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1 Einleitung

1.1 Spinozerebellare Ataxie Typ 3

1.1.1 Definition
Die Spinozerebellare Ataxie Typ 3 (SCAS3), auch Machado-Joseph Disease

(MJD) genannt, ist eine autosomal-dominant vererbbare neurodegenerative Er-
krankung, die zu einem Neuronenverlust fuhrt. Dieser betrifft vor allem die Pur-
kinje-Zellen des Kleinhirns (Munoz et al. 2002). lhre monogenetische Mutation
beruht auf einer erhohten Wiederholunganzahl des CAG-Tripletts in Exon 10 des
Ataxin-3-Gens auf Chromosom 14q32.1 und fuhrt konsekutiv zu einem vermehr-
ten Einbau von Glutaminen (Q) in das Ataxin-3-Protein. (Takiyama et al. 1993;
Kawaguchi et al. 1994).

1.1.2 Einteilung

SCAS3 gehort zu den autosomal-dominant vererbbaren Ataxien, die sich in die
Spinozerebellaren Ataxien (SCA), die Dentato-Rubro-Pallido-Luysische Atrophie
(DRPLA) und die episodischen Ataxien (EA) aufteilen. Fur die SCAs sind knapp
30 verschiedene Subtypen mit ihren eigenen Mutationen bekannt (Klebe 2012).
Davon beruhen sechs (SCA1, SCA2, SCA3, SCA6, SCA7, SCA17) auf einer Er-
hohung der CAG-Wiederholungen in Exons ihrer jeweiligen betroffenen Gene
(Schols et al. 2004; Brinkman et al. 1997).

Die SCA3 kann aufgrund der erhohten Anzahl der CAG-Wiederholungen auch
der phanotypisch heterogenen, aber vom Pathomechanismus ahnlichen Krank-
heitsgruppe der Polyglutaminerkrankungen zugeordnet werden. Zu ihnen geho-
ren neben den oben genannten SCAs, die DRPLA, die Chorea Huntington
(Huntingston’s Disease, HD) und die Spinobulbare Muskelatrophie Typ Kennedy
(SBMA). Auler der X-chromosomal vererbten SBMA werden alle Erkrankungen
dieser Gruppe autosomal-dominant weitergegeben (Brinkman et al. 1997; Orr
und Zoghbi 2007). Dass hier die expandierte Anzahl an Glutaminen die patholo-

gische Ursache sein muss, kann durch die Beteiligung verschiedener Gene mit



Einleitung

ihren dementsprechenden Genprodukte und ausgepragten neurologischen Sto-
rungen aller Krankheitsbilder erschlossen werden (Schols et al. 2004).

Neben der Einteilung nach der zugrunde liegenden Mutation gibt es durch Har-
ding eine klinisch orientierte Einteilung, die zwischen vier verschiedenen Typen
der autosomal-dominant vererbbaren Ataxien (ADCA) unterscheidet. Laut dieser
Klassifikation sind die ADCA Typ | Ataxien mit anderen betroffenen neurologi-
schen Funktionssystemen wie extrapyramidalen Symptomen, Ophtalmoplegie o-
der Demenz. Zu diesem Typ lasst sich die SCAS3 einkategorisieren, da diese sehr
haufig mit zusatzlichen Symptomen wie einer externen Ophtalmoplegie einher-
geht. Die ADCA Typ Il sind Ataxien mit retinaler Degeneration, die vor allem Pa-
tienten mit einer SCA7 betrifft. Abschliel3iend werden die ADCA Typ Il als ,reine”
zerebellare Ataxien ohne eine Limitierung der Lebenserwartung mit einer spaten
Krankheitsmanifestation (Age at Onset, AAO) (60 Jahre oder alter) und die ADCA
Typ IV als Ataxie mit zusatzlichen Myoklonien und Taubheit beschrieben
(Harding 1982) (Tabelle 1.1). Da die Klinik der verschiedenen ADCA teilweise
Uberlappend ist, ist der Gebrauch dieser Klassifikation rucklaufig (personlich
Prof. Dr. med. Riel}).

Tabelle 1.1: Uberblick der Einteilung der autosomal-dominant vererbbaren Ataxien nach
ihrer typischen Klinik (nach Harding 1982; Schols et al. 2004)

Exemplarische

Erkrankungen

ADCA Typ Klinik

Zerebellare Ataxie mit weite- | SCA1
ren neurologischen Stérun-
gen wie: SCA2
e Ophtalmoplegie
o Pyramidale Symptomatik | SCA3
ADCA Typ | (Spastik)
e Extrapyramidale Sympto- | SCAG (teilweise)

matik (Dystonie, Parkin-

sonismus, Tremor) SCA10
e Demenz
e Periphere Neuropathie SCA17

Zerebellare Ataxie mit retina- SCA7

ADCA Typ Il ler Degeneration
.Reine“ zerebelldre Ataxie
mit einem spaten AAO und SCAS
ADCA Typ lll .
unverminderter Lebenser- oo
SCAG (teilweise)
wartung
ADCA Typ IV Zerebellare Ataxie mit My- DRPLA

oklonien und Taubheit
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1.1.3 Epidemiologie

Die SCAZ3 ist der haufigste Subtyp der autosomal-dominant vererbbaren SCAs
(Bird 1998). Die hochsten relativen Haufigkeiten finden sich in Brasilien (Jardim,
Silveira et al. 2001), Portugal (Vale et al. 2010) und Japan (Shibata-Hamaguchi
et al. 2009). Auf den Azoren findet sich die hochste Pravalenz wieder (1:140 auf
der Insel Flores) (Sequeiros, Martins und Silveira 2012; Morales Saute und
Bannach Jardim 2015), was dem Grundereffekt (Sequeiros und Coutinho 1993),
einer Form des Gendrifts, zugesprochen wird. Bei diesem wird davon ausgegan-
gen, dass Mitglieder einer Siedlerpopulation durch Zufall mutierte oder seltene
Allele haufiger als ihre Ursprungspopulation tragen und es somit zu einer Erho-
hung der Allelfrequenz kommt (Kompaktlexikon der Biologie 2019). Die weltweite
Verbreitung der Erkrankung wird auf den Grundereffekt, den imperialistischen
Bestrebungen der Portugiesen und auf die Tatsache, dass es sich um eine spat
ausbrechende dominant vererbbare Erkrankung handelt, zurtckgefuhrt (Gaspar
et al. 2001).

1.1.4 Das Ataxin-3-Gen

Das Ataxin-3-Gen liegt auf dem Chromosom 14q32.1 (Kawaguchi et al. 1994;
Takiyama et al. 1993) und hat eine Lange von 48.240 Basenpaaren, die auf elf
Exons verteilt sind (Ichikawa et al. 2001). Es kodiert das Ataxin-3-Protein, das
Polyubiquitine bindet und in verschiedene Proteolysewege involviert ist. Auf
diese wird unter 1.1.6 naher eingegangen. Die pathogene Mutation liegt auf Exon
10 (Morales Saute und Bannach Jardim 2015) und besteht in einer erhohten An-
zahl von CAG-Wiederholungen, die wiederum zu einer Erhohung der Glutamin-
Anzahl des Ataxin-3-Proteins fuhrt. In Gesunden betragt die Anzahl dieser CAG-
Wiederholungen zwischen 13 und 41 (Lima et al. 2005). Bei SCA3-Patienten hin-
gegen zwischen 51 (Takiyama et al. 1997; Gu et al. 2004) und 87 Wiederholun-
gen (Maciel et al. 2001). Liegt ein betroffenes, expandiertes Allel vor, bricht die
Erkrankung mit einer 100%-igen Penetranz aus (Morales Saute und Bannach
Jardim 2015). Der intermediare Bereich von 44 bis 50 CAG-Wiederholungen ist
mit einer inkompletten Penetranz assoziiert (Maciel et al. 2001; Padiath et al.
2005).
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Die expandierten CAG-Wiederholungen gehen mit einer Instabilitat bei der Mi-
tose und der Meiose einher, was zu dem Effekt der Antizipation fuhrt. Dieser tritt
bei Polyglutaminerkrankungen haufig auf (Sasaki et al. 1995; Maciel et al. 1997).
Diese Instabilitat ist bei der vaterlichen Meiose besonders ausgepragt und fuhrt
zu einer Erhohung der CAG-Wiederholungen in der Desoxyribonukleinsaure (de-
oxyribonucleic acid, DNA) des Spermiums. Da eine erhohte CAG-Anzahl mit ei-
nem friheren AAO und einem schwereren Krankheitsverlauf korreliert (Maciel et
al. 1995; Maruyama et al. 1995), kommt es so zu einer starkeren und friheren
Betroffenheit der nachfolgenden Generation (Lexikon der Biologie 2019). Hat
eine mannliche Person eine intermediare Lange an CAG-Wiederholungen, kann
im Rahmen der meiotischen Instabilitat die Haufigkeit dieser in der Folgegenera-
tion eine pathologische Expansion stattfinden und ein Erstauftreten der Erkran-
kung in der Familie moglich sein (Schols et al. 2004).

In diesem Zuge sind die drei bekannten intragenischen Polymorphismen des Ata-
xin-3-Gens von Interesse. Sie unterscheiden sich jeweils in einem Basenpaar.
Der bei der Identifikation des Gens entdeckte Polymorphismus C%’GG (Arginin,
R)/G%®’GG (Glycin, G), der direkt am 3‘-Ende der CAG-Wiederholungen liegt
(Kawaguchi et al. 1994) und die beiden spater publizierten Polymorphismen
A%9TG  (Methionin, M)/G®TG (Valin, V) und TAA'® (Stopp-Codon,
Stopp)/TAC'"8 (Tyrosin, Y) (Goto et al. 1997). Maciel et al. haben gepriift, ob
diese Varianten zu einer erhohten Instabilitat der Vererbung der Anzahl an CAG-
Wiederholungen beitragen. Keiner der Polymorphismen allein auf dem expan-
dierten Allel hat einen signifikanten Effekt hierauf, jedoch wenn dieser auf dem
Allel physiologischer CAG-Wiederholungen liegt. Beim Genotyp physiologisch
(nor) G%/expandiert (exp) C%7 liegt eine statistisch signifikante Instabilitat vor.
Beim Genotyp nor C'"'8/ exp A'"'® eine Assoziation, die nicht signifikant ist. Die
Autoren vermuten hier eine Interaktion zwischen cis- und trans-Allel, die sich vor
allem bei maternaler Vererbung zeigt. Bei paternaler Vererbung hat der Haplotyp
keine Auswirkung. FUr den Polymorphismus an Position 669 gibt es keine statis-
tisch relevanten Auswirkungen (Maciel et al. 1999). Der Haplotyp A%69-C%7-A1118
ist der am haufigsten vorkommende Haplotyp des expandierten Allels aller

SCA3-Familien, welches durch Gaspar et al. in einer weltweiten Studie
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untersucht wurde (Gaspar et al. 2001). Die Autoren gehen davon aus, dass das
Mutationsereignis dieses Haplotyps eng mit der Krankheitsentstehung der SCA3
verknupft sein muss. In ihren Ergebnissen tritt neben diesem noch der Haplotyp
G869-G987-C1118 signifikant haufig bei Erkrankten (mit einem Maximum auf der
azorischen Insel Sdo Miguel) auf. Dieser ist ebenso der haufigste Haplotyp der
gesunden Kontrollpersonen und kann nicht durch einfache Rekombination erklart
werden. Es muss von einem unabhangigen, zweiten Mutationsmechanismus
ausgegangen werden. Dafur spricht auch, dass auf der azorischen Insel Flores
vor allem der A%6°-C9%7-A™118 Haplotyp auftritt. Die durch den Griindereffekt be-
dingte isolierte Selektion beider Mutationen auf den Inseln Flores und Sao Mi-
guel, bei gleichzeitig gleich hohem Vorkommen der beiden Haplotypen auf dem
portugiesischen Festland, erhartet die These eines zweiten Mutationsereignis-
ses. Von diesen beiden Haplotypen kdnnen durch Rekombination oder Punktmu-
tation die deutlich seltener vorkommenden Haplotypen A869-G%7-A1118 ynd G®¢°-
G%7-A"18 abgeleitet werden (Gaspar et al. 2001). Eine Korrelation der verschie-
denen Haplotypen mit der Anzahl der CAG-Wiederholungen liegt nicht vor, so-
dass zumindest, in Bezug auf die Instabilitat der Vererbung der CAG-Wiederho-
lungen, der Genotyp zur genetischen Beratung und Risikoabschatzung herange-

zogen werden kann (Maciel et al. 1999).

1.1.5 Die Ataxin-3-RNA

Die untranslatierte messenger RNA (mRNA) des expandierten Ataxin-3-Allels hat
selbst einen toxischen Effekt auf das Neuron und fuhrt zu Zellverlust und einer
Funktionsstorung. Tsoi et al. konnten zeigen, dass die CAG-expandierte Ribo-
nukleinsaure (ribonucleic acid, RNA) ihren toxischen Effekt vor allem auf den
Zellkern hat (Tsoi et al. 2011). Hierbei besteht ebenfalls eine positive Korrelation
mit der Anzahl der CAG-Wiederholungen, wie Wang et al. in Caenorhabditis ele-
gans mit einer verkurzten Lebensspanne und einer reduzierten Motorik darstellen
konnten (Wang et al. 2011). Aus der Ataxin-3-mRNA konnen durch alternatives
Splicen drei Isoformen des Ataxin-3-Proteins entstehen, die unterschiedliche bi-

ochemische Eigenschaften aufweisen (Weishaupl et al. 2019).
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Eine weitere wichtige Rolle in der Pathogenese der SCA3 scheinen MikroRNAs
zu spielen. Bilen et al. konnten 2006 zeigen, dass eine extrinsische Blockade der
Prozessierung von MikroRNAs und der konsekutiven Konzentrationsabnahme zu
einer Zunahme der Toxizitat durch das expandierte Ataxin-3-Protein in Droso-
phila fahrte (Bilen et al. 2006).

Eine erhohte Expression der MikroRNA-Spezies mir-9, mir-181a und mir-494
fuhrt zu einer Reduktion der expandierten Ataxin-3-Protein-Level, der Aggre-
gatanzahl und der neuronalen Dysfunktion. lhre Fehlregulation scheint eine ent-

scheidende Rolle in der Pathogenese zu spielen (Carmona et al. 2017).

1.1.6 Das Ataxin-3-Protein

Das Ataxin-3-Protein ist das translatierte Produkt des Ataxin-3-Gens mit einem
molekularen Gewicht von 40 bis 43 kDa (Costa Mdo und Paulson 2012). Durch
alternatives Splicen am C-Terminus entstehen zunachst zwei verschiedene Iso-
formen des Proteins, Ataxin-3a und Ataxin-3c. Aus dem Ataxin-3a-Protein wer-
den durch den Polymorphismus an Aminosaure (AS) 1118 und dem resultieren-
den Stopp-Codon eine lange (Ataxin-3aL) und eine kurze Isoform (Ataxin-3S)
gebildet. (Weishaupl et al. 2019; Bettencourt et al. 2013; Goto et al. 1997;
Kawaguchi et al. 1994). Die am haufigsten vorkommende Isoform ist das Ataxin-
3c-Protein. Es hat eine Lange von 361 Aminosauren. Diese und die anderen bei-
den Isoformen setzen sich folgendermalien zusammen: Am N-terminalen Ende
findet sich die sogenannte Josephin-Domane, die eine Deubiquitinase-Aktivitat
vorweist. Dieser Doméne folgen zwei Ubiquitin interagierende-Domanen
(ubiquitin interacting motif, UIM), welche wiederum vor dem Polyglutamin (Po-
lyQ)-Abschnitt des Proteins stehen. Beim Ataxin-3c-Protein befindet sich nach
dem PolyQ-Abschnitt ein drittes UIM (Abbildung 1.1) (Burnett, Li und Pittman
2003; Harris et al. 2010).

Das Ataxin-3-Protein wird ubiquitar im Korper exprimiert. Dennoch kommt es im
Falle der Mutation vor allem zu neurologischen Stérungen, was bei anderen Po-
lyglutaminerkrankungen ebenso der Fall ist (Cohen-Carmon und Meshorer
2012). Eine Erklarung hierfur kann in dem erhohten Metabolismus von Nerven-

zellen liegen, der wiederum die Rolle der Mitochondrien in der Pathogenese der
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N- Josephin Doméne umiumz ver [BSNEI ums c-
terminales 198224 263286 291 306 348 364 terminales
Ende Ende

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des Aufbaus des Ataxin-3-Proteins
Am N-terminalen Ende befindet sich bis AS 198 die Josephin-Domane, die eine Deubiquitinase-
Aktivitat aufweist. Nachfolgend kommen ab AS 224 bis AS 263 zwei UIMs, die freie Ubiquitine
binden kénnen. Ab AS 291 folgt die PolyQ-Doméane, die physiologisch zwischen 13 und 41 Glu-
taminen enthalt. Bei der Isoform Ataxin-3c folgt der PolyQ-Doméane am C-terminalen Ende noch
ein drittes UIM, das an AS 348 endet. Modifiziert nach Nguyen et al., 2013.

Erkrankung hervorhebt (Schon und Manfredi 2003). Im zentralen und peripheren
Nervengewebe findet sich das Ataxin-3-Protein in seiner physiologischen Form
vor allem im Zytoplasma wieder (Schmidt et al. 1998; Trottier et al. 1998). Wie
bei den anderen Polyglutaminerkrankungen bilden die expandierten Proteine Ag-
gregate, die sich in den Zellkernen und im Zytoplasma, befinden. Aulderdem be-
finden sie sich in klinisch betroffenen und unbetroffenen Regionen des Nerven-
systems (Trottier et al. 1998; Paulson, Das et al. 1997; Paulson, Perez et al.
1997).

Aufgrund der UIMs und der Josephin-Domane wird dem Ataxin-3-Protein eine
modifizierende Rolle im Ubiquitin-Proteasom-Signalweg (UPS) zugesprochen,
indem es ubiquitinierte Moleklle so anpasst, dass eine priorisierte Degradation
dieser stattfindet (Wang, Ying und Wang 2012). Es sind diverse Signalwege mit
Interaktionsmolekilen beschrieben, wie zum Beispiel der Schutz der proteaso-
malen Degradation von Beclin-1 durch die Deubiquitinase-Aktivitat des Ataxin-3-
Proteins (Ashkenazi et al. 2017) (1.1.6) oder die Deubiquitinierung (DUB) von
Parkin (Durcan et al. 2011) (1.2.4) sowie des C-Terminus des Hsc70-interagie-
renden Proteins (CHIP), einem Hitzeschockprotein (Hsp) (Scaglione et al. 2011).
Ein weiterer Hinweis der Involvierung des Ataxin-3-Proteins in das UPS ist das
Vorhandensein von Ubiquitin, Hitzeschockproteinen und Proteasom-Untereinhei-

ten in den Aggregaten (Chai et al. 1999).

Die Rolle des Ataxin-3-Proteins in zellularen Signalwegen
In den folgenden Abschnitten erfolgt nach der allgemeinen Einleitung ein fokus-
sierter Blick auf die verschiedenen Signalwege, in denen das Ataxin-3-Protein

involviert ist. Momentanes Forschungsziel vieler Arbeitsgruppen ist die



Einleitung

Entwicklung krankheitsmodifizierender Therapien, die in diese Signalwege ein-

greifen. Diese werden analog zum folgenden Aufbau unter 1.1.10 aufgezeigt.

