitt et al., 2007, Switonski et al., 2011). Entsprechend ist nicht klar welchen
Benefit ein SNP-spezifisches Gen-Silencing gegenuber dem normalen Gen-
Silencing wirklich hatte. Jedoch schmalert dieser Umstand die Bedeutung der
ATXN3-SNPs fur die SCA3-Forschung nicht.

Fir den SNP Bp 669 lagen in der ESMI-Kohorte nur die Genotypen fur die jewei-
ligen Studienteilnehmer vor, weshalb keine Zuordnung der Haplotypen zum je-
weiligen Allel erfolgen konnte. Dies ist darin begrundet, dass der SNP Bp 669
auf dem Exon 8 im ATXN3-Gen liegt und somit sich unter anderem das Intron 9
mit einer Lange von Uber 9000 bp zwischen dem SNP und der CAG-Wiederho-
lungssequenz auf Exon 10 befindet (Ichikawa et al., 2001). Darum sind DNA-
basierte Bestimmungsmethoden, bei denen mittels PCR ein sowohl den SNP als
auch die CAG-Wiederholungssequenz enthaltender DNA-Abschnitt vervielfaltigt
wird, aufgrund der GréfRe eines solchen PCR-Produkts, nicht durchflhrbar. Die
Analyse erfolgte fir den SNP Bp 669 also nicht allelspezifisch. Hierzu waren bei-

spielsweise mRNA-basierte Methoden notwendig, um eine Amplifikation der
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grolden Intron-Bereiche zu umgehen.

In der statistischen Analyse ergab sich in der ESMI-Kohorte fur den SNP Bp 669
eine hochst signifikante Abhangigkeit zwischen den Kontrollen, den Mutations-
tragern und der jeweiligen Verteilung der Genotypen. Die berechnete Allelfre-
quenz zeigte fur die Kontrollen ein Dominieren der Variante G (fc = 0,81), wah-
rend bei den Mutationstrager die Allelfrequenz ausgeglichen war (fc/fa = 0,5). Es
ist davon auszugehen, dass das Zustandekommen dieser Ergebnisse darauf zu-
ruckzufuhren ist, dass die expandierten Allele Uberwiegend den Haplotyp A tra-
gen, wie es bereits in der Literatur von Gaspar et al. beschrieben ist. In dieser
Studie wurde eine Haplotyp-Analyse der drei ATXN3-SNPs an einer grolden, in-
ternationalen Kohorte durchgefuhrt (601 Mutationstrager und 388 Kontrollen aus
Europa, Asien, Afrika, Nord- und Sudamerika). Unter der Annahme, dass inner-
halb der ESMI-Kohorte die Allelfrequenzen der nicht-expandierten Allele den Al-
lelfrequenzen der Kontrollen entsprechen, wirde sich flr die expandierten Allele
die berechneten Allelfrequenzen fec = 0,19 und fa = 0,81 ergeben. Dies ware ver-
gleichbar mit den von Gaspar et al. publizierten Allelfrequenzen flr expandierten
Allele (Tab.35), (Gaspar et al., 2001).

Bei den SNPs Bp 987 und Bp 1118 erlaubte die Bestimmungsmethode eine Auf-
teilung in allelspezifische Haplotypen. Dadurch konnte zwischen Allele der Kon-
trollen, nicht-expandierten Allelen und expandierten Allelen der Mutationstrager
unterschieden werden. Bei den beiden SNPs dominierten die Varianten G%7 und
C'18 pei den Allelen der Kontrollen und den nicht-expandierten Allelen der Mu-
tationstrager, wahrend bei den expandierten Allelen der Mutationstrager die
Haplotypen C%7 und A'""® iberwogen. Diese Ergebnisse entsprechen den von
Gaspar et al. beschriebenen weltweiten Haplotyp-Verteilungen (Tab. 35),
(Gaspar et al., 2001). Bestatigt werden diese Ergebnisse aulderdem von Igashari
et al., die in einer internationalen Kohorte (grof3tenteils aus Japan, West-Europa
und China stammend) das Dominieren vom Haplotyp C%7 bei den expandierten
Allelen zeigen konnten, sowie von Goto et al., die fur eine japanische Kohorte
beschrieben, dass eine CAG-Expansion im ATXN3-Gen mit dem Haplotypen
A8 assoziiert ist (Goto et al., 1997, Igarashi et al., 1996).
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Tabelle 35: Allelfrequenzen der ATXN3-SNPs in der ESMI-Kohorte und in der weltweiten
Haplotypstudie von Gaspar et al. 2001

Allel-Gruppe Allelfrequenzen

ESMI Gaspar et al. 2001
SNP Bp 669 fe fa fe fa
Allele der Kontrollen 0,81 0,19 0,75 0,25
Allele der Mutationstrager (nicht-exp. 0,5 0,5 - -
und exp.)
exp. Allele der Mutationstrager - - 0,24 0,76
SNP Bp 987 fe fc fe fc
Allele der Kontrollen 0,8 0,2 0,67 0,33
nicht-exp. Allele der Mutationstrager 0,72 0,28 - -
exp. Allele der Mutationstrager 0,3 0,7 0,27 0,73
SNP Bp 1118 fc fa fc fa
Allele der Kontrollen 0,8 0,2 0,76 0,24
nicht-exp. Allele der Mutationstrager 0,7 0,3 - -
exp. Allele der Mutationstrager 0,29 0,71 0,22 0,76

Die statistischen Auswertungen fur die ESMI-Kohorte untermauern, dass sich die
Haplotypen-Verteilung der SNPs Bp 987 und Bp 1118 fur die expandierten Allele
der Mutationstrager signifikant von den Verteilungen der Allele der Kontrollen und
der nicht-expandierten Allele der Mutationstrager unterscheiden.