Proteolytische Prozessierung

Wie fur die Proteine anderer Polyglutaminerkrankungen gilt beim Ataxin-3-Pro-
tein die ,toxic fragment hypothesis“ (Yoshizawa et al. 2000; Warrick et al. 1998).
Diese beschreibt, dass Fragmente des Ataxin-3-Proteins, welche den PolyQ-Ab-
schnitt enthalten, nochmals toxischer sind als das gesamte Protein (lkeda et al.
1996). Diese Hypothese wird durch die fruher einsetzende Apoptose in vitro und
durch einen schweren verlaufenden Phanotyp im Mausmodell (lkeda et al. 1996)
gestutzt. Die Toxizitat resultiert aus einer erhohten Tendenz der Fragmente zur
intranuklearen Aggregation und Akkumulation, ihrer Moglichkeit Aggregate mit
Ataxin-3-Proteinen der Gesamtlange zu bilden und einer Veranderung der Pro-
teinfunktion selbst (Matos, Almeida und Nobrega 2017). Hieraus wird angenom-
men, dass die proteolytische Spaltung des Ataxin-3-Proteins ein friher, wenn
nicht sogar der initiale Schritt der Pathogenese der Erkrankung ist (Weber et al.
2014). Die abgespaltenen Fragmente bilden selbst Aggregate, die anteilig das
gesamte expandierte Protein enthalten konnen (Paulson, Perez et al. 1997;
Haacke et al. 2006; Wellington et al. 1998). Gespalten wird das Ataxin-3-Protein
durch die Caspasen 1 und 3 (Wellington et al. 1998), die ein Teil des Apoptose-
Mechanismus der Zelle sind und die eine erhohte Aktivitat bei Vorliegen des ex-
pandierten Ataxin-3-Proteins vorweisen (Chou et al. 2006; Weber et al. 2014).
Neben der Spaltung durch Caspasen wird das Ataxin-3-Protein Protein durch
Calpaine prozessiert. Es wurden einige Calpain-Spaltungsstellen identifiziert
(Hubener et al. 2013; Simoes et al. 2012; Weber et al. 2017). Bei Calpainen han-
delt es sich um Calcium-abhangige Cystein-Proteasen, die multiplen zellularen
Regulationsprozessen angehoren und ihre Substrate in ihrer Struktur, Lokalisa-
tion und Aktivitat anpassen (Weber et al. 2014). Die Fragmente, die durch die
Calpaine abgespalten werden, enthalten das C-terminale Ende mit dem PolyQ-
Abschnitt (Haacke et al. 2006). In einem doppelten Knockout (KO)-Mausmodell

wurde der endogene Calpain-Inhibitor Calpastatin (CAST) ausgeschaltet, was zu
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einer hoheren Ataxin-3-Protein-Fragmentierung und einem schwereren Phano-
typ fuhrte (Hubener et al. 2013).

Neben diesen beiden extrinsischen Fragmentierungen besteht noch die intrinsi-
sche autolytische Degradation des Ataxin-3-Proteins durch seine Josephin-Do-
mane (Mauri et al. 2006).

Proteinaggregation

Als Kennzeichen aller Polyglutaminerkrankungen kommt es auch bei der SCA3
zu einer Aggregation des expandierten Ataxin-3-Proteins (Paulson, Perez et al.
1997; Schmidt et al. 1998). Die Aggregation verlauft in mehreren Schritten. Zu-
nachst schliellen sich mehrere monomere Filamente zusammen, die sich in ei-
nem zweiten Schritt in oligomeren Strukturen und Fibrillen transformieren (Kodali
und Wetzel 2007). Der erste Schritt erfolgt unabhangig von der Lange der PolyQ-
Domane, wahrend der zweite Schritt mit der Bildung Amyloid-artiger Aggregate
nur bei expandierter PolyQ-Lange erfolgt (Ellisdon, Thomas und Bottomley
2006). Im weiteren Verlauf nimmt die GroRe der Aggregate weiter zu. Es sind
jedoch die intermediaren oligomeren Aggregate, die vermehrt bei Auftreten der
ersten Symptome vorliegen, sodass ihnen eine hohere Toxizitat zugesprochen
wird (Bucciantini et al. 2002). Neben dem Ataxin-3-Protein liegen proteasomale
Untereinheiten und Ubiquitin in den Aggregaten vor, sodass hieraus zusammen
mit der Funktion des physiologischen Ataxin-3-Proteins im UPS auf eine Dysre-
gulation dessen zu schlielRen ist (Weber et al. 2014). Ein weiteres in den Aggre-
gaten eingeschlossenes Protein ist Ataxin-2 (Uchihara et al. 2001), welches bei
SCA3 insgesamt in verminderter Konzentration vorliegt. Dies stellt einen relevan-
ten Fakt fur die Pathogenese dar, da eine Anhebung des Ataxin-2-Levels mit ei-
ner relevanten Verminderung des expandierten Ataxin-3-Proteins einhergeht
(Nobrega et al. 2015).

Nuklearer Transport
Ataxin-3-Protein-Aggregate kommen sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern
vor, wobei sich die Aggregate mit dem expandiertem Ataxin-3-Protein vermehrt

im Zellkern befinden (Riess et al. 2008). Dort ist ihre Toxizitat verstarkt,
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moglicherweise da sie dort dem UPS entgehen und andere zellulare Prozesse
wie die Transkription storen (Bichelmeier et al. 2007). Aus diesem Grund ist der
nukleare Transport streng durch den Kernporenkomplex reguliert (Ribbeck und
Gorlich 2002), der an Karyopherin gebundene Proteine erkennt und passieren
lasst. Das Ataxin-3-Protein kann Uber seine Struktur seine Lokalisation in der
Zelle regulieren, da es ein nukleares Lokalisierungssignal (NLS) vor seiner Po-
lyQ-Region hat (Aminosaure 282-285) (Tait et al. 1998; Macedo-Ribeiro et al.
2009). In der Josephin-Domane befinden sich zwei nukleare Exportsignale (NES)
(Aminosaure 77-99 und Aminosaure 141-158) (Antony et al. 2009), sodass das
Ataxin-3-Protein durch Karyopherin-Alpha-3 unter zellularen Stressbedingungen
in den Zellkern transportiert werden kann (Reina, Zhong und Pittman 2010). Eine
Runterregulierung von Karyopherin-Alpha-3 in SCA3-Drosophila- und SCAS3-
Mausmodellen fuhrte zu einem abgeschwachten Phanotyp bei der Maus und ei-
ner Verminderung der Ataxin-3-Protein-induzierten Auffalligkeiten bei Drosophila
(Sowa et al. 2018).

Zellulare Proteolyse

Einer Zelle stehen zwei verschiedene Signalwege zu der Degradation und dem
Abbau von Zellorganellen und Proteinen zur Verfugung: das UPS (Ciechanover
2006) und die Uber Lysosomen ablaufende Autophagozytose (Yorimitsu und
Klionsky 2005).

Das UPS interagiert mit Chaperonen, die bei vermehrtem Zellstress hochreguliert
werden. Sie versuchen fehlgefaltete Proteine zunachst wieder in ihre physiologi-
sche Form zuruck zu falten und markieren diese, falls eine Rekonstitution nicht
moglich ist, fur eine Degradation durch das UPS (Kastle und Grune 2012).

Der Hauptanteil aller zellularen Proteine, die eine Fehlfaltung oder Beschadigung
vorweisen, wird Uber das UPS abgebaut. Es ist somit an der Regulation des zel-
lularen Proteinniveaus beteiligt. Es besteht eine indirekte Involvierung des Ata-
xin-3-Proteins in diesen Signalweg, da es Ubiquitin-markierte Proteine mittels
seiner UIMs rekrutiert (Burnett, Li und Pittman 2003; Doss-Pepe et al. 2003; Chai
et al. 2004).
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Die E3-Ubiquitin-Ligasen CHIP und Parkin schitzen Zellen physiologisch vor to-
xischem Stress. Hierbei nimmt CHIP, neben seiner Funktion als E3-Ubiquitin-
Ligase, eine zentrale Rolle in der Uberpriifung der korrekten Faltung von Protei-
nen ein (Rosser et al. 2007). Daruber hinaus hat es eine direkte Rolle in der
Ubiquitinierung und Degradation der physiologischen und expandierten Form
des Ataxin-3-Proteins (Jana et al. 2005; Todi et al. 2010), als erster beschriebe-
ner DUB-Partner des Ataxin-3-Proteins (Winborn et al. 2008). Anders als bei an-
deren DUB-Partnern reguliert das Ataxin-3-Protein nicht das Niveau von CHIP
(Scaglione et al. 2011), sondern nimmt Einfluss auf seine E3-Ubiquitin-Ligase-
Aktivitat. Mit der E2-Ubiquitin-Konjugase Ube2W kann CHIP sich an Lys? mo-
noubiquitinieren, was seine Ligaseaktivitat und die Bindung zum Ataxin-3-Protein
starkt. Die DUB durch das Ataxin-3-Protein kann erst ab einer gewissen Po-
lyubiquitinerung von CHIP und seines Substrates erfolgen. Es wird angenom-
men, dass die Trimmung der Polyubiquitinketten der Regulation einer effizienten
Degradation dient. Durch die DUB inaktiviert das Ataxin-3-Protein CHIP, sodass
dieses seine Kontrollfunktion der Proteinqualitat nur noch mit verminderter Akti-
vitat nachgehen kann. Dies gilt fur das expandierte Ataxin-3-Protein in einem
noch starkeren Ausmalf (Scaglione et al. 2011). Die fehlgefalteten Proteine wer-
den durch das Ataxin-3-Protein vermittelt in Fragmente zerteilt und ordnen sich
in Aggresomen zusammen. In diesen haben sie einen geringeren toxischen Ef-
fekt auf die Zelle (Ouyang et al. 2012). Parkin als E3-Ubiquitin-Ligase wird sowohl
vom physiologischen Ataxin-3-Protein und seiner expandierten Form deubiquiti-
niert. Bei Parkin ist bislang nur die Ubiquitinierung des fragmentierten expandier-
ten Ataxin-3-Proteins beobachtet worden, die zu einer Forderung seines protea-
somalen Abbaus gefuhrt hat (Durcan et al. 2011; Tsai et al. 2003). Mit dem ex-
pandierten Ataxin-3-Protein und dem Proteasom bildet Parkin auf3erdem einen
Komplex, der die Zytotoxizitat durch die fehlende proteasomale Beteiligung an
der Aggregatbildung verringert (Tsai et al. 2003).

Fur die genaue molekulare Beschreibung der Interaktion von Parkin und dem
Ataxin-3-Protein sowie ihrer regulatorischen Aspekte siehe 1.2.3.

Fur CHIP und Parkin zeigen sich in SCA3-Mausmodellen verminderte Niveaus,

die bei langerer PolyQ-Domane noch ausgepragter ausfallen. Aufgrund der
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physiologischen neuroprotektiven Funktion der beiden Enzyme kann von einer
Storung der physiologischen zellularen Homoostase und einer Forderung des
Neuronenverlustes durch das expandierte Ataxin-3-Protein ausgegangen wer-
den (Durcan und Fon 2013).

In der Regel wird das Ataxin-3-Protein selbst durch das UPS abgebaut (Todi et
al. 2010). Da das katalytische Zentrum des Proteasoms nur Proteine einer be-
stimmten GrofRe prozessieren kann, sind vor allem die Grofe, Fehlfaltung und
Aggregation des expandierten Ataxin-3-Proteins ein Grund fur seinen reduzierten
Abbau durch das UPS (Verhoef et al. 2002).

Dieses Problem fuhrt dazu, dass die expandierte Form des Ataxin-3-Proteins und
seine Aggregate Uuber den zweiten Signalweg, der Autophagozytose, prozessiert
werden muss (Ravikumar, Duden und Rubinsztein 2002).

Die Autophagozytose spielt eine zentrale Rolle in allen Erkrankungen, die mit
einer Neurodegeneration einhergehen (vor allem bei Polyglutaminerkrankungen;
(Cortes und La Spada 2015)). Sie wird uber verschiedene Molekule und Signal-
wege reguliert. Zu degradierende Aggregate werden uber einen p62-Rezeptor
markiert (Pankiv et al. 2007). Die Regulation der Autophagozytose erfolgt bei-
spielsweise Uber eine Mechanistic Target of Rapamycin (mTOR)-abhangige In-
hibition, die bei Uberaktivitdt mit einer zunehmenden zellularen Toxizitat einher-
geht (Menzies et al. 2010). Die Autophagozytose spielt also eine Rolle zur Ver-
minderung des Zellschadens wie in einem SCA3-Drosophila-Modell durch ihre
komplette Blockierung verdeutlicht werden konnte. Hier nahm die Degeneration
der Augenzellen deutlich zu (Bilen und Bonini 2007). Eine andere Regulierung
erfolgt Uber das Autophagozytose-Protein Beclin-1. Die expandierte PolyQ-Do-
mane blockiert die Interaktion, die Beclin-1 normalerweise mit dem physiologi-
schen Ataxin-3-Protein hat. Dies hat einen Abfall des Beclin-1-Niveaus zur Folge

und fuhrt zu einer fehlregulierten Autophagozytose (Ashkenazi et al. 2017).

Mitochondriale Dysfunktion

Mitochondrien stellen durch oxidative Phosphorylierung der Zelle den Energie-
trager Adenosintriphosphat (ATP) bereit und regulieren den gesteuerten Zelltod,
die Apoptose (Matos, de Almeida und Nobrega 2019). Storungen ihrer
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Funktionen spielen in vielen neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alz-
heimer, HD und auch in der SCAS3 eine Rolle, deren genauer Umfang noch un-
bekannt ist (Weber et al. 2014). Fur eine Beteiligung der Mitochondrien in der
Pathogenese spricht der Gewichtsverlust und andere metabolische Storungen
der SCA3-Patienten in der Frihphase ihrer Erkrankung. Je grof3er das Ausmalf
der Glutaminexpansion, desto starker fallt der Gewichtsverlust aus (Saute, Silva
et al. 2012; Diallo et al. 2017). Sowohl das nicht expandierte als auch das expan-
dierte Ataxin-3-Protein konnen sich in den Mitochondrien aufhalten (Pozzi et al.
2008). Eine fragmentierte Variante des Ataxin-3-Proteins stort ihre Dynamik, was
zu einem Anstieg der Sauerstoffradikale fuhrt (Hsu et al. 2017). Hier spielt auch
eine verminderte Aktivitat von antioxidativen Enzymen wie Katalasen, Glutathion-
reduktasen und Superoxiddismutasen (SOD) eine Rolle. Sie fuhrt zu einer Scha-
digung und einem Verlust mitochondrialer DNA (mtDNA) (Yu et al. 2009; de Assis
et al. 2017). Uber die Interaktion des Ataxin-3-Proteins mit dem Forkhead-Box-
Transkriptionsfaktor O (FOXO) FOXO4 wird die SOD2-Aktivitat reguliert. Liegt
eine expandierte PolyQ-Domane vor, nimmt die Aktivierung von SOD2 ab, so-
dass eine adaquate Reaktion auf oxidativen Stress nicht mehr moglich ist (Araujo
et al. 2011).

1.1.7 Klinik
Patienten der SCA3 haben insgesamt ein mittleres AAO von 34 bis 40 Jahren

(Morales Saute und Bannach Jardim 2015) und unterliegen dem progressiven
Verlauf der Erkrankung. Zuerst manifestiert sich eine Gangataxie, der Doppelbil-
der, Dysarthrie und ein spastisches Gangbild folgen koénnen (Taroni und
DiDonato 2004; Jardim, Pereira et al. 2001). Mdglich ist auch eine ausgepragte
Parkinson-ahnliche Symptomatik, die in vielen Fallen ein gutes Ansprechen auf
Levodopa hat (Subramony und Currier 1996). Gewohnlich treten bei SCA3-Pati-
enten auch Schlafstorungen, insbesondere das Restless-Legs-Syndrom (RLS),
auf (Schols et al. 1998). Auch neuropsychiatrisch sind SCA3-Patienten durch
kognitive Einbul3en, depressive Verstimmungen und Personlichkeitsveranderun-
gen betroffen (Leroi et al. 2002; Klinke et al. 2010). SCA3-Patienten prasentieren

ein buntes Bild an unspezifischen Symptomen, die zu einer ADCA Typ | der
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Klassifikation nach Harding passt (Harding 1982). Die Phanotypen der einzelnen
SCAs sind oft Uberlappend, sodass diese Einteilung lediglich als Hinweis fur eine
primare Auswahl des verwendeten Panels einer genetischen Testung dient
(Schols et al. 2004; Klebe 2012).

Die SCAS selbst lasst sich ebenso in vier klinisch diverse Verlaufsformen eintei-
len, die zum ersten Mal durch Coutinho und Andrade beschrieben und durch Ro-
senberg erganzt wurden. Typ 1 hat ein sehr frthes AAO (< 20 Jahre) mit einem
sich schnell verschlechterndem Krankheitszustand. Dieser wird neben der Ataxie
sowohl von pyramidalen Symptomen wie Spastik und extrapyramidalen Storun-
gen wie Dystonien gepragt. Typ 2 entspricht der am haufigsten vorliegenden
Form mit einem AAO von 20 bis 50 Jahren, der charakteristischerweise neben
der zerebellaren Ataxie eine externe Ophtalmoplegie und Pyramidenbahnzei-
chen zeigt. Ein spates AAO von >50 Jahren kennzeichnet den Typ 3, bei dem
zusatzlich eine periphere Neuropathie und Muskelatrophien vorliegen kdnnen.
Parkinsonismus ist entscheidend fur ein die Einteilung der SCA3 in ihren Typ 4,
der am seltensten vorkommt (Rosenberg 1992; Coutinho und Andrade 1978)
(Tabelle 1.2).

Tabelle 1.2: Uberblick der vier unterschiedlichen Phanotypen der SCA3 (nach Coutinho
und Andrade 1978; Rosenberg 1992)

. Zusitzliche Symp-
Bezeichnung AAO tome/Verlauf
e Schneller Krankheitspro-
gress
o Pyramidale Symptome
Typ 1 < 20 Jahren (Spastik)
e Extrapyramidale Symp-
tome (Dystonie, kein
Parkinsonismus)
e Haufigste Form
Typ 2 Zwischen 20 und 50 Jahren o externe Ophtalmoplegie
e Spastik
e Periphere Neuropathie
Typ 3 > 50 Jahren e Muskelatrophien
e Parkinsonismus, evtl. mit
Typ 4 Unabhangig Symptomen der anderen
Typen
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Durch die Progredienz der Koordinationsstorung und Dysphagie ist die Lebens-
erwartung der SCA3-Patienten eingeschrankt und betragt nach Diagnosestellung
etwa 21 Jahre (Kieling et al. 2007). Die haufigste Todesursache ist eine aspirati-
onsbedingte fulminante Pneumonie (Rub et al. 2013).

1.1.8 Diagnostik

Anamnese

Zunachst sollte die Moglichkeit einer hereditar bedingten Erkrankung evaluiert
und andere Differentialdiagnosen, die moglicherweise kurativ therapiert werden
konnen, ausgeschlossen werden. Ein Hauptaugenmerk soll neben der Symptom-
auf die Familienanamnese mit Stammbaumerhebung gelegt werden (van de
Warrenburg et al. 2014).

Klinische Untersuchung

Wird eine Gangataxie mit Symptomen einer Beteiligung anderer neurologischer
Systeme festgestellt, kann eine spinozerebellare Ataxie vermutet werden. Zur
Klassifikation der Krankheitsschwere wird in der ersten und in allen weiteren Un-
tersuchungen ein Ataxie-spezifischer Score erhoben, wie beispielsweise die
Scale for the assessment and rating ataxia (SARA) (Schmitz-Hubsch et al. 2006;
Schmitz-Hubsch et al. 2010). Er beinhaltet das Testen von acht zerebellaren
Funktionen wie Gang, Stand, Sitzen, Sprachstorung, Fingerfolge, den Finger-
Nase-Versuch, Diadochokinese und den Knie-Hacke-Versuch. Es kbnnen maxi-
mal 40 Punkte erreicht werden, was gleichbedeutend mit einer sehr schwer vor-
liegenden Ataxie ist (Schmitz-Hubsch et al. 2006; Prabhu 2015). Daneben gibt
es noch die International Cooperative Ataxia Rating Scale (ICARS) (Trouillas et
al. 1997), den Neurological Examination Score for SCA (NESSCA) (Kieling et al.
2008) und die Inventory of Non-Ataxia Symptoms (INAS) (Schmitz-Hubsch et al.
2008). Der SARA-Score qilt als die geeignetste diagnostische Skala und wird
meist in Kombination mit der NESSCA oder dem INAS zur Erfassung nicht atak-
tischer Symptome verwendet (Saute, Donis et al. 2012).
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Bildgebende Diagnostik

Um die je nach Symptomatik moglichen Differentialdiagnosen (wie ein neuro-va-
skulares Ereignis, multiple Sklerose oder einen malignen Prozess) auszuschlie-
Ren, sollte bei der Erstvorstellung eine magnetresonanztomographische Unter-
suchung des Gehirns veranlasst werden. Das Magnetresonanztomogramm
(MRT) kann nicht direkt zu der Diagnose SCAS3 beitragen, da erste Veranderun-
gen oft erst Jahre nach Auftreten der Symptome vorliegen. Es kann jedoch hilf-
reich sein (Schols et al. 2004). Im weiteren Krankheitsverlauf zeigen sich eine
milde olivopontozerebellare Atrophie, eine Atrophie des oberen Ruckenmarks
und eine Erweiterung des vierten Ventrikels. In volumetrischen Studien konnte
eine Atrophie des Putamen und Nucleus (Ncl.) caudatus gezeigt werden. Anders
als der Krankheitsverlauf korreliert die Anzahl der CAG-Wiederholungen nicht mit
der Schwere der Atrophie (Klockgether et al. 1998; Rub, Brunt und Deller 2008;
Schols et al. 1997).

In funktionellen bildgebenden Analysen wie der Positronen-Emissions-Tomogra-
phie (PET) zeigt sich bei SCA3-Patienten ein verminderter Glukoseverbrauch im
Kleinhirn, Hirnstamm und im Okzipitalkortex. Dieser tritt bereits bei asymptoma-
tischen Mutationstragern im Gegensatz zu gesunden Kontrollen auf. Auffallend
bei den asymptomatischen Gentragern ist ein erhohter Glukosestoffwechsel im
Temporal- sowie Parietalkortex, der moglicherweise einen Kompensationsme-
chanismus darstellt, da dieser bei den SCA3-Patienten nicht mehr zu detektieren
ist (Soong und Liu 1998).

Neuropathologische Untersuchung

Es gibt wenige neuropathologische Untersuchungen von SCA3-Patienten. Die
meisten erfolgten nach deren Exitus als Autopsie und somit in einem sehr fortge-
schrittenem Krankheitsstadium (Schols et al. 2004). Besonders schwer von einer
Atrophie sind der Ncl. Dentatus des Kleinhirns, die Substantia Nigra, die Vorder-
horner des Ruckenmarks und der Hirnstamm betroffen (Durr et al. 1996; Rub,
Brunt und Deller 2008). Der Kleinhirnkortex ist in der Regel gut erhalten (Yamada
et al. 2008; Durr et al. 1996), wohingegen die Purkinje-Zellen und Kornerzellen

des Kleinhirnwurms stark vermindert sind (Munoz et al. 2002).
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Wie fur Polyglutaminerkrankungen typisch zeigen sich auch in den Neuronen der
SCAS3-Patienten intraneuronale Aggregate, die das expandierte Ataxin-3-Protein
zusammen mit weiteren Proteinen (1.1.6) enthalten. Diese finden sich fast im
gesamten Nervengewebe wieder, sodass auch neurologische Systeme, die kli-
nisch nicht betroffen sind, diese vorweisen (Paulson, Perez et al. 1997; Schmidt
et al. 1998). Sie finden sich im Zytoplasma, im Zellkern und in den Axonen wieder
(Seidel et al. 2010; Hayashi, Kobayashi und Furuta 2003). Die Rolle der Aggre-
gate in der Pathologie der Erkrankung ist noch unklar (Matos, de Almeida und
Nobrega 2019).

Genetische Testung

Goldstandard der Diagnostik der SCAS ist die molekulargenetische Bestimmung
der Anzahl der CAG-Wiederholungen auf dem Ataxin-3-Gen. Liegt auf mindes-
tens einem Allel eine Wiederholungsanzahl von 51 vor (Takiyama et al. 1997; Gu
et al. 2004) und einer Penetranz von 100% (Morales Saute und Bannach Jardim
2015), ist die Diagnose gesichert. Ist eine SCA3 familiar nicht vorbekannt, soll
vor dem Hintergrund der ethnischen Herkunft und der prasentierten klinischen
Symptome ein Panel mit den haufigsten Ataxie-Genen zur Abklarung genutzt
werden (Sequeiros, Seneca und Martindale 2010). Zusammen mit dieser Diag-
nostik muss dringend eine genetische Beratung zu der Erkrankung selbst und
der Wahrscheinlichkeit der Vererbung an Nachkommen von 50% erfolgen
(Schuler-Faccini et al. 2014).

1.1.9 Therapie

Kausale Therapien

Nach dem Entdecken der genetischen Ursache der SCA3 im Jahr 1993 liefen
1995 zeitglich bereits zwei randomisierte-klinische Studien (randomized clinical
trial, RCT) mit dem Wirkstoff Sulfamethoxazol-Trimethoprim (SMT-TMP), die ei-
nen positiven Effekt auf die Erkrankung nach einer Therapiedauer von vier Wo-
chen aufwiesen (Correia et al. 1995; Sakai et al. 1995). Den Therapieerfolg
machten sie bei noch fehlenden klinischen Skalen zur Ermittlung der Schwere

der Ataxie allerdings nur nach subjektivem Empfinden aus, sodass diese
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Therapie nach einer Folgestudie wieder verlassen wurde (Schulte et al. 2001).
Seither konnte keine krankheitsmodifizierende Therapie etabliert werden
(Morales Saute und Bannach Jardim 2015).

Mogliche Therapieansatze, die momentaner Stand der Forschung sind, werden
unter 1.1.10 nach dem molekularen Signalweg, in den eingegriffen werden soll,

erlautert.

Symptomatische Therapien

Da es bislang nicht moglich ist in den Krankheitsverlauf einzugreifen, diesen zu
verlangsam, zu stoppen oder gar eine Rekonvaleszenz zu erreichen, steht Pati-
enten mit einer SCAS3 bislang nur eine Reihe an symptomatischen Therapiemdg-
lichkeiten zur Verfugung.

Fir die pathognomonische Ataxie der Erkrankung ist keine medikamentose The-
rapie etabliert, auch wenn mit Riluzol behandelte Probanden in einer ersten RCT
eine signifikante Verbesserung um funf Punkte auf der ICARS im Vergleich zur
Placebo-Gruppe zeigten (Ristori et al. 2010). Die Standardtherapie der Ataxie ist
die physiotherapeutische Belubung der SCA3-Patienten, zu der die Studienlage
gering ausfallt. Kurzzeitstudien Uber funf Wochen zeigten Verbesserungen des
SARA-Scores (Morales Saute und Bannach Jardim 2015).

Gute Ergebnisse fur einen Ruckgang der Spastik zeigen Physiotherapie und
Botolinum-Injektionen (Freeman und Wszolek 2005). Liegt ein Parkinsonismus
oder ein RLS bei den SCA3-Patienten vor, kann ein Therapieversuch mit L-Dopa
unternommen werden. Daflr ist ein gutes Ansprechen beschrieben worden
(Subramony und Currier 1996; Morales Saute und Bannach Jardim 2015). Bei
Schluck- und Sprachstérungen wird von einer logopadischen Betreuung positiv
berichtet. AuRerdem soll bei einer ausgepragten Schluckstorung uber die Anlage
einer Magensonde uber eine perkutane endoskopische Gastrostomie zum Aspi-
rationsschutz nachgedacht werden (Morales Saute und Bannach Jardim 2015).
Treten krankheitsbegleitende Depressionen auf, konnen diese gut mit Antide-
pressiva der verschiedenen Wirkstoffklassen behandelt werden. Morales Saute
und Bannach Jardim berichten au3erdem von einem positiven Effekt auf die Le-

bensqualitat und Einstellung der SCA3-Patienten zu ihrer Erkrankung durch eine
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zweimal im Monat stattfindende Teilnahme an einer Gesprachsgruppentherapie
(Morales Saute und Bannach Jardim 2015).

1.1.10 Neue mogliche therapeutische Ansatze

Mutierte Ataxin-3-RNA

In Abschnitt 1.1.5 wurde unter anderem die Toxizitat der untranslatierten RNA-
Transkripte des expandierten Ataxin-3-Allels beschrieben. Dieser Effekt konnte
durch Li et al. abgemildert werden, indem sie die CAG-Wiederholungen durch ein
CAA-Triplet unterbrachen (Li et al. 2008). Alves demonstrierte 2008 eine Allel-
spezifische Stummschaltung der expandierten Ataxin-3-RNA mittels short hairpin
RNA (shRNA), indem er seinen Vektor gezielt auf den Polymorphismus
G%®7’GG/C%®’GG (Maciel et al. 1999) anpasste. Dies flihrte zu einer signifikanten
Reduktion der neuropathologischen Auffalligkeiten und zu einer verminderten
Expression des Ataxin-3-Proteins im Striatum der Ratte (Alves, Nascimento-
Ferreira et al. 2008; Alves, Regulier et al. 2008). 2013 konnte dieses Ergebnis in
einem SCA3-Mausmodell mit ausgepragtem Phanotyp bestatigt werden. Der Ein-
bau der shRNA fuhrte hier zu einer Verbesserung des Phanotyps (Nobrega et al.
2013).

Ein anderer therapeutischer Ansatz ist die Verwendung von Allel-spezifischen
Oligonukleotiden (ASO), mit welchen ein Exon-Skipping durchgefuhrt wird. Evers
et al. konnten auf diese Weise die PolyQ-Domane bei der Translation ausschal-
ten. Die physiologische Funktion des translatierten Ataxin-3-Proteins ist laut die-
ser Studie nicht beeintrachtigt und es zeigt keinerlei Toxizitat (Evers et al. 2013).
Dieses Ergebnis konnte durch Toonen et al. in einem SCA3-YAC-Mausmodell,
das ein komplettes humanes Ataxin-3-Gen enthielt, durch verringertes Vorkom-
men von léslichem Ataxin-3-Protein und verminderter Anzahl von Aggregaten
bestatigt werden (Toonen et al. 2017).

Auch die veranderte Regulation der MikroRNA bietet Moglichkeiten einer thera-
peutischen Intervention. Beispielsweise konnte der protektive Effekt der
MikroRNA durch ihre Hochregulierung in der Zellkultur, einem SCA3-Drosophila-
und einem SCA3-Mausmodell demonstriert werden (Bilen et al. 2006; Huang et
al. 2014; Carmona et al. 2017).
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Proteolytische Spaltung

Das Ataxin-3-Protein wird durch Caspasen und Calpaine in toxische Fragmente
gespalten, die selbst Aggregate bilden (Haacke et al. 2006). Diesem frihen Zeit-
punkt der Pathogenese konnte in Modellen bereits erfolgreich modulierend ent-
gegengewirkt werden. Als Angriffspunkt bei der Ataxin-3-Protein-Spaltung durch
Caspase-1 und Caspase-3 konnten in vitro Caspase-Inhibitoren erfolgreich zur
Verhinderung einer Aggregat-Bildung eingesetzt werden (Berke et al. 2004).

In induzierten pluripotenten Stammzellen (IPS) konnte unter exzitotoxischen Be-
dingungen eine Verringerung der Aggregatzahl durch Hemmung der Calpainak-
tivitat, nicht aber durch spezifische Caspase-1-, Caspase-3- oder Pancaspasein-
hibitoren, erzielt werden (Koch et al. 2011). In einer aktuelleren Studie von Han-
sen et al. konnte dieser Effekt nicht bestatigt werden. Die Autoren verwendeten
ein anderes Protokoll zur neuronalen Differenzierung der Stammzellen. Dies
fuhrte vermutlich zu einer anderen Population an Nervenzellen, die anders auf
die induzierte Exzitotoxizitat reagierte (Hansen et al. 2016).

Ebenso zeigen Zell- und Tiermodelle, dass eine Inhibition von Calpainen zu einer
verminderten Anzahl intranuklearer Einschliusse und einem milderen Phanotyp
fuhren. Um Nebenwirkungen durch eine extrinsisch zugefuhrte Substanz zu ver-
mindern, ist bei den Calpainen die endogene Induktion von CAST ein interessan-
ter therapeutischer Ansatzpunkt (Haacke, Hartl und Breuer 2007).

Methodisch vollig anders gehen Toonen et al. vor, die ASOs fur ein Exon-Skip-
ping nutzen, bei dem einige Calpain-Spaltungsstellen des Proteins entfernt wer-
den. In diesem Protein kann keine Zytotoxizitat mehr festgestellt werden (Toonen
et al. 2016).

Proteinaggregation

Aufgrund der angenommenen Toxizitat der Ataxin-3-Protein-Aggregate ist ein
weiterer therapeutischer Ansatz in die Bildung dieser einzugreifen beziehungs-
weise (bzw.) die Zahl der bereits gebildeten Aggregate zu verringern (Weber et
al. 2014). Wie unter 1.1.6 beschrieben, erfolgt die Bildung der Aggregate in meh-
reren Schritten (Ellisdon, Thomas und Bottomley 2006), sodass eine Moglichkeit
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darin besteht, die Gesamtrate der Aggregation zu erhdhen. Den toxischen inter-
mediaren oligomeren Aggregaten bleibt so weniger Zeit die Neurone zu schadi-
gen.

In diversen Modellen wurden chemische und naturliche Substanzen zur Blockie-
rung der Aggregation und somit verminderter Toxizitat getestet. Beispielsweise
kann eine Behandlung mit Epigallocatechin-3-gallate und Tetrazyklin im Zell- und
C. elegans-Modell eine Reduktion der gebildeten Ataxin-3-Protein-Aggregate
herbeifuhren (Bonanomi et al. 2014).

Auch molekulare Strukturen wie Chaperone kdonnen die Proteinaggregation re-
duzieren. Yoshida et al. demonstrierten dies in einem Zellkulturmodell bei Nut-
zung von exogen zugefuhrten Chaperonen (Yoshida et al. 2002). Bislang sind
die wenigsten dieser Substanzen bzw. Strukturen in Saugermodellen getestet
worden, sodass diese vor klinischen Studien in solchen etabliert werden mussen
(Matos, de Almeida und Nobrega 2019).

Zellulare Proteolyse

Durch die in 1.1.6 beschriebene Involvierung des Ataxin-3-Proteins in das UPS
als Polyubiquitin-bindendes Protein (Burnett, Li und Pittman 2003) und seiner
UPS-Degradation (Todi et al. 2007), sind in Studien einige Strategien zur Regu-
lierung dieses Signalweges untersucht worden. Hierbei ist die Rolle von CHIP
von besonderem Interesse. So zeigten Jana et al. in der Zellkultur, dass die Uber-
exprimierung von CHIP mit einer erhdhten Ubiquitinierung und Degradation von
expandiertem Ataxin-3-Protein und folglich Ruckgang des Zelltodes einherging
(Jana et al. 2005). Dies konnte durch Williams et al. in einem SCA3-Mausmodell
durch einen schnelleren Krankheitsfortschritt bei Runterregulierung von CHIP in-
vers bestatigt werden (Williams et al. 2009).

Ein weiterer Ansatzpunkt in den molekularen Weg des proteolytischen Abbaus
einzugreifen, ist die Regulierung der Chaperone durch Histon-Deacetylase
(HDAC)-Inihibitoren. Hier konnten Studien mit Einsatz von Valproat und Natrium-
butyrat eine deutliche Verringerung der Toxizitat, eine Verbesserung des Phano-
typs und ein langeres Uberleben in SCA3-Drosophila- und SCA3-Mausmodellen
aufzeigen (Yi et al. 2013; Chou et al. 2011).
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Auch die Autophagozytose dient als therapeutischer Ansatzpunkt, werden doch
das expandierte Ataxin-3-Protein und die Aggregate vor allem Uber diesen Weg
abgebaut (Ravikumar, Duden und Rubinsztein 2002). Durch Rapamycin, einem
mTOR-Inhibitor, konnten Menzies et al. die Autophagozytose in ihrem SCA3-
Mausmodell hochregulieren, wobei sich die Zahl der Aggregate erfolgreich ver-
ringerte (Menzies et al. 2010). Eine weitere Substanz, die die Autophagozytose
hochreguliert, ist Lithium. Unter seiner Anwendung konnte ebenfalls in SCA3-
Drosophila-Modellen eine Reduktion von Aggregaten beobachtet werden (Jia et
al. 2013). Einen anderen methodischen Ansatz verfolgten Nascimento-Ferreira
et al., indem sie Beclin-1 in ihrem SCA3-Rattenmodell Uberexprimierten. Sie be-
obachteten eine Abnahme des I6slichen expandierten Ataxin-3-Proteins und eine
Verbesserung des Phanotyps (Nascimento-Ferreira et al. 2011). In prasympto-
matischen SCA3-Mausmodellen hat die Hochregulierung einen praventiven Ef-

fekt auf die Ausbildung ataktischer Symptome (Nascimento-Ferreira et al. 2013).

1.2 Die Rolle von Parkin in der SCA3

1.2.1 Das Park2-Gen

Das Park2-Gen befindet sich auf Chromosom 6q25.2-927 und umfasst 1 380 kp
und zwolf Exons (Kitada et al. 1998; Asakawa et al. 2001). Es kodiert die E3-
Ubiquitin-Ligase Parkin, der als Bestandteil des UPS ein neuroprotektiver Effekt
zugesprochen wird (Shimura et al. 2000).

In dem Gen sind uber 100 Mutationen bekannt (Hedrich et al. 2004), die die Ent-
stehung einer autosomal-rezessiven Form eines juvenilen Parkinson-Syndroms
beglnstigen (Khandelwal und Moussa 2010). Dieses ist durch einen Krankheits-
beginn zwischen dem zwanzigsten und vierzigsten Lebensalter gekennzeichnet
(Biskup et al. 2008) und zeigt klinisch einen Parkinson-Phanotyp mit vermehrten
Dyskinesien (Kitada et al. 1998). Mutationen im Park2-Gen sind fur den Ausbruch
von etwa 50% der juvenilen Parkinson-Syndrome verantwortlich (Klein,
Schneider und Lang 2009).
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1.2.2 Das Parkin-Protein

Parkin wird durch Park2 kodiert und ist eine E3-Ubiquitin-Ligase, die Uber das
UPS abzubauende Proteine mittels Ubiquitin markiert (Shimura et al. 2000). Es
besteht aus 465 Aminosauren (Huynh et al. 2000) und wird ubiquitar exprimiert,
wobei sich besonders hohe Expressionsraten in neuronalen Geweben und Mus-
kulatur (Herz- und Skelettmuskulatur) zeigen (Kitada et al. 1998; Biskup et al.
2008). Parkin umfasst am N-terminalen Ende eine Ubiquitin-like (Ubl)-Domane,
eine nachfolgende Linker-Domane und zwei C-terminale RING-Finger Domanen,
die durch eine In-between-RING (IBR)-Domane Uberbrickt werden. Die RING1-
IBR-RING2-Doméane wird auch als RING-Box bezeichnet (Beasley, Hristova und
Shaw 2007) (Abbildung 1.2).

= N
N- . O] O C-
terminales + Ubl Linker 5 IBR E terminales
Ende 3 72 238 314 418 465 Ende

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des Aufbaus des Parkin-Proteins
Am N-terminalen Ende findet sich von AS 3 bis 71 eine Ubl-Domane, die Interaktionen mit
Ubiquitin-Molekiilen durchfiihren kann. lhr folgt direkt eine Linker-Domane. Am C-terminalen
Ende findet sich eine RING-Box, die den Aufbau RING1-IBR-RING2 aufweist. Modifiziert nach
Fr. Dr. rer. nat. Hibener-Schmid (unverdffentlicht).

Die RING2-Domane ist ausschlaggebend fur die E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitat
und stellt auch das katalytische Zentrum der durch Parkin vorgenommenen Mo-
noubiquitinierungen dar (Matsuda et al. 2006). Die IBR-Domane verstarkt die Bin-
dung zu E2-Ubiquitin-Konjugasen wie UbcH7 und UbcH8 im Rahmen der
Ubiquitinierung eines Proteins und nimmt typischerweise Lys48-verlinkte Po-
lyubiquitinierungen vor (Beasley, Hristova und Shaw 2007). Der Ablauf einer
Ubiquitinierung ist unter 1.2.3 erlautert.