Auch bei der kombinierten Betrachtung der Haplotypen unterscheiden sich die
Verteilungen der nicht-expandierten und expandierten Allele der Mutationstrager
signifikant. Diese kombinierte Betrachtung war aus den bereits beschriebenen
methodischen Griinden nur fur die SNPs Bp 987 und Bp 1118 und nur fur die
nicht-expandierten und expandierten Allele der Mutationstrager moglich. Hier
zeigten 67 % der nicht-expandierten Allele die Kombination G%7/C'""® und 27 %
CR7/A18 (4 % GRTANI8 2 % C%7C%7) wahrend 25 % der expandierten Allele
die Variante G%7/C''"® und 67 % die Kombination C%’/A'"® trugen (4 %
G®7AM18 4 9% C9%7C987), Gaspar et al. beschreiben in ihrer Studie die Verteilung
der kombinierten Haplotypen der drei ATXN3-SNPs Bp 669, Bp 987 und Bp
11118. Dabei zeigte sich, dass 70 % der expandierten Allele die Kombination
ABEOCBTAT18 trygen (Gaspar et al., 2001). Auch wenn fiir die ESMI-Kohorte der
SNP Bp 669 aus methodischen Grinden nicht in die kombinierte Betrachtung der
Haplotypen miteingeschlossen werden konnte, so lassen die beschriebenen Er-
gebnisse der Allelfrequenzen des SNPs Bp 669 vermuten, dass eine solche kom-
binierte Betrachtung aller drei SNPs in der ESMI-Kohorte zu vergleichbaren
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Ergebnissen fuhren wirde. Die Resultate der ESMI-Kohorte bestatigen also die
bereits publizierten Beobachtungen, dass die expandierten Allele mit Haplotypen
A%89 C%7 und A8 der ATXN3-SNPs assoziiert sind. Diese Verteilungsverzer-
rung ist am ehesten auf den Effekt von Grindermutationen zurtckzufuhren, wel-
che fur die SCA3 vermutet werden. Es werden Grindermutationen in einer por-
tugiesischen Population und in Asien angenommen, welche sich anschliel3end
uber die Welt verbreiteten, was die beschriebenen Verteilungsverzerrung erkla-
ren wurde (Martins et al., 2007). Fur die portugiesische Population wurden dabei
von Gaspar et al. zwei verschiedene Mutationsereignisse diskutiert. Dies liegt
darin begrindet, dass sich in ihrer weltweiten Haplotyp-Studie fur die portugie-
sisch-azoreanische Teilkohorte ein ausgeglichenes Verhaltnis der Haplotyp-
Kombinationen A869C%7A118 ynd GBOG®7C1118 pei den expandierten Allelen
zeigte (Gaspar et al., 2001). Maciel et al. konnten fir eine portugiesisch-azorea-
nische Kohorte ebenfalls eine ausgewogene Verteilung zwischen diesen beiden
Haplotyp-Kombinationen nachweisen (Maciel et al., 1999). In der ESMI-Kohorte
spiegelten sich diese Beobachtungen ebenfalls wider. Die kombinierte Betrach-
tung der ATXN3-SNPs Bp 987 und Bp 1118 ergab hier fur die portugiesisch-azo-
reanische Kohorte ein ausgeglichenes Verhaltnis zwischen den Varianten
CO87A118 ynd G%7C'1"8 (Tab.36). Bei den Verteilungen der SNPs Bp 987 und Bp
1118 auf den expandierten Allelen unterscheiden sich dabei die portugiesische
Kohorte bildenden Einzelkohorten aus Coimbra und von den Azoren nicht signi-
fikant. Diese Ergebnisse bestatigen also die beschriebenen Beobachtungen,
dass sich sowohl auf dem portugiesischen Festland als auch auf den Azoren flr
die expandierten Allele ein, durch zwei unterschiedliche Grindermutationen her-
vorgerufenes, zweigeteiltes Haplotypen-Verteilungsmuster zeigt. Ob sich dabei
beide Grindermutationsereignisse in einer portugiesischen Population ereigne-
ten oder eine der Mutationen von auflen in eine portugiesische Population hin-
eingebracht wurde, ist unklar. Interessant ist in diesem Zusammenhang die Be-
obachtung von Gaspar et al., dass bei Betrachtung der einzelnen azoreanischen
Inseln unterschiedliche Haplotyp-Kombinationen dominieren. So waren auf der
Insel Flores die expandierten Allele fast ausschliefdlich mit der Haplotyp-Kombi-

nation ASS9C%7A18  dagegen auf der Insel Sao Miguel mit der Variante
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GP69G%®7C1118 gssoziiert (Gaspar et al., 2001). Hier ware es aufschlussreich, auch
fur die ESMI-Kohorte die einzelnen azoreanischen Inseln separiert zu untersu-
chen. Leider lagen fur diese Arbeit nicht die notwendigen Daten Uber die genauen
Herkunftsinseln der azoreanischen Studienteilnehmer vor.