Durch die Fahigkeit sich selbst zu ubiquitinieren, kann Parkin seinen Abbau durch
das Proteasom selbst steuern (Zhang et al. 2000).

Indem Parkin das Chaperon Hsp70 monoubiquitiniert und hierdurch einen Kom-
plex zusammen mit diesem und dem Proteasom bildet, spielt es eine wichtige
Rolle im Abbau von fehlgefalteten, aggregierten und

PolyQ-expandierten Proteinen. Dies spielt in der Pathogenese der sporadischen

Form des Morbus Parkinson und einer autosomal-dominant vererbten Variante
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eine Rolle (Lees, Hardy und Revesz 2009; Moore et al. 2008). Die Interaktion
von Parkin als E3-Ubiquitin-Ligase fuhrt zu multiplen zellularen Regulierungs-
funktionen durch die Ubiquitinierung seiner Substrate, von denen exemplarisch
einige dargelegt werden. In der Pathogenese des Morbus Parkinson ist die Ab-
nahme der Parkin-Protein-Level mit einer Vielzahl von pathologisch veranderten
Zellfunktionen verbunden. So werden fehlgefaltete Dopaminrezeptoren durch
Parkin ubiquitiniert und konsekutiv vermehrt abgebaut, was sich in einer effekti-
veren Dopaminaufnahme wiederschlagt (Jiang, Jiang und Feng 2004). Indirekte
Effekte auf den Dopaminspiegel ergeben sich durch die Polyubiquitinierung und
dem daraus folgenden Abbau von cell division control related protein (CDCrel)-1
und -2a (Zhang et al. 2000). Diese hemmen bei niedrigen Parkin-Protein-Leveln
uber eine Interaktion mit Syntaxin die Exozytose der Neurotransmittervesikel an
der prasynaptischen Membran. Dies tragt zu einem relativen Dopaminmangel im
Striatum und neuronalen Zellverlust bei (Beites et al. 1999; Dong et al. 2003). Fur
die Pathogenese des autosomal-rezessiven juvenilen Parkinsonsyndroms ist die
Monoubiquitinierung der C-Kinase 1 (PICK-1) relevant, die als prasynaptisches
Protein mit verschiedenen lonen-Kanalen und Rezeptoren interagiert. PICK-1
wirkt auf die exzitatorische Aktivitat der 2a-Untereinheit des acid-sensing ion
channel (ASIC) hemmend, was sich durch die Monoubiquitinierung durch Parkin
verstarkt. Im Parkin-KO-Mausmodell konnten Joch et al. eine Zunahme der
ASIC-Aktivitat im Sinne einer erhdhten Exzitotoxizitat feststellen, die fur den neu-
ronalen Zelluntergang eine Rolle spielt (Joch et al. 2007).

Eine Schlusselrolle von Parkin ist eine protektive Wirkung auf funktionale und ein
regulatorischer bzw. abbauender Effekt auf dysfunktionale Mitochondrien
(Narendra et al. 2008). Parkin interagiert mit mtDNA und es konnten bei Uberex-
pression von Parkin positive Effekte auf die Replikation und Transkription dieser
gezeigt werden (Kuroda et al. 2006). Parkin ubiquitiniert selektiv Mitofusin-1 und
-2 dysfunktionaler Mitochondrien, die an der au3eren Mitochondrienmembran lo-
kalisiert sind. Dies fuhrt zu einem Abbau der Mitochondrien Uber das UPS
(Tanaka et al. 2010). Narendra et al. zeigten auRerdem, dass Parkin bei Verlust
des Membranpotenzials der Mitochondrien in diese rekrutiert wird und eine auto-

phagosomale Degradation, Mitophagie, initiert (Narendra et al. 2008). Dies
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passiert zusammen mit der Parkinson-relevanten PTEN-induzierten putativen
Kinase 1 (PINK1), die an der auf3eren Mitochondrienmembran lokalisiert ist und
bei Abfall des Membranpotenzials die Translokation von Parkin einleitet (Greene
et al. 2012). Die Mitophagie wird Uber Zusammenlagerung der Mitochondrien, die
durch die von Parkin gebildeten Polyubiquitin-Ketten bedingt ist, ausgelOst
(Geisler et al. 2010).

1.2.3 Die Interaktion des Ataxin-3-Proteins und Parkin

Das Ataxin-3-Protein und Parkin interagieren im Rahmen des UPS, bei dem Par-
kin als E3-Ubiquitin-Ligase die Zelle vor proteotoxischem Stress schutzt.

Parkin geht einen Komplex mit Hsp70 und dem Proteasom ein und degradiert
auf diese Weise expandierte Polyglutaminproteine. Tsai et al. zeigten dies fur ein
149 Aminosauren umfassendes Ataxin-3-Protein-Fragment mit 79 Glutaminen,
das durch Parkin ubiquitiniert und in einem weiteren Schritt abgebaut wurde (Tsai
et al. 2003).

Far die Ubiquitinierung eines Proteins ist die reibungslose Interaktion aller betei-
ligten Enzyme von Bedeutung. Zunachst wird das Ubiquitin Gber ein E1-Ubiquitin-
Ligase Enzym aktiviert, anschlieRend Uber eine E2-Ubiquitin-Konjugase modifi-
ziert und auf diese aufgeladen. Abschliel3end erfolgt der Transfer des Ubiquitin-
Molekuls auf eine E3-Ubiquitin-Ligase, die das Molekul an exponierte Lysin-En-
den des zu markierenden Proteins bindet (Hershko und Ciechanover 1998) (Ab-
bildung 1.3a).

Das Ubiquitin hat freie Lysinenden, die so modifiziert werden kdnnen, dass ein
weiteres Ubiquitin binden kann. Es kommt zur Ausbildung von Polyubiquitinket-
ten. Lys*8-verlinkte Ketten werden normalerweise Uber das UPS degradiert, Ver-
linkungen Gber Lys?’, Lys?® und Lys®? Giber lysosomale Abbauprozesse oder Au-
tophagozytose (Durcan et al. 2011). Regulierend zu den Ubiquitinierungen von
Proteinen gibt es eine Reihe von Deubiquitinasen, die in den meisten Fallen fur
ein regulatorisches Gleichgewicht sorgen, indem sie die Selbstubiquitinierung ih-
res Partnerenzyms antagonisieren und dieses vor seiner proteasomalen Degra-

dation schutzen (Nijman et al. 2005).
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Durcan und Fon zeigten in diesem Signalweg eine Interaktion von Parkin, als E3-
Ubiquitin-Ligase und das Ataxin-3-Protein auf drei verschiedenen Ebenen. Zu-
nachst beobachteten sie eine Bindung zwischen der Ubl-Domane von Parkin und
den UIMs des Ataxin-3-Proteins, die verstarkt wird, wenn Parkin sich selbst
ubiquitiniert (Matsuda et al. 2006). Auf diese Weise konnen die UIMs mit den an
Parkin konjugierten Polyubiquitinketten wechselwirken (Durcan et al. 2011). Eine
zweite Bindungsstelle besteht zwischen der IBR-RING2-Doméne und der Jo-
sephin-Domane. Bai et al. konzentrierten sich in ihrer Studie auf die Bindungen
der UIMs zu der Ubl-Domane von Parkin und spezifizierten diese. Sie konnten
zeigen, dass, im Vergleich zu anderen Substraten von Parkin wie Eps15 oder
Sb5a (Safadi und Shaw 2010), alle UIMs des Ataxin-3-Proteins eine spezifische
gleichstarke Bindung mit der Ubl-Domane eingehen (Bai et al. 2013). Hierbei
handelt es sich um eine polyvalente Ligandenbindung an einer Bindungsstelle im
Sinne einer kooperativen Bindung, die von einer hohen Wechselrate und hoher
Affinitat der Einheiten zur Bindungsstelle charakterisiert ist (Kiessling, Gestwicki
und Strong 2000). Die von Tsai beobachtete Ubiquitinierung des Ataxin-3-Pro-
teins durch Parkin konnte durch Durcan et al. nicht nachgewiesen werden (Tsai
et al. 2003; Durcan et al. 2011).

Stattdessen identifizierten sie das Ataxin-3-Protein als erste Deubiquitinase von
Parkin. In der expandierten Form fuhrt es diese Funktion noch effektiver durch
(Durcan et al. 2011). Die Autoren vermuten eine hohere Affinitat der expandierten
Form zu den Lys27- und Lys29-verlinkten Ubiquitinen an Parkin. Damit verbun-
den wiesen sie in vitro und in vivo erniedrigte Parkin-Protein-Level nach. Sie
konnten zeigen, dass die DUB-Aktivitat des Ataxin-3-Proteins spezifisch fur Par-
kin besteht und dass nicht das UPS die Degradation von Parkin vornimmt. Es
wird durch Autophagozytose abgebaut (Durcan und Fon 2011). Normalerweise
werden die E3-Ubiquitin-Ligase-Enzym-Level durch ihre Deubiquitinasen stabili-
siert. Dies gilt nicht fur das expandierte Ataxin-3-Protein (Murray, Jolly und Wood
2004).

2013 identifizierten Durcan et al. eine mogliche Erklarung fur diese Form der In-
teraktion. Die konventionelle chemische Reaktion einer DUB besteht in der Hyd-

rolyse der Ubiquitin-Bindungen, wozu das expandierte Ataxin-3-Protein nicht in
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der Lage ist. Sie konnten zeigen, dass feste bestehende Ubiquitin-Bindungen von
Parkin nicht mehr durch das Ataxin-3-Protein geldst werden kdonnen. In Anwe-
senheit des Ataxin-3-Proteins kann Parkin sich, wenn auch in reduziertem Aus-
mal, selbst ubiquitinieren. Dies fuhrte zu der Vermutung, dass keine direkte In-
teraktion von Parkin und dem Ataxin-3-Protein besteht, sondern die DUB Uber
einen anderen Interaktionspartner vermittelt wird. Die DUB von Parkin muss an
dessen aktive Ubiquitinierung gekoppelt sein, da vorher bestehende Bindungen
durch das Ataxin-3-Protein nicht gelost werden konnen. Diese Thesen konnten
Durcan et al. bestatigen, indem sie zeigten, dass das Ataxin-3-Protein mit seinem
aktiven Zentrum an die E2-Ubquitin-Konjugase bindet. Hierdurch wird die Bin-
dung zwischen Parkin und dieser verstarkt. Durch die stabilisierte Bindung von
Parkin und der E2-Ubiquitin-Konjugase wird der Transfer des modifizierten
Ubiquitins erschwert und auf das Ataxin-3-Protein umgeleitet, sodass mo-
noubiquitinierte Ataxin-3-Protein-Molekule vorliegen (Abbildung 1.3b). Dieser
Prozess ist nach einer gewissen Zeit gesattigt, sodass die Parkinubiquitinierung
im Verlauf wieder zunimmt. Da die Selbstubiquitinierung von Parkin im Rahmen
seiner Interaktion mit den Mitochondrien und deren Mitophagie steht (Narendra
et al. 2008), erscheint die DUB durch das Ataxin-3-Protein als regulatorischer
Schritt um einen voreiligen toxischen Zellschaden zu verhindern. Durcan et al.
vermuten, dass das verlangerte PolyQ der Moglichkeit der Parkin-Regulation ent-
gegenwirkt und es zu einer Storung der Interaktion von Parkin und den Mito-
chondrien kommt. Diese mogliche Ursache fur einen neuronalen Zelluntergang

kann einen therapeutischen Ansatz ergeben (Durcan et al. 2012).

1.2.4 Die Rolle der Park2-Polymorphismen in der Interaktion von

Parkin und dem Ataxin-3-Protein
Neben den vielen krankheitsauslosenden Mutationen im Park2-Gen gibt es Po-
lymorphismen, die als nicht pathogen, aber eventuell krankheitsmodulierend an-
gesehen werden.
Dies wurde fur drei Polymorphismen, die Teil der Analysen dieser Promotion
sind, in der Diplomarbeit von Herrn Dr. rer. nat. Weber (Institut fur Medizinische

Genetik und Angewandte Genomik, Universitat Tubingen) untersucht. Dabei
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bl - /ﬂf

Ataxin-3

(b) mit expandiertem Ataxin-3

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Ubiquitinierung von Parkin und der
Interaktion mit dem Ataxin-3-Protein

(a) In Abwesenheit des Ataxin-3-Proteins (1) findet eine Ubiquitin-Ubertragung von der E2-
Ubiquitin-Konjugase auf Parkin statt. (2) Daraufhin 16st sich die Bindung der beiden Proteine und
die E2-Ubiquitin-Konjugase geht eine Bindung mit der E1-Ubiquitin-Ligase ein. Diese aktiviert das
Ubiquitin-Molekdl und (3) transferiert es auf die E2-Ubiquitin-Konjugase. (4) Es ist eine erneute
Ubiquitinierung von Parkin maglich.

(b) Bei Anwesenheit des expandierten Ataxin-3-Proteins (5) kommt es zu einer Bindung zwischen
der E2-Ubiquitin Konjugase und diesem. Diese Interaktion starkt wiederum die Bindung von Par-
kin mit der E2-Ubiquitin-Konjugase, wodurch der Transfer des Ubiquitins auf Parkin erschwert
und auf das Ataxin-3-Protein umgeleitet wird. Die verstarkte Bindung verhindert ebenso, (6) dass
die E2-Ubiquitin-Konjugase die Bindung I6sen und wieder durch eine E1-Ubiquitin-Ligase bela-
den werden oder (7) dass eine ubiquitinierte E2-Ubiquitin-Konjugase an Parkin binden kann. Mo-
difiziert nach Durcan et al., 2012.

legte er den Fokus auf folgende Polymorphismen: G89'>A®0" (Serin, S>Aspara-
gin, N) auf Exon 4, G'22°>C'239 (Valin, V>Leucin, L) auf Exon 10 und G'281>A1281
(Aspartat, D>Asparagin, N) auf Exon 11. Seine Kohorte war fur die Polymorphis-
men G891/A®0T und G'287/A"28" monomorph, weswegen er seine Charakterisie-
rungsstudie zur Interaktion des Ataxin-3-Proteins mit den Parkin-Varianten des
Polymorphismus G'239/C'2%° durchfiihrte. Die translatierten Produkte der mogli-
chen Varianten werden im Weiteren V380- bzw. L380-Parkin bezeichnet. Hierbei
stellte er zunachst fest, dass homozygote C'239/C'23%-Alleltrager in Kombination
mit inren CAG-Wiederholungen ein um drei Jahre friheres AAO haben. Dies hat

einen relevanten krankheitsmodifizierenden Effekt.

28



Einleitung

In seinen Zellkulturanalysen konnte zunachst ein Unterschied bezlglich der Lo-
kalisation beider Varianten festgestellt werden. V380-Parkin ist gleichmafig im
Zytoplasma und perinuklear verteilt, wohingegen L380-Parkin sich eher gruppiert
im Zytoplasma befindet. AuRerdem konnte er eine verminderte Interaktion des
L380-Parkin im Vergleich zum V380-Parkin mit dem expandierten Ataxin-3-Pro-
tein feststellen. Diese nimmt, je groRer die PolyQ-Domane des Ataxin-3-Proteins
ist, zusatzlich stetig ab. In den Ataxin-3-Protein-Aggregaten finden sich keine der
beiden Formen wieder, jedoch ist die Anzahl der Aggregate bei der Transfektion
von L380-Parkin fast doppelt so hoch. L380-Parkin ubiquitiniert das Ataxin-3-Pro-
tein geringer als V380-Parkin. Dies hangt vermutlich mit der Lokalisation des Po-
lymorphismus zwischen der IBR- und der RING2-Domane zusammen. Dort liegt
wie in 1.2.2 beschrieben das katalytische Zentrum der E3-Ubiquitin-Ligase-Akti-
vitat, sodass der Einbau von Leucin zu einer Storung seiner Funktion fuhren
kann. Dies erklart die oben beschriebenen Beobachtungen, die fur eine redu-
zierte Degradation des expandierten Ataxin-3-Proteins sprechen. Au3erdem wird
L380-Parkin vermehrt gespalten, wodurch es zu einem zusatzlichen Verlust sei-
ner protektiven Funktion kommt (unveroffentlichte Diplomarbeit Jonasz J. Weber
2011). Kahns et al. beschreiben hier einen Kreislauf, da daraufhin die Aggrega-
tion des expandierten Ataxin-3-Proteins und der apoptotische Stress der Zellen
steigen. Folge der Stressreaktion ist ebenso der Verlust von Parkin (Kahns et al.
2002). Das expandierte Ataxin-3-Protein ist bei der Expression von L380-Parkin
haufiger fragmentiert, was zu der Verstarkung neuronaler Schaden nach der ,fo-
xic fragment hypothesis“ fuhren kann (Matos, Almeida und Nobrega 2017).

Diese Beobachtungen legen die Vermutung nahe, dass der C/C-Genotyp und
moglicherweise auch der G/C-Genotyp eine krankheitsmodifizierende Bedeu-
tung haben. Sie konnten somit in einer moglichen Funktion von Parkin als Bio-

marker eine Rolle spielen.
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1.3 Biomarker

1.3.1 Allgemeines

Das Wort ,Biomarker® ist ein Schachtelmorphem aus der Bezeichnung ,biologi-
scher Marker” und umfasst klinische Zeichen, Befunde bildgebender Verfahren
und molekulare Bestimmungen verschiedener Substanzgruppen wie beispiels-
weise genetische Mutationen oder Proteine verschiedener Signalwege (Strimbu
und Tavel 2010). Es gibt zwei Moglichkeiten der Einteilung von Biomarkern. Es
kann zwischen Trait- und Statemarkern unterschieden werden. Traitmarker sind
unveranderbare Eigenschaften wie eine Mutation. Statemarker (z.B. Troponin bei
Myokardinfarkt (Babuin und Jaffe 2005)) beschreiben sich im Krankheitsprozess
verandernde Charakteristika und sind fur Verlaufsbeobachtungen von Bedeu-
tung. Die zweite Einteilung orientiert sich an der Funktion der Biomarker. Diag-
nostische Biomarker helfen bei der Identifizierung einer Erkrankung (z.B. ein ex-
pandiertes Ataxin-3-Allel). Prognosebiomarker geben Hinweise zum Verlauf der
Erkrankung und einer potenziellen Heilung. Abschlieend kann aus pradiktiven
Biomarkern die Wahrscheinlichkeit eine Erkrankung zu bekommen und das the-
rapeutische Ansprechen abgeleitet werden (Strecker 2011).

Die Biomarkers Definition Working Group definiert Biomarker als ,Charakteris-
tika, die objektiv messbar sind und als Indikator fur physiologische bzw. patholo-
gische Prozesse oder die pharmakologische Antwort auf eine therapeutische In-
tervention bewertet werden“ (Biomarkers Definitions Working Group 2001).
Biomarker schlie3en messbare GrofRen und klinische Zeichen ein. Durch sie sind
nur bedingt Aussagen zum subjektiven Wohlbefinden oder Gesundheitszustand
des Patienten ableitbar (Strimbu und Tavel 2010; Biomarkers Definitions Working
Group 2001).

Dies sind jedoch die GroRRen, die durch die klinische Arbeit positiv beeinflusst
werden sollen und durch primare klinische Endpunkte in Studien festgelegt wer-
den. Hierbei handelt es sich um harte Kriterien wie Todesfall, Eintritt eines Herz-
infarktes oder eine komplette Remission, die vor Studienbeginn festgelegt wer-
den und den Therapieerfolg uberwachen (National Cancer Institute 2019).

Da der Verlauf mancher Erkrankungen sehr langsam ist oder therapeutische

RCTs aus ethischen Griinden nicht bis zu dem Erreichen bedrohlicher klinischer
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Endpunkte durchgefuhrt werden sollen, werden zunehmend Surrogatendpunkte
in Studien etabliert. Damit Biomarker diese Funktion erfillen, muss zuverlassig
eine Vorhersage zum klinischen Ausgang einer Erkrankung durch ihre Bestim-
mung getroffen werden konnen. Dafur muss gepruft werden, ob der klinische
Endpunkt mit dem Erreichen des Surrogatendpunktes korreliert. Aulerdem muss
die Frage beantwortet werden, inwiefern der Surrogatendpunkt krankheitsspezi-
fisch ist und sich auf andere Populationen Ubertragen lasst (Strimbu und Tavel
2010). Es ist moglich, dass der gemessene Biomarker nicht selbst Teil des pa-
thologischen Signalweges ist, der in den klinischen primaren Endpunkt fuhrt. Da-
raus kann falschlicherweise eine Kausalitat abgeleitet werden, die sich vor allem
bei der Ubertragung des Biomarkes als Surrogatmarker fiir andere klinische Stu-
dien negativ auswirken kann. So verbessert die LDL-Senkung mittels eines Sta-
tins signifikant das kardiovaskulare Risiko (Kastelein et al. 2005), jedoch ist das
nicht fur die deutlich ausgepragtere LDL-Senkung durch die kombinierte Thera-
pie aus Statin und Ezetimib der Fall. Bei einer fehlenden Abnahme der Morbiditat
entspricht die Senkung des LDL-Spiegels in diesem Fall einem ,falschen Surro-
gatmarker” (Mitka 2008). Aus dieser Beobachtung ergibt sich ein weiterer Nach-
teil der Nutzung von Surrogatmarkern in Studien. Das Erreichen eines Surroga-
tendpunktes sagt nicht unbedingt etwas zur weiteren klinischen Entwicklung aus.
Fehlt eine Kausalitat bzw. wird eine falsche Kausalitat zwischen Pathogenese
und Biomarker angenommen, kann dies zu unerwarteten schwerwiegenden kli-

nischen Folgen fuhren (Strimbu und Tavel 2010).

1.3.2 Biomarker in der SCA3

Fur die SCA3 gibt es keine krankheitsmodifizierende Therapie und viele interven-
tionelle Studien sind durch eine fehlende Randomisierung und Placebo-Gruppe
sowie durch zu kurz angelegte Studiendauern qualitativ kritisch zu prufen (Saute
und Jardim 2018). Da die SCAS eine sich langsam verschlechternde Erkrankung
ist, kbnnen Biomarker als Surrogatendpunkte eine Verbesserung zur Beurteilung
therapeutischer Interventionen und des Krankheitsverlaufes darstellen. lhre Iden-

tifikation und Etablierung sind Teil intensiver Forschung (Lima und Raposo 2018).
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Klinische Biomarker

Bislang wird der Krankheitsverlauf anhand klinischer Skalen wie dem SARA-
Score (Schmitz-Hubsch et al. 2006) bewertet. Diese zeigen gegenuber kleinen
Veranderungen in kurzen Zeitraumen Schwachen hinsichtlich ihrer Sensitivitat
und bleiben trotz Standardisierungsverfahren zu einem gewissen Teil subjektiv
(Lima und Raposo 2018).

Ein anderer klinischer Biomarker kann der bei SCA3-Patienten deutliche Ge-
wichtsverlust sein (Saute, Silva et al. 2012). Diallo et al. fuhrten eine Langs-
schnittstudie mit drei Vorstellungen der SCA3-Patienten durch, die bei 38% der
SCAS3-Patienten einen Gewichtsverlust zeigte. Dieser korrelierte mit einem ho-
heren SARA-Score, fruherem AAO und einer hdheren Anzahl der CAG-Wieder-
holungen. AuRerdem litt diese SCA3-Patienten-Kohorte neben der Ataxie im
Durchschnitt unter funf weiteren Symptomen. Das Fortschreiten der Erkrankung
ist signifikant schneller, je mehr der Body-Mass-Index (BMI) abnimmt, sodass
dieser potenziell ein Prognosebiomarker sein kann (Diallo et al. 2017). Dies qilt
ebenso fur okulomotorische Bewegungsstorungen. Wu et al. konnten in ihrer kli-
nischen Studie eine Reihe von okulomotorischen Storungen in prasymptomati-
schen SCA3-Mutationstragern und SCA3-Patienten feststellen, deren Frequenz
und Auspragung mit dem SARA-Score korrelieren und sich beim Fortschreiten
der Erkrankung verschlechtern. Da der SARA-Score keine okulomotorischen
Storungen abpruft, waren die prasymptomatischen SCA3-Mutationstrager in die-
ser Studie laut diesem symptomfrei. Somit kann die Detektion der okulomotori-
schen Stérungen moglicherweise bei der Vorhersage helfen, ab welchem Zeit-

punkt mit dem Auftreten einer Gangataxie zu rechnen ist (Wu et al. 2017).

Neuroradiologische Biomarker

FUr die Etablierung neuroradiologischer Biomarker liegen vor allem Querschnitts-
studien zur Volumetrie mit dem Surrogatendpunkt der Hirnatrophie vor. Diese
zeigen eine deutliche Volumenabnahme des Kleinhirns, des Hirnstamms, der Ba-
salganglien und des Thalamus, die mit dem SARA-, dem ICARS-Score, der
Krankheitsdauer und der Anzahl der CAG-Wiederholungen korrelieren (Klaes et
al. 2016). Adanyeguh et al. konnten in einer Langsschnittstudie zeigen, dass die
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volumetrischen Veranderungen eine hohere Effektstarke zeigen als Veranderun-
gen der Punktzahl in den klinischen Skalen. Sie schlagen, auch aufgrund der
hoheren Objektivitat, die Verwendung dieses Charakteristikums als Biomarker

zur Verlaufsbeurteilung der SCA3 vor (Adanyeguh et al. 2018).

Molekulare Biomarker

Die SCAS3 ist eine sich langsam verschlechternde Erkrankung, fur die keine er-
folgreichen interventionellen Studien mit einer Verzogerung des Krankheitsver-
laufs vorliegen. Da bei Erreichen klinischer Endpunkte und dem naturlichen Ver-
lauf der Erkrankung ein langer Studienzeitraum gewahlt werden musste, ist die
Etablierung von molekularen Biomarkern als Surrogatendpunkte und einer kon-
sekutiven kurzeren Studiendauer von besonderem Interesse. Diese konnen in
prasymptomatischen Mutationstragern detektiert werden und auf diese Weise ei-
nen Therapiezeitpunkt festlegen, bei dem die Entwicklung neurologischer Symp-
tome verzogert bzw. verhindert wird (Lima und Raposo 2018).

Als molekularer Traitmarker dient das expandierte Ataxin-3-Allel, das sowohl di-
agnostisch als auch pradiktiv aufgrund der negativen Korrelation mit dem AAO
genutzt werden kann (Maciel et al. 1995). Andere pradiktive Traitmarker sind ge-
netische Varianten, die zum Beispiel auf den Genen fur IL-6 (Raposo et al. 2017)
oder Apolipoprotein E (Peng et al. 2014) liegen. Dank ihrer |Identifizierung konnen
SCAS3-Patienten hinsichtlich ihres Genotyps in den Studien gezielter eingeteilt
und Verbesserungen einer genetischen Beratung zu einem madglichen AAO ge-
schaffen werden (Lima und Raposo 2018). Da das AAO nur zu etwa 50% durch
die Anzahl der CAG-Wiederholungen des expandierten Ataxin-3-Allels festgelegt
wird, suchten de Mattos et al. ebenfalls nach modifizierenden Komponenten. Sie
konnten in einer Metaanalyse zeigen, dass die Anzahl der CAG-Wiederholungen
im Ataxin-2-Gen mit einem friheren AAO korrelieren. Aul3erdem spielt die ethni-
sche Herkunft fir das AAO eine Rolle, wofur die Autoren eine Studie zur Unter-
suchung der Rolle der Ataxin-3-Hapotypen (Gaspar et al. 2001; Maciel et al.
1999) vorschlagen. Sie ziehen daraus den Schluss, dass die Anzahl der CAG-
Wiederholungen nicht in jeder Population dieselben Effekte haben kann (de
Mattos et al. 2019).

33



Einleitung

Durch die beschriebene Interaktion mit dem expandierten Ataxin-3-Protein wird
auf die Untersuchung von Parkin als molekularer Statemarker in dieser Promo-
tion ein besonderes Augenmerk auf Parkin gelegt. Auf der Ebene der Transkrip-
tionsfaktoren sind durch Raposo et al. zehn Gene des Immunsystems und des
G-Rezeptor-gekoppelten-Signalweges aus Vollblut identifiziert worden, die bei
Vorliegen des expandierten Ataxin-3-Proteins Uberexprimiert werden. Dies ist
signifikant der Fall fur FCGR3B, P2RY13 und SELPLG, sodass die Autoren vor-
schlagen, diese drei in weiteren Kohorten hinsichtlich ihrer klinischen Vorhersa-
gekraft zu prifen. Von FCGR3B konnte eine hohere Konzentration im Frihsta-
dium der Erkrankung (kurzere Erkrankungsdauer) gemessen werden als im spa-
teren Verlauf, sodass die Autoren von der Aktivierung einer zellularen Immunan-
twort auf das expandierte Ataxin-3-Protein im nicht betroffenen Gewebe ,Blut®
ausgehen. Aufgrund der einfachen Gewinnung dieses Patientenmaterials und
der Dynamik im Krankheitsprozess eignet sich dieser Transkriptionsfaktor wo-
moglich gut als Prognosebiomarker (Raposo et al. 2015).

Toonen et al. konnten in einem homozygoten SCA3-Mausmodell geeignete Kan-
didaten fur Verlaufsbiomarker in Blut identifizieren. In einer multimodalen Arbeit
(genomische, metabolomische und lipidomische Methoden) konnten sie Tnfsf14
(Tumor-Nekrose-Faktor-(Ligand)-Familie, Mitglied 14), als hoherregulierten
Transkriptionsfaktor, erniedrigte DL-Tryptophanlevel sowie signifikant erhdhte
Sphingoceramid- und Di- bzw. Tri-Acyl-Gylcerollevel im Krankheitsverlauf fest-
machen. Fur die Ceramide besteht eine Assoziation mit neuroinflammatorischen
Prozessen (Arboleda et al. 2009). Die Autoren sehen die veranderte Bildung im
Krankheitsverlauf als Antwort auf den durch das expandierte Ataxin-3-Protein
mitbedingten oxidativen Stress, die die Neurone anfalliger fur diesen macht
(Toonen et al. 2018).

De Assis et al. haben in Blut Marker des oxidativen Ungleichgewichtes unter-
sucht. Sie konnten zeigen, dass SCA3-Patienten ein hoheres Level an reaktiven
oxidativen Spezies bilden und die antioxidativen Enzyme, die SOD und die Gluta-
thionperoxidase (GSH-Px), eine verminderte Aktivitat vorweisen. Es ist von be-
sonderem Interesse, dass die SOD in prasymptomatischen SCA3-Mutationstra-

gern signifikant aktiver ist. Dies kann ein sich im Verlauf der Erkrankung
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erschopfender antioxidativer Regulationsmechanismus sein. Die Aktivitat der
GSH-Px ist umso niedriger, je schwerer der Patient betroffen ist, sodass sich
auch dieses Protein als Progosebiomarker eignen kann (de Assis et al. 2017).
Ein weiterer Kandidat fur einen Verlaufsbiomarker kann das leichte Serum-Neu-
rofilament sein, das bei der Degeneration von Neuronen freigesetzt wird. Hier
konnte durch Wilke et al. eine erhohte Serumkonzentration bei SCA3-Patienten
detektiert werden, die in weiterfuhrenden Studien auf den Krankheitsverlauf und
die klinischen Scores korreliert werden sollte (Wilke et al. 2018).

1.4 NeurOmics

NeurOmics war ein durch die Europaische Union geférdertes Forschungsprojekt
zu seltenen vererbbaren neurologischen Erkrankungen. Es sollten mittels ver-
schiedener Methoden, ,,-Omics®, neue verursachende Gene, neue diagnostische
Tools sowie mogliche Therapieformen fur diese Erkrankungen identifiziert wer-
den (NeurOmics 2019a). Es lief im Jahr 2013 an und hatte seinen Abschluss im
Mai 2018 und bestand aus fuhrenden europaischen Forschungsgruppen, Fach-
experten aus der Wirtschaft und internationalen Experten (NeurOmics 2019b).
Ein Ziel des Forschungsprojektes war es durch die internationale Zusammenar-
beit ein grol3e Patientenkohorte der verschiedenen Erkrankungen zu generieren,
um beispielsweise neue krankheitsauslosende Genmutationen mittels Next-Ge-
neration Whole-Exome Sequencing (WES) zu ermitteln. Ein weiteres Ziel war die
Identifizierung und Etablierung von Biomarkern zur Beschreibung einer Kohorte
und Beurteilung der prasymptomatischen Phase, Therapieverlaufen und -kompli-
kationen. Diese und alle weiteren Ergebnisse wurden erstmals in eine grof3e Da-
tenbank eingespeist, auf die fur zukinftige Projekte zugegriffen werden kann.
Dem haben alle teilnehmenden Patienten mit ihrer Teilnahme an den verschie-
denen Studienuntersuchungen zugesagt. Sie sind Patienten folgender zehn gro-
Rer Erkrankungsgruppen:

1. Ataxien
2. Kongenitale Muskeldystrophien
3. Fronto-Temporale Demenzen
4

. Kongenitale Myasthenien
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Hereditare Motorneuropathien (Charcot-Marie-Tooth Erkrankung)
Hereditare Spastische Paraplegien

Chorea Huntington (HD)

Muskulare Kanalopathien,

Muskeldystrophien

= © ©® N o o

0.Spinale Muskelatrophien/Erkrankungen des zweiten Motorneurons
(NeurOmics 2019a)

Die Erkrankungen teilten sich wiederum auf die verschiedenen Methoden in

Workpackages auf, wobei sich das Workpackage 4 mit der Identifikation von Ver-

laufsbiomarkern auseinandergesetzt hat und diese Promotion aus diesem her-

vorgegangen ist. (NeurOmics 2019c)

1.5 Zielsetzung

Die Zielsetzung dieser Promotion besteht in der |dentifikation und Beschreibung
des Gesamt-Ataxin-3-Proteins, des expandierten Ataxin-3-Proteins und von Par-
kin als mogliche prognostische und pradiktive Biomarker der SCA3. Bislang wur-
den keine suffizienten Biomarker aus einfach zu gewinnendem Patientenmaterial
etabliert. Diese werden jedoch im Rahmen von therapeutischen klinischen Stu-
dien als Verlaufsbiomarker und in der genetischen Beratung als prognostische
und pradiktive Biomarker dringend bendtigt. Das Ataxin-3-Protein ist an einer
Reihe von Signalwegen beteiligt und geht mit vielen Strukturen Interaktionen ein,
die sich durch die Expansion der PolyQ-Domane verandern konnen. Fur Parkin
ist durch Durcan et al. eine direkte Interaktion mit dem expandierten Ataxin-3-
Protein beschrieben worden (Durcan et al. 2011; Durcan et al. 2012). Sie beo-
bachteten in ihren Experimenten eine Abnahme des Parkin-Protein-Levels durch
die veranderte Interaktion. Herr Dr. rer. nat. Weber konnte dies in seiner Diplom-
arbeit zum Park2-Polymorphismus G'23%/C'239 bestatigen, der zusammen mit den
Polymorphismen G8°1/A%0" und G'21/A'281 in der vorliegenden Dissertation noch-
mals genauer hinsichtlich einer modifizierenden Rolle der Konzentrationen von
Parkin und des expandierten sowie Gesamt-Ataxin-3-Proteins untersucht wird
(unveroffentlichte Diplomarbeit Jonasz J. Weber 2011). Der Einfluss der erlauter-
ten Polymorphismen des Ataxin-3 und des PARKZ2-Gens auf die klinischen
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Parameter mit moglicher krankheitsmodifizierender Funktion ist ein anderer Be-
standteil der Analysen. Die Analysen werden in 24 symptomatischen SCA3-Pa-
tienten, finf asymptomatischen mdglichen Mutationstragern (RISCA) und 31 ge-
schlechts- und altersangepassten Kontrollen vorgenommen. Die jeweils gemes-
senen Proteinlevel von Parkin, dem expandierten und dem Gesamt-Ataxin-3-Pro-
tein werden mit den klinischen Parametern AAO, Krankheitsdauer, SARA-Score
und Fortschrittrate der Erkrankung (cross-sectional disease progression,
(CSDP)) korreliert. Von vier SCA3-Patienten und einem RISCA konnte eine
Folgeanalyse mit neu erhobenem SARA-Score und neuer Bestimmung der Pro-
teinlevel vorgenommen werden, sodass auch eingeschrankt die Dynamik der
Proteinkonzentrationen im Krankheitsverlauf longitudinal mitbeurteilt werden soll.
Weitere Fragestellungen sind, welche Parameter die durch die Time-resolved flu-
orescence energy transfer (TR-FRET)-Assays ermittelten Proteinkonzentratio-
nen in aus Vollblut isolierten Lymphozyten beeinflussen und ob daraufhin stan-
dardisierte Rahmenbedingungen zu treffen sind. Die Zusammenhange der Ziel-
setzung der Arbeit mit der in der Einleitung dargelegten Thematik sind in Abbil-

dung 1.4 graphisch zusammengefasst.

Expandiertes Ataxin-
3-Allel (1.1.4) Surrogatendpunkte?

Transkriptio
Proteomic: TR-FRET-
Analyse von Gesamt-
Ataxin-3, expandiertes

Expandierte Ataxin-3-
mRNA (1.1.5)
Ataxin-3 & Parkin
(2.2.2-2.2.6)

Translation

Expandiertes Ataxin-
3-Protein (1.1.6)

Neurodegeneration
& Ausbildung
ataktischer Phanotyp

24 SCA-3-Patienten
Klinischer Verlauf: und 5 RISCA

AAO, Krankheitsdauer, chlechts
SARA-Score, CSDP

Neue krankheits—
modifizierende
Therapieméglichkeiten?
(1.1.10)

Korrelation?

uajfzoydwA ui

Verénderte Interaktionen in
Signalwegen:
Proteolytische Prozessierung
Aggregation
Nukledrer Transport
Zelluldre Proteolyse
Mitochondriale Dysfunktion

Verstarkte autophagosomale
Degradierung von Parkin

Genomic: Bestimmung der
CAG-Wiederholungen,
Ataxin-3- und Parkin-

Polymorphismen (2.2.7-
2.2.11)

Beeinflusst die Interaktion mit
expandiertem Ataxin-3 im UPS

Surrogatendpunkte?

die Konzentration von Parkin?
(1.2.3)

Abbildung 1.4: Darstellung der im ersten Kapitel beschriebenen Thematik zur SCA3 und
Parkin und der méglichen Etablierung von Biomarkern

Grin: Die in der Einleitung dargelegte, einfiihrende Literatur, auf der diese Promotion basiert.

Orange: Die im Fokus stehende Interaktion von Parkin und dem expandierten Ataxin-3-Protein.
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Gelb: In der Einleitung dargestellte Sachverhalte, die fir den klinischen Alltag von Interesse sind.
Blau: Inhalte und Fragestellung dieser Promotion.