Auffallig war bei der Betrachtung der Allelfrequenzen der kombinierten Haploty-
pen der ATXN3-SNPs Bp 987 und Bp 1118 weiterhin, dass in der deutschen und
der niederlandischen Kohorte mit nur einer Ausnahme (in der niederlandischen
Kohorte) alle expandierten Allele die Variante C%7A'18 trugen (Tab. 36). Dazu
entsprechend zeigen in der weltweiten Haplotyp-Studie von Gaspar et al. neun
untersuchte deutsche und eine niederlandische SCA3-Familie ausschliellich die
Haplotypen-Kombination A86°C%7A1118 gquf den expandierten Allelen (Gaspar et
al., 2001). Es scheint also, dass die deutschen und niederlandischen SCA3-Falle
auf eine Grundermutation zurlckgefuhrt werden kdnnen, die in diese Populatio-
nen hineingebracht wurde. Die Ausnahme des niederlandischen Studienteilneh-
mers in der ESMI-Kohorte, der die Variante G%7A'"'® auf dem expandierten Allel
tragt, ware unter Annahme dieser Hypothese mit einer De-novo-Mutation an Bp-

Position 987 zu erklaren.

Tabelle 36: Allelfrequenz der kombinierten Haplotypen der ATXN3-SNPs Bp 987 und Bp
1118 fiir die expandierten Allele in der ESMI-Kohorte

Allelfrequenzen der kombinierten Haplotypen

Kohorte C987A1118 G987c1118 G987A1118 C987c1118
Deutschland 1,0 0 0 0
Niederlande 0,95 0 0,05 0
GrofRbritannien 0,66 0,19 0,15 0
Portugal 0,49 0,42 0,01 0,08

Eine weitere Auffalligkeit in der niederlandischen Kohorte ergab sich flr den
ATXN3-SNP Bp 669. Hier wiesen 83 % der Allele der Kontrollen den Haplotyp A
auf. Allerdings betrug die StichprobengrofRe in diesem Fall lediglich sechs Stu-
dienteilnehmer, weswegen aus dieser Abweichung keine induktive Schlussfolge-
rung gezogen werden kann. Es ware bei einer so geringen Stichprobengrole z.

B. moglich, dass die niederlandischen Kontrollen zum Grof3teil aus Mitgliedern
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derselben Familie bestehen und somit diese abweichende Genotypen-Verteilung
zu Stande kommt.

Bei den ATXN3-SNPs Bp 987 und Bp 1118 zeigte sich fur die portugiesische
Kohorte, dass sich die jeweiligen Haplotypen-Verteilungen der Allele der Kontrol-
len und der nicht-expandierten Allele der Mutationstrager signifikant unterschie-
den. Da alle portugiesischen Kontrollen aus Coimbra stammten, wurde die por-
tugiesische Teilkohorte aus Coimbra separat untersucht. Auch hier ergab sich
die gleiche Verteilungsverzerrung zwischen Allelen der Kontrollen und nicht-ex-
pandierten Allelen der Mutationstrager. Diese Verteilungsverzerrung kdnnte am
ehesten darauf zurlckzufihren sein, dass die Gruppe der Kontrollen aus
Coimbra keine reprasentative Stichprobe darstellt. Man kann auch hier die Hypo-
these aufstellen, dass es sich womoglich bei einem groferen Anteil der Kontrol-
len um miteinander verwandte Personen handeln kénnte. In jedem Fall sollte
diese Verteilungsverzerrung, nach Rekrutierung von weiteren Studienteilneh-

mern am ESMI-Zentrum Coimbra, erneut untersucht werden.

4.3. Korrelation der ATXN3-Genotypen mit klinischen SCA3-Daten
und den L-ATXN3-Leveln

Die Ergebnisse einer Studie von Stevanin et al. zeigen fur eine internationale
Kohorte (zu 80 % aus Frankreich und Portugal stammend), dass der Haplotyp
C987A"18 nicht nur mit den expandierten Allelen assoziiert ist, sondern auch die
nicht-expandierten Allele mit besonders groRer CAG-Wiederholungsanzahl tber-
wiegend diesen Haplotyp tragen (Stevanin et al., 1997). Zudem konnten Matsu-
mura et al. flr eine japanische Kohorte nachweisen, dass in den nicht-expandier-
ten Allelen die Variante C%7 mit einer signifikant groReren CAG-
Wiederholungsanzahl als die Variante G%7 assoziiert ist. Das Vorliegen dieses
Zusammenhanges wurde auch fur die ESMI-Kohorte untersucht. Dabei wurden
fur die SNPs Bp 987 und Bp 1118 jeweils die CAG-Wiederholungsanzahlen zwi-
schen den SNP-Varianten verglichen. Es ergaben sich signifikant grolere CAG-
Wiederholungsanzahlen in den nicht-expandierten Allelen fiir die Varianten C%7
und A8, Damit bestatigen die Ergebnisse der ESMI-Kohorte die beschriebenen

Daten aus der Literatur und unterstitzen damit die Hypothese, dass De-novo-
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Mutationen aus nicht-expandierten Allelen mit groRer CAG-Wiederholungsan-
zahl hervorgehen. Durch die Assoziation dieser Allele mit den Haplotypen C®%
und A8 kénnten die De-novo-Mutationen zur Verteilungsverzerrung der Haplo-
typen bei den expandierten Allelen beitragen (Stevanin et al., 1997). Eine solche
De-novo-Mutation aus Allelen mit besonders groRer CAG-Wiederholungsanzahl
konnte fur Chorea Huntington beobachtet werden. Hierbei wurde nachgewiesen,
dass das gleiche Allel, wie das bei Patienten mit einer Neumutation im Huntingtin-
Gen mutierte Allel, Gberproportional haufig bei Verwandten der Patienten mit ei-
nem sehr grof3en, nicht-expandierten CAG-Bereich auf dem Huntingtin-Gen ein-
hergeht (Myers et al., 1993). Im Falle der SCAS3 spricht jedoch gegen diese Hy-
pothese, dass weder fur den SNP Bp 987 noch fur den SNP Bp 1118 ein
signifikanter Einfluss in cis auf die intergenerationale Instabilitat nachgewiesen
werden konnte. Dies ware aber bei Zutreffen der Hypothese zu erwarten (Maciel
et al., 1999).