Durch die Expansion der CAG-Wiederholungen auf einem Allel des Ataxin-3-Gens kommt es zu
einem verlangerten Afaxin-3-Transkript. Dieses wirkt selbst schon toxisch auf die Zellen, wenn
es nicht translatiert wird. Bei der Translation entsteht ein Ataxin-3-Protein, das eine expandierte
PolyQ-Doméne beinhaltet und neue pathogene Interaktionen in den zellularen Signalwegen ein-
geht. Diese fuhren zumeist zu einer Neurodegeneration mit konsekutiver Entwicklung eines atak-
tischen Phanotyps. Die Ermittlung der genauen Mechanismen dieser veranderten Signalwege
sind Teil der aktuellen Forschung, um neue krankheitsmodifizierende Therapien zu entwickeln.
Da es sich bei der SCA3 um eine langsam fortschreitende Erkrankung handelt und die Folgen
der Morbiditat schwerste Pneumonien durch Aspiration sind, ist die Nutzung von primaren klini-
schen Endpunkten in Studien aus zeitlichen und ethischen Griinden schwierig. Umso wichtiger
ist hier die Entwicklung von Biomarkern, die eine Aussage zum Krankheitsverlauf bzw. dem AAO
geben und als Surrogatendpunkte genutzt werden kénnen. Fir diese Arbeit ist die durch das
expandierte Ataxin-3-Protein bedingte veranderte Interaktion von Parkin mit der E2-Ubiquitin-
Konjugase von besonderem Interesse. Durcan et al. konnten bei der Expression des expandier-
ten Ataxin-3-Proteins eine abnehmende Konzentration des Parkin-Proteins detektieren. Dieses
wird in dieser Arbeit nochmals gepriift und die Proteinkonzentrationen von Parkin zusammen mit
der des Gesamt-Ataxin-3-Proteins und des expandierten Ataxin-3-Proteins auf ihre Korrelation
mit klinischen Parametern untersucht. Auerdem wird analysiert, ob Korrelationen mit der Anzahl
der CAG-Wiederholungen vorliegen und ob die verschiedenen Polymorphismen im Ataxin-3- und
Park2-Gen sich modifizierend auf den Krankheitsverlauf, das AAO, den SARA-Score, die CSDP
und die detektierten Proteinkonzentrationen auswirken.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerateverzeichnis

Tabelle 2.1: Verzeichnis der verwendeten Gerate

Gerat

Geratetyp

Hersteller

Agarosegelkammern

Elektrophoresekammer
40-0708

peqLab, Erlangen, DE

Elektrophoresekammer
40-1214

peqLab, Erlangen, DE

Autoklav

Autoklav ELV

Systec, Wettenberg, DE

Elektrophorese Span-
nungsgeber

Consort EV231

peqLab, Erlangen, DE

Consort E835

peqLab, Erlangen, DE

Eismaschine

Ziegra Eismaschine, I-
sernhagen, DE

Envision Plattenlesegerat
mit TRF-Laser

Multimode Plate Reader
EnVision
TRF Light Unit, 337nm

PerkinElmer, Waltham,
Massachusetts, US

Geldokumentation

Biostep Transiluminator

Biostep, Jahnsdorf, DE

ThermoStat Plus

Eppendorf, Hamburg, DE

Heizblock -

Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg, DE
Isooropanolbox CoolCell® Cell Freezing BioCision, San Rafael,

prop Containers Kalifornien, US

Mikrowelle LG, Willich, DE
Polymerasekettenreaktion Gene Technologies,
(PCR) Zykler G-Storm GS1 Essex, UK

MWG Sirius HT MWG BioTech, Ebers-

berg, DE

Photometer iosci

Ultrospec® 3100pro Amersham Biosciences,

Little Chalfont Bucking-
hamshire, UK
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Pipetten

Research Pipette 10 pl

Eppendorf, Hamburg, DE

Research Pipette 100 pl

Eppendorf, Hamburg, DE

Research Pipette 1000 pl

Eppendorf, Hamburg, DE

Research Plus Pipette
2,5 ul

Eppendorf, Hamburg, DE

Research Plus Pipette
10 ul

Eppendorf, Hamburg, DE

Research Plus Pipette
100 pl

Eppendorf, Hamburg, DE

Research Plus Pipette
1000 i

Eppendorf, Hamburg, DE

Sequenzierer

CEQ 8000

Beckman Coulter, Brea,
Kalifornien, US

Sterilbank

HERA Safe

Heraeus Holding, Hanau,
DE

Elektronische Pipettierhilfe

pipetus® Hirschmann

Hirschmann Laborgeréte,
Eberstadt, DE

KNF Neuberger, Frei-

Vakuumpumpe Laboport burg, DE
Vakuumzentrifuge Concentrator 5301 Eppendorf, Hamburg, DE
REAX control g;idolph, Schwabach,
Vortexer
VE2 Janke & Kunkel, Staufen,
DE
. Precisa Gravimtrics AG,
Precisa XT 6200C-FR Dietikon, CH
Waagen Precisa Gravimtrics AG
Precisa 404A Dietikon, CH ’

Wasseraufbereitungs-
system

Quantum™ EX 06196

Millipore, Eschborn, DE

Wasserbad GFL® 1083 GFL, Burgwedel, DE
Centrifuge 5417C
25000G Eppendorf, Hamburg, DE
Centrifuge 5418

. 16873G Eppendorf, Hamburg, DE
Zentrifugen — 810
entrifuge

3220G Eppendorf, Hamburg, DE
Centrifuge 5810R
3220G Eppendorf, Hamburg, DE
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.2: Verzeichnis der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Name

Hersteller

96 Well Microplate

Greiner bio-one, Frickenhausen, DE

Aluminium Foil and Cling Film

FIPP Handelsmarken, Hamburg, DE

BD Safety-Lok™ Blutentnahmeset

BD Biosciences, Franklin Lakes, New
Jersey, US

CELLSTAR® Centrifuge Tubes, PP,
graduated, conical bottom, 15 ml

Greiner bio-one, Frickenhausen, DE

CELLSTAR® Centrifuge Tubes, PP,
graduated, conical bottom, 50 ml

Greiner bio-one, Frickenhausen, DE

CELLSTAR® Centrifuge Tubes, PP,
graduated, conical bottom with support
skirt, 50 ml

Greiner bio-one, Frickenhausen, DE

Einmal-Kuvetten aus Polystyrol 1,5 ml

Roth, Karlsruhe, DE

epT.I.P.S.° 10 ul

Eppendorf, Hamburg, DE

epT.l.P.S.® 200 pl

Eppendorf, Hamburg, DE

epT.l.P.S.® 1000 pl

Eppendorf, Hamburg, DE

Falcon™ Serological Pipet 2 ml

Corning Incorporated, New York, US

Falcon™ Serological Pipet 5 ml

Corning Incorporated, New York, US

Falcon™ Serological Pipet 10 ml

Corning Incorporated, New York, US

Falcon™ Serological Pipet 25 ml

Corning Incorporated, New York, US

Falcon™ Serological Pipet 50 ml

Corning Incorporated, New York, US

Feather Disposible Scalpel

Daigger Scientific, Vernon Hills, lllinois,
us

Handschuhe Classic Nitrile Grofke S, pu-
derfrei

Abena GmbH, Zoérbig, DE

Injekt® 10 ml Einmalspritze

B.Braun, Melsungen, DE

Parafilm®, Laboratory Film

Bemis Europe, Braine L’Alleud, BE

Nalgene™ System 100 Cryogenic Tubes
2 ml (Cryotubes)

Thermo Fisher Scientific, Roskilde, DK

Pasteur Capillary Pipettes, 230 mm

WU Mainz, Bamberg, DE

PCR Softstrips 0,2ml

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, DE

PerkinElmer ProxiPlate™-384 Plus

PerkinElmer, Waltham, Massachusetts,
us

Reaktionsgefaflt 1,5 ml

Eppendorf, Hamburg, DE

Reaktionsgefal® 2 ml

Eppendorf, Hamburg, DE

Safety-Multifly® 21 G

Sarstedt, Numbrecht, DE

Sterican® Gr.1 20 G

B.Braun, Melsungen, DE

SurPhob Spitzen 10 pl

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, DE
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TipOne® Graduated Tip 1000 pl

STARLAB International, Hamburg, DE

TipOne® RPT UltraPoint Graduated Tip
200 pl

STARLAB International, Hamburg, DE

2.1.3 Blutrohrchensysteme

Tabelle 2.3: Verzeichnis der verwendeten Blutrohrchensysteme

Bezeichnung Handelsname Zusatz Volumen Firma
) S-Monovette® Sarstedt, Nim-
EDTA-R&hrchen 9 ml K2E-Gel K2 EDTA Gel | 9 ml brecht, DE
Citrat-Phos- .
) S-Monovette® Sarstedt, Nim-
CPDA-R6hrchen phat-Dex- 8,5 ml .
8,5 ml CPDA trose-Adenin brecht, DE
BD Vacutainer®
CPT™ Mononu- |\ atrium- BD Biosciences,
CPT-R&hrchen clear Cell Prep- citrat 8 ml Franklin Lakes,
aration Tube- New Jersey, US
Sodium Citrate

2.1.4 Chemikalien und Biochemikalien

Tabelle 2.4: Verzeichnis der verwendeten Chemikalien und Biochemikalien

Bezeichnung

Hersteller

Agarose

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Mas-
sachusetts, US

Ammoniumchlorid (NH4ClI)

Merck (Merck Millipore), Darmstadt, DE

Ampuwa,
Wasser fur Injektionszwecke

Fresenius Kabi, Bad Homburg, DE

Biocoll (isotonisch)

Merck (Biochrom), Darmstadt, DE

Bis-Tris, PanReac

AppliChem, Darmstadt, DE

Borsaure

Roth, Karlsruhe, DE

Bovines Serum Albumin (BSA), purified

New England Biolabs, Inc., Ipswich,
Massachusetts, US

Complete, EDTA-freier Proteasen-Inhibi-
tor-Cocktail (Tabletten)

Roche Diagnostics, Mannheim, DE

Dimethyl Sulfoxide (DMSO)

Merk (Sigma-Aldrich), Darmstadt, DE

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(DPBS)
-CaCly, -MgCl>

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Mas-
sachusetts, US

Ethanol absolute p.A., PanReac

AppliChem, Darmstadt, DE

Ethidiumbromid 1%

Roth, Karlsruhe, DE

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Merck, Darmstadt, DE
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Fetales Kalberserum, Gibco®

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Mas-
sachusetts, US

Ficoll™ PM400

GE Healthcare Sciences, Chalfont St.
Giles, UK

GelRed™  Nucleic Acid Gel Stain

Biotium, Inc., Fremont, Kalifornien, US

Kaliumhydrogencarbonat (KHCO3)

Merck (MerckMillipore), Darmstadt, DE

Natriumacetat

Roth, Karlsruhe, DE

Natriumdihydrogenphosphat, zur Ana-
lyse

AppliChem, Darmstadt, DE

Natrium-EDTA

Merck (Sigma-Aldrich), Darmstadt, DE

Natriumfluorid

Merck (MerckMillipore), Darmstadt, DE

Orange G

Omikron, Rietberg, DE

PCR Grade Nucleotide Mix (ANTPs)

Roche Diagnostics, Mannheim, DE

peqGOLD, DNA-ladder Mix

PeglLab (VWR Chemicals), Erlangen, DE

Protein Assay Dye Reagent Concentrate
(Bradford-Reagenz)

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
Kalifornien, US

Q-Solution

Qiagen, Hilden, DE

RPMI 1640 Medium

Merck (Biochrom), Darmstadt, DE

Tris (hydroxymethyl)aminomethane (Tris)

Merck (Sigma-Aldrich), Darmstadt, DE

Triton®X 100

Roth, Karlsruhe, DE

Tween® 20, PanReac

AppliChem, Darmstadt, DE

2.1.5 Puffer und Losungen

Tabelle 2.5: Verzeichnis der verwendeten Puffer und Lésungen

Verwendung Name Zusammensetzung
10x Tris-Borat-EDTA- |~ gggmm ggfséure
Puffer (TBE-Puffer) . 20mM EDTA

Agarose-Gelelektropho-
rese

6x Ladepuffer

- Orange G 0,2%

- Ficoll 400 15%

- Destilliertes (dd) H.0O ad
50 ml
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Lymphozytenisolierung
aus Vollblut (Verwendung
bei EDTA- und CPDA-

Erylyse-Puffer

- Ammoniumchlorid
155 mM

- Kaliumhydrogencarbo-
nat 10 mM

- EDTA250 mM pH 7,4
0,1 mM

- ddHOad 1l

Roéhrchen)

Einfriermedium

- Fetales Kalberserum
60%

-  RPMI 30%

- DMSO 10%

25x Complete-Prote-
asen-Inhibitor-Cocktail

- 1 Tablette pro 2 ml H.O

Proteinisolierung

Lyse-Puffer

- 1xPBS

- 1% Triton®X 100

- 25x Complete-Prote-
asen-Inhibitor-Cocktail
(40 pl je ml Puffer)

Verdinnungspuffer (fir
die lysierten Lymphozy-

- 1xPBS
- 25x Complete-Prote-
asen-Inhibitor-Cocktail

Time-resolved fluores- ten) (40 pl je ml Puffer)
cence energy transfer - Natriumdihydrogen-
(TR-FRET) phosphat 50mM
Detektionspuffer - Natriumfluorid 400 mM
- 0,1% BSA

- 0,05% Tween® 20

2.1.6 Enzyme und kauflich erworbene Puffer

Tabelle 2.6: Verzeichnis der verwendeten Enzyme und kauflich erworbenen Puffer

Enzym/Puffer

Hersteller

Betain Solution

Merck (Sigma-Aldrich), Darmstadt, DE

BioTherm™ 10x reaction buffer

BioAxis Genecraft Products, Koln, DE

BioTherm™ Taq DNA Polymerase

BioAxis Genecraft Products, Koln, DE

Pwo DNA Polymerase 10x Puffer

Merck (Sigma-Aldrich), Darmstadt, DE

Pwo DNA Polymerase

Merck (Sigma-Aldrich), Darmstadt, DE

QIAGEN 10x PCR Puffer

Qiagen, Hilden, DE

QIAGEN Taq DNA Polymerase

Qiagen, Hilden, DE
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2.1.7 Reagenziensets (Kits)

Tabelle 2.7: Verzeichnis der verwendete Reagenziensets

Bezeichnung

Hersteller

GenomelLab™ DTCS Quick Start Mix

Beckman Coulter, Brea, Kalifornien, US

GenomelLab™ Size Standard Kit-600

Beckman Coulter, Brea, Kalifornien, US

QIAquick® Gel Extraction Kit

Qiagen, Hilden, DE

QIAquick® PCR Purification Kit

Qiagen, Hilden, DE

2.1.8 Primer

Tabelle 2.8: Verzeichnis der verwendeten Primer fiir Polymor

hismen des Ataxin-3-Gens

Polymorphismus Primer 5‘-3‘-Sequenz
Vorwartsprimer tactagagcttatt
A®%9/G®®9 (AS M zu AS V) - — P . 929
Ruckwartsprimer cagagccctctgcaaatcct

G%7/C%" (AS G zu AS R)
C'"8/A""8 (AS Y zu Stopp)

Vorwartsprimer

ggtaactgctccttaatccaggg

Rickwartsprimer

ccagtgactactttgattcg

Fragmentlangenbestimmung
(CAG-Wiederholungen)

Vorwartsprimer
(Markierung: 5°Cy5)

ccagtgactactttgattcg

Rickwartsprimer

tggcctticacatggatgtgaa

Tabelle 2.9: Verzeichnis der verwendeten Primer fiir Polymorphismen des Park2-Gens

Polymorphismus Primer 5‘-3‘-Sequenz
Vorwartsprimer aaaggcccctgtcaaagagt
G®'/A%T (AS S zu AS N) - — D : 99 J 999
Ruckwartsprimer tcattttcctggcagtctca
Vorwartsprimer ctgccgggaatgtaaagaa
GPEC (ASV ZUAS L) [ P 9°9999811a389389
Ruckwartsprimer ggaactctccatgacctcca

G'2/A128 (AS D zu AS N)

Vorwartsprimer

ccgacgtacagggaacataaa

Rickwartsprimer

ctgctcagcacagactcacc
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2.1.9 Antikorper

Tabelle 2.10: Verzeichnis der verwendeten Antikorper

Material und Methoden

Art und

Bestell-

Cisbio-Label-

NETIE Epitop Spezifitat nummer Al ling
Detektion des
expandierten

Monoklonal- Ataxin-3-Pro-
ler IgG-Anti- L ;
korper (AK) teins: Terbi-
Anti-Ata- E214- auspMaUS' Merck (Merck- umcryptat
Xin-3- L MAB5360 | Millipore), (Tbh)-Label
L233 Detektiert
1H9 o Darmstadt, DE
in: Mensch, .
Detektion des
Affe, Ratte
Gesamt-Ata-
und Maus : .
xin-3-Protein:
D2-Label
: Polyklonaler
rl:l;:zrml- IgG-AK aus Detektion von
Anti-Ata- Amino- Kannin- 2b96316 abcam®, Gesamt-
xin-3 sauren chen; Cambridge, UK | Ataxin-3-Pro-
1-215 Detektiert tein: Tb-Label
in: Mensch
Monoklona- Developmental SftgﬁZ?en rtdeis
MWA PolyQ (> | ler AK; AB Studies Hybrid- Atgxin_3_Pro_
15Q) Detektiert 528290 oma Bank, lowa .
o : teins: D2-La-
in: Mensch City, lowa, US
bel
Monoklona-
ler IgG-AK
Zweite aus Maus; .
Anti-Par- | Ring Detektiert ® Dete}< tion des
) N o abcam”, Parkin-Pro-
kin- Domane | in: Mensch, | ab77924 . .
Cambridge, UK | teins:
PRKS8 (aa 399- | Ratte, Maus Tb-Label
465) und Droso-
phila C Vi-
rus
Polyklonaler
IgG-AK aus
Kannin- Detektion des
Anti-Par- chen; abcam®, Parkin-Pro-
ki Detektiert | 2287198 | cambridge, UK | teins:
in: Maus, D2-Label
Ratte und
Mensch

46




2.1.10

Material und Methoden

Software und Internetressourcen

Tabelle 2.11: Verzeichnis der verwendeten Softwareprogramme und Internetressourcen

Anwendung Name Hyperlink/Hersteller
Geldokumentation Argus X1° Biostep, Jahnstadt, DE
Clarivate Analytics, Phila-
Literaturverwaltung EndNote X9 delphia, Pennsylvania,
us
BioTek Instruments, Inc.,
Photometerauswertung Gen5 2.01 Winnoski. Vermont, US
Publikationen PubMed https://www.ncbi.nlm.nih.

gov

Sequenzierungen

GenomelLab™ GeXP Ge-
netic Analysis System

Beckman Coulter, Brea,
Kalifornien, US

Statistikprogramm

Prism 8

GraphPad Software, Inc.,
San Diego, Kalifornien,
us

Time-resolved fluores-
cence energy transfer
(TR-FRET) Messungen

EnVision Manager Version
1.13.3009.1401

PerkinElmer, Waltham,
Massachusetts, US
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2.2 Methoden
2.2.1 Blutentnahme

Die Blutentnahme dient der Gewinnung von Vollblut, um wiederum hieraus fur
die weiteren Schritte Lymphozyten zu extrahieren. Sie wird an den 24 SCAS3-
Patienten, an funf asymptomatischen Familienmitgliedern mit moglicher Mutation
(RISCA) und 31 gesunden Kontrollpersonen durchgefuhrt, die der Teilnahme in
der Europa-weiten Studie NeurOmics schriftlich zugestimmt haben.

Der Arm des Probanden wird unter Stauung zum Auffinden einer geeigneten
Punktionsstelle unter Ausschluss einer Entziindung hin inspiziert. Ist eine geeig-
nete Vene gefunden, wird die Haut Uber dieser gro3zugig desinfiziert und die
Vene mit einer Butterfly-Kanule punktiert. Aufgefangen wird das Blut hierbei ent-
weder in Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)-Rohrchen, in Citrat-Phosphat-
Dextrose-Adenin (CPDA)-Rohrchen oder Cell Preparation Tubes (CPT)-Rohr-
chen. Fur das letztgenannte Blutrohrchensystem muss beachtet werden, dass
ein kompatibles Abnahmesystem fur Vacutainer des Unternehmens BD Sciences
(BD Safety-Lok™ Blutentnahmeset) verwendet werden muss. Fur die Lympho-
zytenisolierung wird jeweils eine A- und B-Probe der SCA3-Patienten und RISCA
und jeweils eine Probe der Kontrollen isoliert. Um ein fur das weitere Prozedere
ausreichendes Volumen der Proben zu gewahrleisten, missen mindestens 15 ml
Blut abgenommen werden. Direkt nach der Entnahme werden diese sechs bis
acht Mal invertiert. Die weitere Aufarbeitung erfolgt zunachst Rohrchensystem-
spezifisch (2.2.2). Bei der erstmaligen Blutentnahme soll auRerdem ein EDTA-
Rohrchen zur Extraktion von DNA mit abgenommen werden, um Analysen der
verschiedenen Polymorphismen und der Anzahl der CAG-Wiederholungen in

Ataxin-3 durchfuhren zu konnen (ab 2.2.7).