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die ATXN3-SNPs aulderdem auf einen mogli-
chen krankheitsmodifizierenden Einfluss auf die SCA3 untersucht. Long et al.
konnten im Jahr 2015 in einer chinesischen Kohorte zeigen, dass zwei SNPs in
dem 3’ untranslatierten Bereich des ATXN3-Gens einen Einfluss auf das AAO
von SCA3-Patienten haben. Die Haplotypen der beiden SNPs erklarten 2 % der
von der Anzahl der CAG-Wiederholungen unabhangige AAO-Varianz und verrin-
gerten das AAO in Abhangigkeit der Haplotypen im Mittel um 4 Jahre (Long et
al., 2015). Fur die ESMI-Kohorte wurde ein vergleichbarer Einfluss der drei
ATXN3-SNPs Bp 669, Bp 987 und Bp 1118 auf den Krankheitsverlauf Gberprift.
Dazu wurden AAO und CSDP zwischen den jeweiligen Geno-/Haplotyp-Tragern
verglichen. Es ergab sich aber fur keinen der drei untersuchten ATXN3-SNPs ein
statistischer Zusammenhang zwischen den Geno-/Haplotypen und dem AAO
oder der CSDP. Somit liefert die ESMI-Kohorte keinen Hinweis fur eine Rolle der
drei SNPs als genetische Krankheitsmodifikatoren. In den Studien von Gaspar et
al. und Maciel et al. war ein krankheitsmodifizierender Effekt der ATXN3-SNPs
nicht untersucht worden (Gaspar et al., 2001, Maciel et al., 1999).

Eine weitere Frage, die in dieser Arbeit Betrachtung fand, war ob einzelne Geno-
/Haplotypen der untersuchten ATXN3-SNPs einen Einfluss auf die L-ATXN3-
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Level haben. Der SNP Bp 1118 flhrt zu einem vorzeitigen Stopcodon und damit
zur Synthese einer verkirzten ATXN3-Isoform. Diese Isoform zeigte im Zellmo-
dell eine veranderte Interaktion mit anderen Proteinen sowie eine veranderte Sta-
bilitdt, unabhangig davon ob eine Expansion des PolyQ-Bereichs vorlag
(Weishaupl et al., 2019). Zudem ist fir den SNP Bp 987 eine Veranderung der
Transskriptstruktur in Abhangigkeit des Haplotyps beschrieben (Michlewski and
Krzyzosiak, 2004). Es lasst sich also die Hypothese aufstellen, dass die verschie-
denen Geno-/Haplotypen der ATXN3-SNPs mit unterschiedlichen L-ATXN3-Le-
vel der Proteine mit expandiertem PolyQ-Bereich einhergehen. Den L-ATXNS3-
Leveln lagen Messungen mittels TR-FRET zugrunde. Dabei binden zwei fluores-
zenzmarkierte Antikorper an das Protein, wodurch es zu einem Energietransfer
zwischen den Antikorpern kommt, der wiederum das Abgeben eines Energiesig-
nals induziert. Dieses kann dann proportional zur Proteinmenge detektiert wer-
den. Die verwendeten Antikorper binden zum einen N-terminal des PolyQ-Be-
reichs und zum anderen an PolyQ-Bereichen mit > 37 Glutamine. Im Rahmen
dieser Messmethode werden damit alle ATXN3-Isoformen mit expandiertem Po-
lyQ-Bereich detektiert. In der ESMI-Kohorte waren fur die verschiedenen Geno-
/Haplotypen der ATXN3-SNPs keine unterschiedlichen L-ATXN3-Level nach-
weisbar. Dies scheint nahezulegen, dass die SNPs keinen wesentlichen Einfluss
auf das Level der expandierten ATXN3-Proteine haben. Allerdings konnte hierbei
auch der Umstand, dass die Messmethode alle ATXN3-Isoformen abdeckt als
mdgliche Erklarung herangezogen werden. Ein erniedrigtes bzw. erhdhtes Level
einer einzelnen Isoform kdnnte sich der Nachweisbarkeit dieser Messmethode
entziehen. Um dies zu umgehen, missten Assays mit Isoformen-spezifischen

Antikorpern entwickelt werden.

4.4. Verteilung der PARK2-Genotypen und Korrelation mit klinischen
SCA3-Daten und den L-ATXN3-Leveln

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Verteilung dreier PARK2-SNPs und deren
Korrelation mit klinischen SCA3-Daten untersucht. Es handelte sich dabei um die
SNPs Bp 601 (rs1801474), Bp 1239 (rs1891582) und Bp 1281 (rs1801334); (vgl.
Abb. 4 und Tab. 1). Das durch das PARKZ2-Gen codierte Parkin-Protein
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interagiert mit dem ATXN3-Protein. Parkin bindet mit dem N- an den C-Terminus
und mit dem C- an den N-Terminus des ATXN3-Proteins. Dabei wird Parkin indi-
rekt deubiquitiniert, indem die mit Parkin interagierende E2-Konjugase an ATXN3
bindet und das Ubiquitin statt auf das Parkin-Protein auf ATXN3 transferiert wird.
Diese indirekte Deubiquitinierung fluhrt zur Degradation von Parkin und wird
durch einen expandierten PolyQ-Bereich des ATXN3-Proteins verstarkt (Durcan
et al., 2012, Durcan et al., 2011). Bemerkenswerterweise zeigen manche SCA3-
Patienten einen phanotypischen Parkinsonismus (Durr et al., 1996, Tuite et al.,
1995). Aulderdem scheint Parkin wiederum umgekehrt in den Abbau von Protei-
nen mit expandiertem PolyQ-Bereich involviert zu sein. Im Zellmodell fihrt eine
Uberexpression von Parkin zu einer reduzierten Aggregation und Zytotoxizitat
von expandierten ATXN3-Protein-Fragmenten (Tsai et al., 2003). Aufgrund die-
ser Interaktionen kommen Genotypen der PARK2-SNPs als genetische Modifi-
katoren der SCA3 in Betracht. In der nicht veroffentlichten Diplomarbeit von Dr.
rer. nat. Jonasz J. Weber konnte fur den PARK2-SNP Bp 1239 eine krankheits-
modifizierende Rolle identifiziert werden. Der Genotyp C/C war dabei mit einem
3 Jahre jungeren AAO assoziiert (unveroéffentlichte Diplomarbeit Jonasz J. We-
ber).

Vor dem Hintergrund dieser Ergebnisse wurde eine krankheitsmodifizierende
Rolle der PARK2-Genotypen auch in der ESMI-Kohorte Uberpruft. Dabei wurden
zunachst die Verteilungen der PARK2-Genotypen in der ESMI-Kohorte betrach-
tet. Diese entsprachen den in der Literatur berichteten Verteilungsmuster fir zwei
europaische Kontroll-Kohorten aus Studien zum Morbus Parkinson bzw. zur Pro-
gressiven supranuklearen Blickparese (Tab. 37), (Lucking et al., 2003, Ros et al.,
2008). Beim SNP Bp 1281 fiel auf, dass nur in der azoreanischen Kohorte der
Genotyp G/A auftrat, wahrend in der restlichen ESMI-Kohorte samtliche analy-
sierten Allele den Genotyp G/G zeigten. Der Unterschied der Genotypen-Vertei-
lung zwischen der azoreanischen Kohorte und der ESMI-Kohorte war nur knapp
uber dem Signifikanzniveau (p = 0,0569). Die in der Literatur gezeigten Daten fur
europaische Kohorten entsprechen der azoreanischen Verteilung und nicht der
komplett monomorphen Verteilung in der restlichen ESMI-Kohorte (Lucking et al.,

2003, Ros et al., 2008). Dabei ist zu beachten, dass aufgrund der monomorphen

112



Diskussion

Verteilung nur 56 Genotypen aus den nicht-azoreanischen Teilkohorten bestimmt
wurden. Es ware vorstellbar, dass sich bei Fortfuhren der Genotypisierung eine
Angleichung der Verteilung in der nicht-azoreanischen Kohorte an die publizier-
ten Daten ergibt. Tatsachlich weisen inzwischen zusatzlich analysierte ESMI-
Proben aus der nicht-azoreanischen Kohorte keine monomorphe Verteilung auf

(persdnliche Kommunikation Kerstin Geiger).

Tabelle 37: Verteilung der Genotypen der PARK2-SNPs in der ESMI-Kohorte und in euro-
pdischen Kohorten aus der Literatur

SNP Genotyp @ ESMI-Kohorte Literatur

Bp 601 G/G 93 % 96-97 % (Lucking et al., 2003,
G/A 6 % 3-4 % Ros et al., 2008)
A/A 1% 0%

Bp 1239 G/G 74 % 60-62 % (Ltcking et al., 2003,
G/C 22 % 22-32 % Ros et al., 2008)
Cc/C 4 % 6-16 %

Bp 1281 G/G 96 % 90-96 % (Lucking et al., 2003,
G/A 4 % 4-10 % Ros et al., 2008)

Fir die britische ESMI-Teilkohorte zeigte sich beim SNP Bp 1239, dass sich die
Genotypen-Verteilung signifikant zwischen den Kontrollen und den Mutationstra-
gern unterscheidet. Dieser Unterschied entstand durch einen auffallend hohen
Anteil des Genotypen G/C bei den Mutationstragern (41 %). Da sich das ATXN3-
und das PARK2-Gen auf unterschiedlichen Chromosomen befinden, kann nicht
von einer konservierten gekoppelten Vererbung dieses Genotyps mit den expan-
dierten ATXN3-Allelen ausgegangen werden. Die Beobachtung kénnte aber da-
rauf zurtickgefuhrt werden, dass sich unter den britischen Mutationstragern eine
gewisse Anzahl verwandter Personen aus derselben Familie befinden. Eine hohe
Verbreitung des G/C-Genotyps in einer solchen Familie kdnnte zu dem auffallend
hohen Anteil dieses Genotyps in der britischen Kohorte flhren.