2.2.2 Aufreinigung der Lymphozyten aus Vollblut

Aufreinigung der Lymphozyten aus EDTA- und CPDA-R6hrchen

Um moglichst viele Lymphozyten sauber aus Vollblut zu isolieren und die Aus-
beute zu maximieren, soll die Aufreinigung innerhalb einer Stunde nach der Blut-

entnahme unter der Sterilbank durchgefuhrt werden.
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Je Probe wird das Blut zweier Rohrchen in einen 50 ml Falcon gegeben, welcher
dann mit Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) auf 35 ml Volumen auf-
gefullt wird.

In einem zweiten 50 ml Falcon werden 15 ml Biocoll vorgelegt. Hierauf wird das
Blut-PBS-Gemisch aus dem ersten Falcon vorsichtig mittels einer Stripette auf-
geschichtet, sodass sich zwei Phasen bilden.

Anschlief3end wird das Falcon mit dem Biocoll-Blut-Gemisch bei 500 G fur 30 Mi-
nuten zentrifugiert. Bei der Zentrifugation bindet das Biocoll die Erythrozyten in
der unteren Phase, sodass nach der Zentrifugation die Lymphozyten zusammen
mit dem DPBS aus diesem Falcon in einen neuen 50 ml Falcon mittels Stripette
transferiert werden konnen. Die an Biocoll gebundenen Erythrozyten und Blut-
rohrchensysteme werden in den infektiosen Mull entsorgt.

Die abgenommenen Lymphozyten werden im 50 ml Falcon mit DPBS nochmals
auf 50 ml Volumen aufgefullt und fur zehn Minuten bei 500 G zentrifugiert. Bei
diesem Schritt setzen sich die Zellen als Pellet ab. Der Uberstand wird mit einer
Pasteurpipette abgesaugt und das Pellet in 7 ml Erylysepuffer resuspendiert, um
es von eventuell vorhandenen Erythrozyten zu reinigen. Nach einer Inkubations-
zeit von sieben Minuten bei Raumtemperatur wird der Falcon wieder auf 50 ml
Volumen mit DPBS aufgefullt und erneut fur zehn Minuten bei 500 G zentrifugiert.
Nach nochmaligem Absaugen des Uberstandes wird das Pellet in 1 ml Einfrier-
medium aufgenommen.

Die Suspension wird vom Falcon in ein Cryotube transferiert und in einer Iso—

propanolbox fur mindestens 24 Stunden bei -80 °C gelagert.

Aufreinigung der Proben aus CPT-Rohrchen

Nach der Blutentnahme mussen die Proben in den CPT-Rohrchen bei Raumtem-
peratur gelagert und innerhalb von zwei Stunden fur 20 Minuten bei 1.500-
1.800 G zentrifugiert werden, um eine optimale Lymphozytengewinnung zu ge-
wahrleisten. Da in den CPT-Rohrchen durch den Hersteller BD Sciences ein
Trennmedium aus Ficoll und einer Polyestergelbarriere vorgelegt ist, sind Eryth-
rozyten vom Plasma und den Lymphozyten nach diesem Schritt bereits sauber

getrennt. Dies erlaubt ein langeres Ruheintervall bis zu 24 Stunden zum
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nachsten Verarbeitungsschritt und somit beispielsweise einen Versand der Pro-
ben aus anderen Zentren. Fur diese Promotion und NeurOmics nutzte ein Zent-
rum diese Form des Versandes fur die Bereitstellung von Proben. Die anschlie-
Rende Aufreinigung findet unter der Sterilbank statt.

Im ersten Schritt konnen Plasma und buffy coat mit einer Stripette gesammelt
und in ein 15 ml Falcon transferiert werden. Sollte die Probe versandt worden
sein, muss sie vor diesem Schritt durch funf- bis zehnmaliges Invertieren resus-
pendiert werden.

Das Falcon wird mit DPBS auf 15 ml Gesamtvolumen aufgefullt und funf Mal in-
vertiert. Danach wird es bei 300 G 15 Minuten zentrifugiert. Bei diesem Schritt
setzen sich die Lymphozyten als Pellet ab und das uberstehende Plasma-DPBS-
Gemisch kann mittels Pasteurpipette abgesaugt werden.

Das Pellet wird im nachsten Schritt mit 10 ml DPBS resuspendiert und die Probe
somit gewaschen. Vor der nachsten Zentrifugation fur zehn Minuten bei 300 G
wird das Falcon wieder funfmal invertiert. Danach kann wieder der Uberstehende
Puffer bis zum Zellpellet abgesaugt werden. Dieses wird abschliefend in 1 ml
Einfriermedium resuspendiert, in ein Cryotube transferiert und in einer Isopropa-

nolbox bei -80 °C fur mindestens 24 Stunden eingefroren.

2.2.3 Lyse der Lymphozyten

Die bei -80 °C eingefrorene Lymphozyten-Probe wird bis zum Beginn des nachs-
ten Schrittes auf Eis gelegt. Im Wasserbad wird sie dann fur etwa 20 bis 30 Se-
kunden aufgetaut und unter der Sterilbank aus dem Cryotube in ein 15 ml Falcon
uberfuhrt. Das Cryotube wird mit 1 ml DPBS nochmals gespult und das Gemisch
ebenfalls in das 5 ml Falcon pipettiert. Das Falcon wird dann bei 300 G fur funf
Minuten zentrifugiert.

Der Uberstand (iber dem abgesetzten Pellet wird abgesaugt und das Pellet noch-
mals mit 1 ml DPBS gewaschen. Nachdem das Pellet Uber einen Vortexer in dem
DPBS gel6st wird, kann es erneut bei 300 G fur funf Minuten zentrifugiert werden.
Der Uberstand wird wieder abgesaugt und die Probe dann auf Eis gelegt, da der
nachste Schritt nicht mehr unter der Sterilbank erfolgt.
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Je nach Volumen des Pellets wird nun der Probe 50 pl-150 ul Lyse-Puffer hinzu-
gegeben, welches 1%-ig Triton® X 100 fiir die Zerstérung der Zellmembran ent-
halt. Das Pellet wird mittels eines Vortexer im Puffer suspendiert, um eine kom-
plette Lyse der Lymphozyten zu erreichen. Anschlieend folgt eine 30-minutige
Inkubation auf Eis, bei der die Probe nach zehn bzw. 20 Minuten nochmals ge-
mischt wird. Nach der Inkubation wird die Suspension in ein Cryotube transferiert

und bei -80 °C weggefroren.

2.2.4 Verdinnung der Lymphozyten fir die Proteinbestimmung

Die bei -80 °C gelagerten lysierten Lymphozyten werden auf Eis gelegt und so
schonend aufgetaut. Fur die Messungen mit dem TR-FRET-Assay mussen sie
noch mit einem Verdunnungspuffer aus DPBS und Protease-Inhibitoren (Com-
plete) in einem Verhaltnis von 1:2 verdinnt werden. Vor Entnahme des zu ver-
dinnenden Volumens sollte das Cryotube nochmals einige Male invertiert oder
mit dem Vortexer gemischt werden, damit sich eine homogene Mischung aus
Zellen und Puffer ergibt. Nach Anfertigen der Verdinnung werden die unverdunn-
ten Lymphozyten sofort wieder bei

-80 °C weggefroren, wohingegen die Verdunnung bei -20 °C gelagert werden

kann.

2.2.5 Bradford-Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung nach Bradford dient der Ermittlung der Gesamtprotein-
menge der lysierten Lymphozyten (Bradford 1976). Bei jeder Messung muss ne-
ben den Proben eine Standardreihe mit einem Bovinem-Serum-Albumin (BSA)-
Stock (10 mg/ml) gemessen werden. Hierfur wird dieses zunachst 1:10 verdinnt.
FUr die Standardreihe werden in separaten Reaktionsgefallen Volumina des ver-
duinnten BSA-Stocks mit den enthaltenen Massen von 0 pg, 1 ug (1 pl), 2 pg
(2 pl), 5pg (5 pl), 10 pg (10 pl), 15 pg (15 pl) und 20 pg (20 pl) pipettiert und mit
H20 auf ein Gesamtvolumen von 800 pl aufgefullt.

Die verdunnten Lymphozyten werden aus dem -20 °C-Gefrierschrank geholt und
auf Eis aufgetaut. Aus jeder Probe werden 5 pl in je ein Reaktionsgefald gegeben
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und dieses Volumen ebenfalls mit Wasser auf 800 ul aufpipettiert. Anschlie3end
werden die verdunnten Lymphozytenproben wieder bei -20°C weggefroren.
Nach Auffullen der Proben mit Wasser auf ein 800 pl-Endvolumen werden diese
fur die weiteren Schritte auf Eis gestellt und zu jeder Probe 200 pl des Bradford-
Reagenz (Protein Assay Dye Reagent Concentrate) pipettiert. Die Reihenfolge
des Pipettierens sollte analog der sich anschliellenden Messungen erfolgen, da-
mit die Inkubationszeiten der Proben in etwa gleichbleiben. Dies ist wichtig, da
der im Bradford-Reagenz enthaltene Farbstoff Coomassie Brilliant Blue Kom-
plexe mit den basischen Aminosauren Arginin, Lysin und Histidin der Proteine
eingeht und die Komplexbildung bis zu ihrer Sattigung mit der Inkubationszeit
zunimmt. Auf der Komplexbildung beruht auch die Proteinkonzentrationsbestim-
mung, da der Farbstoff sein Absorptionsmaximum von 465 nm auf 595 nm bei
der Komplexbildung verschiebt und somit eine erhohte Absorption bei 595 nm fur
eine hohere Proteinkonzentration spricht.

FuUr die Messung selbst gibt es nun zwei Moglichkeiten:

Die Proben werden aus den ReaktionsgefalRen komplett in eine Einmal-Kuvette
Uberfiihrt. Die Kivette wird nun in das Photometer (Ultrospec® 3100pro) einge-
setzt, die Wellenlange auf 595 nm eingestellt und die Extinktion zweimalig ge-
messen.

Bei der zweiten Moglichkeit wird eine 96 Well Microplate mit je einem Duplikat
der Standardreihe und Proben mit einem Volumen von 100 pl beladen. Die Mes-
sung erfolgt wiederum im Photometer (MWG Sirius HT) bei einer Wellenlange
von 595 nm. Das weitere Vorgehen ist fur beide Messmethoden wieder identisch:
Die Werte der Leerprobe der Standardreihe werden als Referenzwert der weite-
ren Messungen genutzt und dementsprechend die anderen Messwerte, um die-
sen Wert reduziert (OD595) (Tabelle 2.12).

Mit den korrigierten Werten der Standardreihe wird eine Eichkurve ermittelt (Ab-
bildung 2.1), Uber die dann die Proteinkonzentrationen der verdinnten Lympho-

zytenproben bestimmt werden kann.
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Tabelle 2.12: Exemplarische Messergebnisse einer Standardreihe

Protein-Menge (ug) 1. Messung 2. Messung Mittelwert
0 0 0 0
1 0,158 0,156 0,157
2 0,116 0,115 0,1155
5 0,292 0,288 0,29
10 0,6 0,602 0,601
15 0,973 0,977 0,975
20 1,076 1,076 1,076
Eichkurve
1,4
1,2 1
1 *
L 08
a
g o8
04 -
0.2 y = 0,0556x + 0,0385
0 : : : :
0 5 10 15 20 25
Proteinmenge [pg/ul]

Abbildung 2.1: Exemplarische Eichkurve anhand der in Tabelle 2.12 dargestellten
Messreihe
Aus den in Tabelle 2.12 dargestellten Werten kann Uber die erstelle Eichkurve fiir die Messwerte
der Proben der lysierten Lymphozyten die Proteinmenge mittels der Steigung (hier: 0,0556) und
des Achsenabschnittes (hier: 0,0385) berechnet werden.

Die Proteinmenge berechnet sich hier folgendermalien:

0D595 — Steigung (2—3{})
Achsenabschnitt (x0)

Proteinmenge (ug) =

Fir den TR-FRET-Assay ist jedoch die Proteinkonzentration von Relevanz, so-

dass diese abschlielRend folgendermalden berechnet wird:

Proteinmenge (ug)

) ) K9\
Proteinkonzentration ( ,ul) " Volumen der Lymphoprobe (ul)/Verdinnung

53



Material und Methoden

2.2.6 Time-resolved fluorescence energy transfer-Assay

Der TR-FRET-Assay ist eine hochsensitive und spezifische Methode zur quanti-
tativen Proteinbestimmung. Sie basiert, ahnlich dem Western Blot, Uber eine Bin-
dung von Antikorpern (AK) und dem zu detektierenden Protein. Die hohe Sensi-
tivitat und Spezifitat werden durch die Nutzung von zwei verschiedenen Antikor-
pern erreicht, welche beide spezifisch an dem zu analysierenden Protein binden
mussen.

Diese werden von dem Unternehmen ,Cisbio Bioassays“ (Codolet, FR) fluores-
zenzmarkiert, sodass pro Protein ein Donormolekul mit Terbiumcryptat (Tb)- und
ein Akzeptormolekul mit D2 markiert wird. Binden beide Antikrper an dem zu
analysierenden Protein in raumlicher Nahe, kommt es zu einem Energietransfer
von Donor- zu Akzeptormolekul (Abbildung 2.2). Dies fuhrt wiederum dazu, dass
das Akzeptormolekll Energiesignale abgibt, die mittels Laser detektiert werden.
Da es nur bei Bindung beider Antikorper zu einem Energietransfer kommt, kann
aus dessen Starke auf die Konzentration des zu bestimmenden Proteins ge-

schlossen werden (Nguyen et al. 2013).

Energietransfer

Josephin Domine uIM1UIM2 VCP - UIM3
1 198224 263286 291306 348 364

Abbildung 2.2:Beispielhafte Darstellung des Funktionsprinzips des TR-FRET fiir das
expandierte Ataxin-3-Protein

Der Th-markierte Anti-Ataxin-3-1H9-AK bindet am UIM 1, das sich in rdumlicher Nahe zur PolyQ-
Domane des Proteins befindet. Dort bindet der D2-markierte MW1-AK ab einer Mindestlange von
15 Glutaminen (15Q). Binden beide AK, kommt es zu einem Energietransfer des 1H9-AK zum
MW1-AK. Dieser sendet nun wieder Energie aus, die als Signal von einem Laser erfasst wird.
Die hohe Spezifitdt des Assays wird durch notwendige Bindung zweier AK erreicht, die hohe
Sensitivitat durch die Detektion eines Energiesignals mittels Laser. Je starker das Signal durch
den Energietransfer, desto hoher ist die Konzentration des in diesem Beispiel dargestellten ex-
pandierten Ataxin-3-Proteins. Modifiziert nach Nguyen et al., 2013.

Der Assay wird in einer 384er-Well-Platte (PerkinElmer ProxiPlate ™-384 Plus)
durchgefuhrt, in welche zunachst die auf Eis aufgetauten Lymphozytenverdun-
nungen (1:2) mit einem Volumen von 5 pl als Duplikat pipettiert werden. Zusatz-

lich werden die zu detektierenden Proteine in Uberexprimierter Form als Positiv-
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bzw. DPBS als Negativkontrollduplikate ebenfalls mit einem Volumen von 5 pl in
die Platte vorgelegt. Vor dem nachsten Schritt wird der Antikorper-Mix vorberei-
tet, der sich je nach Protein aus verschiedenen Antikorpern und Mengen zusam-
mensetzt (Tabelle 2.13):

e FUr das expandierte Ataxin-3-Protein wird der Tb-markierte Anti-Ataxin-3-
1H9-Antikorper mit einer Konzentration von 0,3 ng und der D2-markierte
MW1-Antikorper mit 0,5 ng pro Well eingesetzt

e Fur die Detektion des Gesamt-Ataxin-3-Proteins (physiologische und ex-
pandierte polyQ-Domane) wird der Th-markierte N-terminale Anti-Ataxin-
3-Antikorper mit einer Konzentration von 0,5 ng und der D2-markierte Anti-
Ataxin-3-1H9-Antikorper mit 10 ng pro Well eingesetzt

e Fur die Detektion des Parkin-Proteins wird der Tb-markierte Anti-Parkin
PRK8-Antikorper mit einer Konzentration von 0,25 ng pro und der D2-mar-
kierte Anti-Parkin-Antikorper mit 5 ng pro Well eingesetzt

Die Antikorper sind aufgrund ihrer Fluoreszenzmarkierung vor Lichteinfluss ge-
schutzt schonend auf Eis aufzutauen und nach dem Pipettieren wieder zlgig bei

-80 °C zu verstauen.

Tabelle 2.13: Zusammensetzung des AK-Mix zur Proteindetektion

Stock-Kon- Masse pro B
Protein Antikorper zentration Probe des Volumen
pro Probe
Tb-markierter
Expandiertes Anti-Ataxin-3- 108 pg/ml 0,3 ng 0,0027 pl
Ataxin-3-Pro- TH9-AK
tein pamarkdere” | 211 g/l 10 ng 0,0474 i
Tb-markierter
Anti-Ataxin-3- 170 pg/mi 0,5ng 0,00294 pl
Gesamt-Ataxin- AK
3-Protein D2-markierter
Anti-Ataxin-3- 167 pg/ml 10 ng 0,05988 pl
1H9-AK
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Tb-markierter
Anti-Parkin- 116 pg/mi 0,25 ng 0,0022 pl

Parkin-Protein PRK8-AK

D2-markierter
Anti-Parkin-AK

311 ug/ml 5ng 0,0161 pl

Sind alle zu messenden Wells der Platte mit der Probe und dem Antikorper-Mix
befullt, wird eine Probemessung im TR-FRET-Lesegerat (Envision Plattenlese-
gerat mit TRF-Laser) durchgefuhrt, um grobe Pipettierfehler zu ermitteln. An-
schlielend wird die Platte lichtgeschutzt bei 4 °C fur 24 Stunden inkubiert. Die
Messung am Folgetag wird wieder mit dem TR-FRET Lesegerat durchgefuhrt.

Das Donormolekul sendet ein langandauerndes fluoreszierendes Energiesignal
mit einer maximalen Wellenlange von 615 nm aus, welches wiederum das Ak-
zeptormolekul erregt. Dieses sendet daraufhin anstelle eines kurzandauernden
fluoreszierenden Eigensignals ein dauerhaftes fluoreszierendes Signal mit einer
maximalen Wellenlange von 665 nm aus. Um beide Signale zu erfassen, wird die
Messung Uber zwei Kanale unterschiedlicher Wellenlange ebendieser beiden
Frequenzen durchgefuhrt. Der Erregungsimpuls des Gerates bei der Messung
fuhrt dazu, dass die unspezifischen kurzandauernden fluoreszierenden Signale
der Matrix und das fluoreszierende Eigensignal des Akzeptors (vor dem FRET-
Energietransfer) miterfasst werden (Abbildung 2.3). Um dieses zu vermeiden,
muss eine Zeitspanne von 100 ys abgewartet werden, bevor im nachsten Zeit-

fenster von 300 ps die Signale gemessen werden (Tabelle 2.14).

Tabelle 2.14: TR-FRET Protokoll

Bezeichnung Dauer/Wellenlange
Emission 1 615 nm Europium
Emission 2 665 nm Allophycocyanin

Messverzdgerung | 100 us

Messzeitfenster 300 ps
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Fluoreszenz Akzeptor
— » (FRET)

—
—
——

Fluoreszenz Akzeptor
(ohne FRET)
-

_» Fluoreszenz Donor

Fluoreszenz Matrix

\

Intensitéit der Fluoreszenz

v

*. Messverzogerung Messfenster Zeit
" (100 ps) (300 ps)
Erregungs-
impuls
Abbildung 2.3: Intensitéat der verschiedenen Fluoreszenzsignale bei Messung des FRET-
Signals

Nach einem Erregungsimpuls des Systems werden die verschiedenen Molekiile des Reaktions-
ansatzes angeregt und senden ein fluoreszierendes Signal aus. Die Matrix und die Akzeptormo-
lekiile, die noch nicht durch das Donorsignal angeregt wurden, haben ein sehr kurzzeitiges Sig-
nal, das aber bei einer sofortigen Erfassung des Gesamtsignals das Messergebnis verfalscht.
Deswegen soll eine Messverzogerung von 100 ps eingehalten werden. Das nachfolgende Mess-
zeitfenster betragt aufgrund des langsam abfallenden FRET-Akzeptor- und des Donorsignals
300 ps. Modifiziert nach Cui et al., 2014.