Aufgrund der sehr monomorphen Verteilung des SNPs Bp 1281, wurden nur die
Genotypen der SNPs Bp 601 und Bp 1239 auf eine Rolle als genetische Krank-
heitsmodifikatoren der SCA3 gepruft. Fur beide SNPs wurde jeweils untersucht,
ob die verschiedenen Genotypen mit unterschiedlichem AAO bzw. CSDP asso-
ziiert waren. Dabei konnte weder fur den SNP Bp 601 noch fur den SNP Bp 1239
ein statistisch signifikanter Unterschied in AAO oder CSDP zwischen den
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Genotypen nachgewiesen werden. Die zuvor beschriebenen Ergebnisse aus der
Diplomarbeit von Dr. rer. nat. Jonasz J. Weber konnten damit flr die ESMI-Ko-
horte nicht reproduziert werden. Zudem konnte auch kein Einfluss der Genotypen
der SNPs Bp 601 und Bp 1239 auf das Level des expandierten L-ATXN3-Proteins
nachgewiesen werden. Das Parkin-Protein spielt eine Rolle im Abbau von Prote-
inen mit expandiertem PolyQ-Bereich (Tsai et al., 2003), den Ergebnissen dieser
Arbeit zufolge aber haben die untersuchten Genotypen der PARK2-SNPs dabei
keinen modifizierenden Einfluss auf die Abbauprozesse in dem Male, dass sich
dieser in veranderten L-ATXN3-Level oder gar in einem veranderten Krankheits-
verlauf messen lassen wirde. Ein Ansatz, um moglicherweise dennoch einen
Einfluss der unterschiedlichen Genotypen der PARK2-SNPs auf die Interaktion
zwischen Parkin und ATXN3 zu detektieren, ware die Messung der Ubiquitinie-
rung beider Proteine oder der Parkin-Protein-Level. Durch die indirekte Deu-
biquitinierung des Parkins mittels transienter Ubiquitinierung des ATXNS3, kdonnte
sich eine veranderte Interaktion der beiden Proteine in Abhangigkeit der PARK2-
SNPs in veranderter Ubiquitinierung von Parkin und ATXN3 und damit einherge-
henden Veranderungen des Parkin-Protein-Levels widerspiegeln. Allerdings
stellt sich mit Blick auf die Ergebnisse dieser Arbeit, welche keine Assoziationen
von PARK2-Genotypen zu klinischen SCA3-Daten und L-ATXN3-Leveln erga-
ben, die Frage, inwieweit sich aus - auf diesem Weg gemessenen - potenziellen
Unterschieden in der Interaktion der beiden Proteine relevante Implikationen far
die SCA3-Forschung ableiten lassen wirden. Womaglich kénnte es ein effekti-
verer Ansatz sein, SCA3-Patienten mit phanotypischem Parkinsonismus heraus-
zufiltern und fur diese Teilkohorte die Genotypen-Verteilung der PARK2-SNPs,
die L-ATXNS3-Level und gegebenenfalls die Parkin-Protein-Level zu bestimmen
und mit den Daten flr die SCA3-Patienten ohne phanotypischen Parkinsonismus

zu vergleichen.

4.5. L-ATXN3-Level als molekularer Biomarker fiir die SCA3
Biomarker konnen in der Medizin sehr unterschiedliche Funktionen erflllen: Sie
konnen der Diagnose- und Prognosestellung, der Erfassung der Krankheitspro-

gression oder der Erfolgskontrolle von therapeutischen Interventionen dienen
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(Biomarkers Definitions Working, 2001). Fur die SCA3 steht mit der Bestimmung
der CAG-Wiederholungsanzahl im ATXN3-Gen ein gut etablierter diagnostischer
Biomarker zur Verfugung (Maciel et al., 2001). Zur Erfassung der Krankheitspro-
gression und der Erfolgskontrolle von therapeutischen Interventionen werden
derzeit hauptsachlich klinische Bewertungsskalen verwendet. Da diese jedoch
einer nicht zu vermeidenden Subjektivitat unterliegen, wenig sensitiv fiir Ande-
rungen in der Krankheitsprogression sind und zudem keine Erfassung von
praataktischen Mutationstragern ermoglichen, werden andere (molekulare) Bio-
marker fur die Erforschung der SCA3 bendtigt (Lima and Raposo, 2018, Weir et
al., 2011). In dieser Arbeit wurde die mogliche Rolle des Protein-Levels des ex-
pandierten L-ATXN3 als molekularer Biomarker in der SCA3 untersucht. Die L-
ATXN3-Level wurden in PBMC-Homogenaten mittels TR-FRET-Assay bestimmt,
wobei die Antikorper spezifisch an ATXN3-Proteine mit einem PolyQ-Bereich >
37 Glutaminen banden. In den statistischen Analysen ergab sich kein signifikan-
ter Unterschied zwischen den L-ATXN3-Level der nicht-ataktischen und der atak-
tischen Mutationstrager. Aullerdem konnte keine Korrelation zwischen dem
SARA-Score und den L-ATXN3-Level nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse
liefern also keinen Hinweis, dass das im PBMC-Homogenat gemessene L-
ATXNS3-Level ein geeigneter molekularer Biomarker fir die Erfassung der Krank-
heitsprogression darstellt. In einem Mausmodell konnte ein Rickgang der L-
ATXN3-Level in lysierten Kleinhirnzellen im Krankheitsverlauf beobachtet wer-
den. Der Ruckgang war dabei invers mit der Zunahme den ATXN3-Aggregaten
korreliert (Nguyen et al., 2013). Eine Abnahme des L-ATXN3-Levels im Krank-
heitsverlauf scheint also in direktem Zusammenhang mit der Bildung von Aggre-
gaten zu stehen. Die ATXN3-Aggregation in SCA3 ist aber ein fur Neuronen zell-
spezifischer Prozess (Paulson et al., 1997). Dies ware eine mdgliche Erklarung
daflr, dass die in dieser Studie in PBMC-Homogenat gemessenen L-ATXN3-Le-
vel keiner Korrelation mit dem Krankheitsverlauf unterliegen. Allerdings konnten
Gonsior et al. eine Korrelation des in PBMC-Homogenaten gemessenen L-
ATXNS3-Levels mit dem Krankheitsverlauf flr eine europaische Kohorte (24 atak-
tische SCA3-Patienten) nachweisen (Gonsior et al., 2020). Zudem konnten Pru-

dencio et al. zeigen, dass sowohl die im Plasma als auch die im Liquor

115



Diskussion

gemessenen Konzentrationen der expandierten ATXN3-Proteine sich zwischen
symptomatischen SCA3-Patienten und prasymptomatischen Mutationstragern
signifikant unterscheiden (Prudencio et al., 2020). Die Eignung der L-ATXN3-Le-
vel als Biomarker des Krankheitsverlaufes bedarf also einer weiteren Evaluie-
rung.

Unabhangig davon ist es vorstellbar, dass das L-ATXN3-Level in zukunftigen
Studien zu bestimmten therapeutischen Interventionen, bei denen die Expression
des expandierten ATXN3 gehemmt oder der Abbau desselben geférdert wird, als
Surrogatparameter dienen kann. Menzies et al. verwendeten beispielsweise L-
ATXN3-Level als Biomarker in einem Mausmodell, in welchem mittels mTOR-
Inhibitoren die ATXN3-Level reduziert wurden (Menzies et al., 2010).

4.6. Fazit und Ausblick

Bei seltenen Erkrankungen wie der SCAS stellt es eine Herausforderung dar, fur
Therapie- oder Biomarkerstudien, ausreichend grof’e Kohorten zu rekrutieren,
weshalb multizentrische Kohorten bendétigt werden (Furtado et al., 2019, Saute
and Jardim, 2018). Eine solche multizentrische Kohorte stellt die aus sechs Ein-
zelkohorten bestehende ESMI-Kohorte dar. In dieser Arbeit konnte gezeigt wer-
den, dass es sich bei der ESMI-Kohorte bezuglich demographischer und klini-
scher Daten um eine sehr homogene Kohorte handelt, die sich damit gut fir
kinftige Studien eignet. In der weiteren Rekrutierungsstrategie des ESMI-Projek-
tes sollte ein besonderes Augenmerk auf praataktische und mild betroffene atak-
tische Patienten gelegt werden, da diese Gruppe fur die Erforschung neuer The-
rapieansatze besonders interessant ist und in der zum aktuellen Zeitpunkt
bestehenden ESMI-Kohorte noch nicht in ausreichender Zahl vertreten ist.

Bei der Analyse der drei ATXN3-SNPs Bp 669, Bp 987 und Bp 1118 konnte ge-
zeigt werden, dass es einen deutlichen Unterschied in der Geno-/Haplotypen-
Verteilung gab, zwischen Kontrollen und Mutationstrager bzw. nicht-expandierten
und expandierten Allelen gab. Dieser Umstand, der auf Grindermutationen zu-
ruckzufuhren ist, besitzt insbesondere fur die Erforschung SNP-sensitiver Gen-
Silencing-Methoden eine grof3e Relevanz (Alves et al., 2008, Li et al., 2004). Bei

dem SNP Bp 669 konnte in dieser Arbeit aus methodischen Grinden keine
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Zuordnung der einzelnen Haplotypen zu den Allelen erfolgen. Dadurch war auch
keine kombinierte Betrachtung der drei Haplotypen maéglich, wie sie bereits in der
Literatur beschrieben wurde (Gaspar et al., 2001). Um dies fur die ESMI-Kohorte
ebenfalls durchfuhren zu kdnnen, mussten die Haplotypen des SNP Bp 669 mit
einer anderen — z. B. mRNA-basierten — Methode bestimmt werden.

Zudem ware es interessant, die Studienteilnehmer der azoreanischen ESMI-Teil-
kohorte nach ihren Herkunftsinseln aufzuteilen und die Haplotypen-Verteilungen
der ATXN3-SNPs auf den einzelnen azoreanischen Inseln zu betrachten. Eine
solche Analyse kdnnte insbesondere hinsichtlich der Herkunft und Ausbreitung
von Grundermutationen wichtige Informationen liefern.

Die Hypothese, dass die ATXN3-SNPs genetische Modifikatoren der SCA3 dar-
stellen, konnte durch die Ergebnisse dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Ver-
schiedene Geno-/Haplotypen waren nicht mit signifikant unterschiedlichen klini-
schen Parametern (SARA-Score, AAO) assoziiert. Auch flr die untersuchten
PARK2-SNPs war keine krankheitsmodifizierende Rolle nachweisbar. Als gene-
tische Modifikatoren der SCA3 wurden bereits SNPs in den Genen von DNA-
Reparaturenzymen und im 3' untranslatierten Bereich des ATXN3-Gens be-
schrieben (Bettencourt et al., 2016, Long et al., 2015). Die Identifikation von ge-
netischen Modifikatoren bleibt auch weiterhin ein wichtiger Aspekt der SCA3-For-
schung, um eine Verbesserung der genetischen Beratung, sowie die Moglichkeit
einer optimierten Stratifizierung von Patienten fur kunftige Studien zu erwirken
(Lima and Raposo, 2018).

Im Falle der PARK2-SNPs, bei denen sich ebenfalls keine Unterschiede in klini-
schen Parametern zwischen den verschiedenen Genotypen ergaben, ware es
interessant, die Genotypen-Verteilungen gesondert fur Patienten mit einem pha-
notypischen Parkinsonismus zu betrachten. Hypothetisch kdnnten bestimmte
Genotypen des PARK?Z2 flir eine veranderte Interaktion zwischen Parkin und
ATXNS und einem daraus resultierenden Parkinsonismus verantwortlich sein.
Die Untersuchung des L-ATXN3-Level als molekularer Biomarker in dieser Arbeit
ergab keine Korrelation mit der klinischen Krankheitsprogression und konnte da-
mit bereits publizierte gegensatzliche Ergebnisse nicht unterstitzen(Gonsior et

al., 2020, Prudencio et al., 2020). Der mdgliche Zusammenhang zwischen
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Krankheitsprogression und L-ATXN3-Level sollte also weiterhin evaluiert werden.
Davon unabhangig kénnte das L-ATXN3-Level in speziellen therapeutischen An-
satzen, die die Expression des expandierten ATXN3-Proteins supprimieren eine
Rolle als nutzlicher Marker flr das Therapieansprechen spielen. Die Suche und
Evaluation von molekularen Biomarkern fur die Krankheitsprogression stellen
also auch in Zukunft wichtige Aufgaben der SCA3-Forschung dar. Unter anderem
fur solche kunftigen Biomarkerstudien steht mit der ESMI-Kohorte eine homo-

gene, multizentrische SCA3-Kohorte zur Verfugung.
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5. Zusammenfassung

Die Spinocerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3) ist eine seltene autosomal dominant
vererbbare neurodegenerative Erkrankung, bei der es im Ataxin-3-Gen (ATXN3)
zu einer Expansion einer CAG-Wiederholungssequenz kommt. Daraus folgt im
Proteinprodukt Ataxin-3 (ATXN3) ein verlangerter Polyglutaminbereich, was zur
Proteinaggregation in Neuronen und einem damit einhergehenden Untergang
der Neuronen fuhrt. Das Protein Parkin, welches durch das PARK2-Gen codiert
wird, interagiert unter physiologischen Bedingungen mit dem ATXN3-Protein.
Zum einen deubiquitiniert ATXN3 Parkin, zum anderen ist Parkin am Abbau von
Proteinen mit expandiertem Polyglutamin-Bereich beteiligt. Zum aktuellen Zeit-
punkt existiert fur die SCA3 keine kurative Therapiemaoglichkeit. Klinische Bewer-
tungsskalen wie z. B. der SARA-Score stellen dabei derzeit die Methode der
Wahl zur Einschatzung des Krankheitsstadiums und -verlaufs dar. Fir die weitere
Erforschung der SCA3 werden grol3e, multizentrische Kohorten, sowie sensitive
Biomarker, die die Krankheitsprogression — auch bereits der prasymptomati-
schen/praataktischen Mutationstrager — abbilden, bendtigt. Eine europaische
multizentrische  Kohorte stellt die European Spinocerebellar Ataxia
Type 3/Machado-Joseph Disease Initiative (ESMI) zur Verfigung. Die rekrutier-
ten Probanden stammen dabei aus Deutschland, den Niederlanden, Grof3britan-
nien und Portugal. In dieser Arbeit wurde die ESMI-Kohorte einer Kohortenana-
lyse unterzogen. Zum Zeitpunkt der Auswertung umfasste die ESMI-Kohorte 308
Studienteilnehmer, wovon 79 gesunde Kontrollen, 190 ataktische und 39 nicht-
ataktische Mutationstrager waren. Die Kohortenanalyse ergab, dass die ESMI-
Kohorte hinsichtlich demographischer (Geschlecht, Alter) und Klinischer (Age at
onset (AAO), SARA-Score, Cross-sectional Disease Progression (CSDP)) Daten
eine sehr homogene Kohorte darstellt. Aulerdem wurde die Verteilung jeweils
dreier Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) im ATXN3- (Bp 669, Bp 987, Bp
1118) und PARK2-Gen (Bp 601, Bp 1239, Bp 1281) untersucht. Die SNPs wur-
den dabei mit Fragmentlangenanalyse mittels spezifischer Primer, Sanger-Se-
quenzierung und Restriktionsfragmentlangenanalyse bestimmt. Bei allen drei
ATXN3-SNPs zeigte sich zwischen den Kontrollen und den Mutationstragern

bzw. den nicht-expandierten und expandierten Allelen der Mutationstrager

119



signifikant unterschiedliche Verteilungen, was auf Griindermutationen in der Ent-
stehungs- und Ausbreitungsgeschichte der SCA3 zurlckzufuhren ist. Aufgrund
des Verteilungsungleichgewichts der Haplotypen zwischen nicht-expandierten
und expandierten Allelen konnten, die ATXN3-SNPs eine wichtige Rolle in The-
rapieansatzen mit allelspezifischem Gen-Silencing spielen. Ein Hinweis fur einen
krankheitsmodifizierenden Effekt von bestimmten Geno-/Haplotypen konnte in
dieser Arbeit nicht entdeckt werden. Zwischen den verschiedenen Geno-/Haplo-
typen gab es keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des klinischen Krank-
heitsverlaufs gemessen am AAO und der CSDP. Auch konnte kein Einfluss der
Geno-/Haplotypen auf das Level des expandierten I6slichen ATXN3-Proteins (L-
ATXN3) nachgewiesen werden. Fur die untersuchten PARK2-SNPs ergab sich
weder ein Verteilungsungleichgewicht zwischen Mutationstrager und Kontrollen
in der ESMI-Kohorte, noch ein in AAO oder CSDP messbaren Einfluss bestimm-
ter Genotypen auf den klinischen Krankheitsverlauf. Ein modifizierender Effekt
der verschiedenen Genotypen auf die L-ATXN3-Level konnten ebenfalls nicht
nachgewiesen werden. Fur die Zukunft ware eine genauere Untersuchung der
PARK2-SNPs bei SCA3-Patienten mit dem klinischen Phanotyp eines Parkinso-

nismus ein interessanter Ansatzpunkt in der SCA3-Forschung.
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