Fir die weitere Auswertung wird das Verhaltnis der gemessenen Werte der bei-

den verwendeten Kanale gebildet:

Channel 2

Ratio = Channel 1

Von diesem Wert wird nun der Pipettierfehler der Duplikate berechnet. Um mit
den Werten weiterarbeiten zu kdnnen, sollte er < 10% betragen. Danach wird der
Mittelwert des Duplikats der Probe gebildet und von diesem wiederum der Mittel-

wert der Messwerte der Negativprobe abgezogen (AF):

AF = @ Ratio (Probe) — @ Ratio (Negativprobe)

Abschlief3end wird AF mit der im Bradford-Assay ermittelten Gesamt-Proteinkon-

zentration in Verhaltnis gesetzt:
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AF
AFc =

Proteinkonzentration (’Z—‘?)

Die so relativ zur Gesamtproteinkonzentration ermittelte Menge des zu detektie-

renden Proteins wird weiter fur die statistischen Auswertungen genutzt.

2.2.7 Polymerasekettenreaktion

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) dient der Ampli-
fizierung eines bestimmten Genabschnittes. Sie ist der erste Schritt um weiter-
fuhrende Analysen wie Sequenzierungen zu der Detektion von Polymorphismen
oder Fragmentlangenbestimmungen, bei der die Anzahl der CAG-Wiederholun-
gen ermittelt wird, durchzufuhren.

Das Prinzip beruht auf der thermischen Trennung der DNA-Strange bei etwa
95 °C, sodass kodogener und kodierender Strang einzeln vorliegen. Durch ein
Herabsenken der Temperatur kommt es im nachsten Schritt zum Andocken, dem
Annealing, der Primer (je einen fur kodogenen und kodierenden Strang), an die
die hitzestabile DNA-Polymerase (Taq) binden kann. Durch eine leichte Erho-
hung der Temperatur kann die Taq mittels hinzugegebener freier Nukleotide, ei-
nem Nukleotidmix (ANTPs), die Replikation im Sinne einer Elongation vom 5° zum
3' Ende durchfuhren. Dies bedeutet, dass die Replikation am kodogenen Strang
kontinuierlich und die Replikation am kodierenden Strang diskontinuierlich ab-
lauft. Die Zyklen der Denaturierung, des Annealings der Primer und der Elonga-
tion werden etwa 30 bis 40 Mal wiederholt, sodass eine exponentielle Vermeh-

rung des gewunschten Fragmentes erreicht wird.

Isolierung der DNA

Die DNA-Isolierung aus dem abgenommenen EDTA-Blut haben freundlicher-
weise die medizinisch-technischen Angestellten des Instituts fur Medizinische
Genetik und Angewandte Genomik und Yvonne Theurer aus dem Hertie-Institut
des Universitatsklinikums Tubingen vorgenommen und flur die verschiedenen

Analysen zur Verfugung gestellt.
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PCR der Park2-Polymorphismen G®0/A80, G1239/C1239 ynd G1281/A1281
Zu den zu analysierenden DNA-Proben mussen pro Probe folgende Chemikalien
in der PCR-Ansatz pipettiert werden (Tabelle 2.15):

Tabelle 2.15: Inhalte des PCR-Ansatzes pro Probe zur Amplifikation der Park2-
Polymorphismen G®1/A5% G'239/C1239 ynd G'281/A 128"

Substanz Menge
DNA der Probe/Wasser (Negativprobe) 2 ul
Wasser 13,3 pl
Puffer 10x (Qiagen) 2 ul
dNTPs 0,5
Exonspezifischer Vorwartsprimer 1 ul
Exonspezifischer Rickwartsprimer 1 ul
Taq (Qiagen) 0,2 ul
Gesamtvolumen Ansatz 20 pl

Die Taq sollte im Eisblock dazu pipettiert werden, um einer Wirkungsabschwa-
chung durch Warme vorzubeugen und nach Nutzung wieder bei -20 °C gelagert
werden. Nach Befullen der PCR-Stripes mit dem vollstandigen Ansatzvolumen
wird die PCR im Zykler gestartet. Folgendes Programm muss hierfur program-
miert werden (Tabelle 2.16):

Tabelle 2.16: Zykler-Programm zur PCR der Park2-Polymorphismen G&01/A801 G1239/C1239
und G1281/A1281

Schritt Zyklen | Temperatur | Dauer

Denaturierung 95 °C 5 min

95 °C 30 sec

Touchdown 10x 65°C-55°C | 30 sec

72 °C 30 sec

95 °C 30 sec

Replikations-Zyklen | 25x 55 °C 30 sec

72°C 30 sec

Finale Elongation 72°C 7 min
Lagerung 10 °C 0

Nach Ablauf der PCR kann die replizierte DNA bei 5 °C-10 °C bis zu den weiteren

Schritten gelagert werden.
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PCR des Ataxin-3-Polymorphismus A%5%/G669
Zu den zu analysierenden DNA-Proben mussen pro Probe folgende Chemikalien
in der PCR-Ansatz pipettiert werden (Tabelle 2.17):

Tabelle 2.17: Inhalte des PCR-Ansatzes pro Probe zur Amplifikation des Ataxin-3-
Polymorphismus A%69/G66°

Substanz Menge
DNA der Probe/Wasser (Negativprobe) | 1,5 pl
Wasser 14,3 pl
10x Puffer (Biotherm) 2yl
dNTPs 0,4 pl
Vorwartsprimer 1 ul
Ruckwartsprimer 1 ul
Taq (Biotherm) 0,2 ul
Gesamtvolumen Ansatz 20,4 pl

Die Taq sollte erneut im Eisblock dazu pipettiert werden, um einer Wirkungsab-
schwachung durch Warme vorzubeugen und nach Nutzung wieder bei -20 °C
gelagert werden. Nach dem Beflllen der PCR-Stripes mit dem vollstandigen An-
satzvolumen wird die PCR im Zykler gestartet. Folgendes Programm muss hier-

fur programmiert werden (Tabelle 2.18):

Tabelle 2.18: Zykler-Programm zur PCR des Ataxin-3-Polymorphismus A®9/G°¢°

Schritt Zyklen | Temperatur | Dauer

Denaturierung 94 °C 5 min

94 °C 60 sec

Replikations-Zyklen | 30x 56 °C 60 sec

72°C 60 sec

Finale Elongation 72°C 5 min
Lagerung 10 °C 0

Nach Ablauf der PCR kann die replizierte DNA bei 5 °C-10 °C bis zu den weiteren

Schritten gelagert werden.
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PCR der Ataxin-3-Polymorphismen G%7/C%7 und C'"18/A1118
Zu den zu analysierenden DNA-Proben mussen pro Probe folgende Chemikalien
in der PCR-Ansatz pipettiert werden (Tabelle 2.19):

Tabelle 2.19: Inhalte des PCR-Ansatzes pro Probe zur Amplifikation der Ataxin-3-
Polymorphismen G%7/C%7 und C'''8/A118

Substanz Menge
DNA der Probe/Wasser (Negativprobe) 1,5 ul
Wasser 24 i
Puffer (PWO) 3 ul
dNTPs 0,33 pl
Vorwartsprimer 0,66 pl
Rickwartsprimer 0,66 pl
Taq (PWO) 0,2 ul
Gesamtvolumen Ansatz 30,35 pl

Die Taq sollte wieder im Eisblock dazu pipettiert werden, um einer Wirkungsab-
schwachung durch Warme vorzubeugen und nach Nutzung wieder bei -20 °C
gelagert werden. Nach Beflllen der PCR-Stripes mit dem vollstandigen Ansatz-
volumen wird die PCR im Zykler gestartet. Folgendes Programm muss hierfur

programmiert werden (Tabelle 2.20):

Tabelle 2.20: Zykler-Programm zur PCR der Ataxin-3-Polymorphismen G%7/C%7 und

C1118/A1118

Schritt Zyklen | Temperatur | Dauer
Denaturierung 94 °C 5 min
94 °C 30 sec
Touchdown 10x 65°C-55°C | 30 sec
68 °C 45 sec
94 °C 30 sec
Replikations-Zyklen | 25x 55 °C 30 sec
68 °C 45 sec
Finale Elongation 68 °C 5 min

Lagerung 10 °C 0

Nach Ablauf der PCR kann die replizierte DNA bei 5 °C-10 °C bis zu den weiteren

Schritten gelagert werden.
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PCR zur CAG-Wiederholungen-Fragmentlangenbestimmung in Ataxin-3
Zu den zu analysierenden DNA-Proben mussen pro Probe folgende Chemikalien
in der PCR-Ansatz pipettiert werden (Tabelle 2.21):

Tabelle 2.21: Inhalte des PCR-Ansatzes pro Probe zur CAG-Wiederholungen-
Fragmentldngenbestimmung in Ataxin-3

Substanz Menge
DNA der Probe/ Wasser (Negativprobe) 2 ul
Wasser 11,4 pl
Puffer 10x (Qiagen) 2 ul
dNTPs 0,4 pl
Q-Solution 4 ul
Vorwartsprimer 1 ul
Ruckwartsprimer 1 ul
Taq (Qiagen) 0,2 l
Gesamtvolumen Ansatz 22 ul

In diesem Ansatz ist der Vorwartsprimer fluoreszensmarkiert und soll daher licht-
geschutzt hinzugegeben werden. Wird lichtgeschitzt gearbeitet, kann im weiter-
fuhrenden Schritt ein ausreichend hohes Signal detektiert werden. Aul3erdem ist
es wichtig die Taq gekuhlt in den Ansatz zu pipettieren, um eine moglichst hohe
Ausbeute des replizierten Fragmentes zu erhalten. Nach Befullen der PCR-Stri-
pes mit dem vollstandigen Ansatzvolumen wird die PCR im Zykler gestartet. Fol-

gendes Programm muss hierflr programmiert werden (Tabelle 2.22):

Tabelle 2.22: Zykler-Programm zur PCR zur CAG-Wiederholungen-
Fragmentldngenbestimmung in Ataxin-3

Schritt Zyklen | Temperatur | Dauer

Denaturierung 94 °C 5 min

94 °C 60 sec

Replikations-Zyklen | 30x 60 °C 60 sec

72°C 120 sec

Finale Elongation 72°C 10 min
Lagerung 10 °C o0

Nach Ablauf der PCR muss die replizierte DNA bei 5 °C-10 °C lichtgeschutzt bis

zu den weiteren Schritten gelagert werden.
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Um eine Kontamination mit DNA in einer der benutzten Substanzen rechtzeitig
zu erkennen, soll stets eine Negativprobe mit im Zykler laufen gelassen werden.

Diese kann im nachsten Schritt der Gelelektrophorese erkannt werden.

2.2.8 Gelelektrophorese

Detektion der PCR-Produkte der Park2-Polymorphismen G®01/A%01
G'239/C'239 und G'281/A1281 sowie des Polymorphismus A®%9/G®%° in Ataxin-3

Zum Nachweis der replizierten DNA-Fragmente und somit einer erfolgreichen
PCR wird eine Gelelektrophorese durchgefuhrt. Hierfur wird ein 1%-iges Agaro-
segel mit 1x Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE) gegossen, zu welchem GelRed™
1:40000 pl oder Ethidiumbromid 1:20.000 pl hinzugegeben wird. Aus dem PCR-
Produkt werden 5 pl der Probe entnommen und in ein Reaktionsgefal® zusam-
men mit 5 yl 6x Ladepuffer pipettiert. Wenn das Gel fest geworden ist, wird jede
Probe in eine Tasche hinein pipettiert und das Gel im TBE-Bad an eine Span-
nungsquelle angeschlossen. Die negativ geladene DNA wandert im Spannungs-
feld auf die positiv geladene Anode zu. Je langer das Fragment der PCR, oder je
niedriger die Spannung des Feldes, desto langsamer diffundiert die DNA Rich-
tung Anode. In die erste Tasche wird ein Bandenmarker, peqGOLD, DNA-ladder
Mix, hinzugegeben, mit dem die Fragmentlange ermittelt werden kann (Abbildung
2.4).

0.1-10.0kb (na/0.5 pg

Abbildung 2.4: Bandenmarker peqGOLD DNA-ladder Mix
Die durch den Hersteller angegebene Legende zur Anzahl der Basen, die das PCR-Produkt einer
entsprechenden Bande enthalt (VWR Chemicals, 2019).
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Ethidiumbromid bzw. GelRed™ interkaliert in den DNA-Doppelstrangen und ab-
sorbiert UV-Licht, was wiederum zu einer Verstarkung der Fluoreszenz der bei-
den Stoffe fuhrt und somit zu einer Sichtbarmachung der DNA-Bande. Durch die
Banden des Markers kann abgeschatzt werden, ob sich die Banden bereits gut
aufgetrennt haben. Ist in jeder Tasche, aul3er der Negativprobe, eine Bande zu
erkennen, kann von einer erfolgreichen PCR ausgegangen und mit der restlichen

Probe weitergearbeitet werden (Abbildung 2.5).

DNA- Negativ—
Marker

AX14 AX17 AX 18 AX19 kontrolle

Bande
des PCR-
Produkts

Abbildung 2.5: Gelbild einer PCR zum Park2-Polymorphismus G'23%/C12%°
Die Taschen sind oben im Bild, die Anode befindet sich unterhalb der Banden, somit ist die Lauf-
richtung der DNA von oben nach unten. Ganz links ist der Bandenmarker zu erkennen. Die Frag-
mentlange betragt 163 Basenpaare. In der Spur der Tasche am rechten Bildrand ist keine Bande
zu erkennen. Sie ist mit der Wasserprobe als Negativkontrolle befiillt worden.

Detektion der PCR-Produkte der Ataxin-3-Polymorphismen G%7/C%7 und
C1118/A1118

Es wird ebenfalls ein 1%-iges Agarosegel mit TBE gegossen, dem GelRed™ o-
der Ethidiumbromid hinzugefugt wird. Im Gegensatz zu den vorher beschriebe-
nen PCR-Produkten wird hier das komplette PCR-Produkt in die Geltasche zu-
sammen mit 10 pl 6x Ladepuffer pipettiert.

Nach Ablauf der Gelelektrophorese konnen unter dem UV-Licht zwei Banden de-
tektiert werden, da ein expandiertes und ein physiologisches Allel vorliegen
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(Abbildung 2.6). Fur die weiteren Schritte mussen die Allele separat analysiert
werden, sodass die Banden, die zusammen das komplette PCR-Produkt bein-
halten, aus dem Gel geschnitten werden mussen und in einem Reaktionsgefal

fur die weiteren Schritte verwahrt werden.

DNA- AX AX RISCA AX AX AX AX AX Negativ—
Marker 8 11 3 12 13 17 18 19 kontrolle

Expandier-
tes Allel

*
Physiologi—
sches Allel

Abbildung 2.6: Gelbild einer PCR zu den Ataxin-3-Polymorphismen G%7/C% und
C1118/A1118
Aufgrund der verschiedenen Langen der Allele bilden sich zwei Banden, wobei das expandierte
Allel nicht so schnell Richtung Anode zieht wie das physiologische Allel. Somit gehort die obere
Bande zum expandierten Allel. Die untere Bande des physiologischen Allels ist starker ausge-
pragt, da die DNA-Polymerase das expandierte Allel nicht so effizient replizieren kann und es hier
zu einem quantitativen Unterschied kommt.

2.2.9 Aufreinigung der PCR-Produkte

Eine Aufreinigung des PCR-Produktes ist notwendig, da beispielweise noch die
Primer, der Puffer und die DNA-Polymerase aus dem PCR-Reaktionsansatz ent-
halten sind. Diese mussen vor Ansatz der Sequenzierungsreaktion zunachst ent-
fernt werden, um Interaktionen und somit eine unsaubere Sequenzierung zu ver-

meiden.

Aufreinigung der PCR-Produkte der Park2-Polymorphismen G6801/A801
G1239/C1239 ynd G'281/A1281 sowie des Ataxin-3-Polymorphismus A®69/G66°

Zur Aufreinigung der PCR wird das QIAquick® PCR Purification Kit verwendet.
Dem PCR-Produkt wird das funffache seines Volumens an PB1-Puffer hinzuge-

geben und das gesamte Volumen in die Saule der Zentrifugationsbehaltnisse des
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Kits transferiert, die in einem Auffangbehalter eingebettet ist. In der Saule ist Kie-
selgel eingebracht, an das die DNA adsorbiert. Diese Bindung fuhrt dazu, dass
bei der nachfolgenden Zentrifugation die DNA im Gegensatz zu den anderen
Stoffen des PCR-Ansatzes nicht durch die Membran hindurchdiffundiert. Es wird
fur eine Minute bei 17.900 G zentrifugiert. Die Flussigkeit im Auffangbehalter des
Gefaldes kann verworfen werden, da die DNA an der Membran gebunden ist. Im
nachsten Schritt werden 750 pl PE-Puffer in das Behaltnis pipettiert. Nach einer
weiteren einmindtigen Zentrifugation bei 17.900 G wird die Flussigkeit im Auf-
fangbehalter erneut verworfen. Um das im PE-Puffer vorhandene Ethanol von
der Probe zu trennen, wird eine erneute Zentrifugation bei 17.900 G fur eine Mi-
nute durchgefuhrt, wobei nach diesem Schritt der gesamte Auffangbehalter ver-
worfen werden kann. Die Saule wird nun in ein Reaktionsgefal gesetzt und es
wird, je nach Bandenstarke bei der vorherigen Gelelektrophorese, zwischen 20 pl
und 50 pl Elutionspuffer in die Saule pipettiert. AbschlielRend wird eine letzte ein-
minutige Zentrifugation bei 17.900 G vorgenommen, bei der sich die aufgerei-
nigte DNA abschliefend im Reaktionsgefal® befindet. Die Saule wird verworfen

und das Ergebnis der Aufreinigung mittels Gelelektrophorese Uberpruft.

Aufreinigung der PCR-Produkte der Ataxin-3-Polymorphismen der G%7/C%87
und C1118IA1118

Nach der Detektion der Banden der beiden Allele mussen diese, da das gesamte
PCR-Produkt in das Gel eingesetzt wird, getrennt in expandierte und physiologi-
sche Allele ausgeschnitten werden. Die ausgeschnittenen Banden werden in Re-
aktionsgefale transferiert und mit dem QIAquick® Gel Extraction Kit weiterverar-
beitet.

Zunachst muss die Masse der ausgeschnittenen Banden gewogen werden, um
die Menge des im nachsten Schritt hinzu pipettierten QB-Puffers zu ermitteln. Es
ist davon auszugehen, dass 100 mg Masse einem Volumen von 100 ul entspre-
chen und pipettiert das dreifache Volumen, aber maximal 400 ul, QB-Puffer in
das Reaktionsgefald mit der Gel-Bande-Mischung. Danach werden die Reakti-
onsgefalde bei 50 °C fur zehn Minuten im Schuttelheizblock inkubiert. Das Gel

16st sich in dieser Zeit im Puffer auf und dem Gemisch wird das einfache Volumen
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zur vorher gewogenen Masse der Bande (100 mg = 100 pl) an Isopropanol dazu
pipettiert.

Der Inhalt des Reaktionsgefalles wird in ein im Kit enthaltenes Zentrifugations-
behaltnis pipettiert, das aus einer Saule und einem Auffangbehalter besteht. Es
folgt eine Zentrifugation fur eine Minute bei 17.900 G. Die Flussigkeit im Auffang-
behalter kann nach der Zentrifugation verworfen werden. Auf die Saule wird im
weiteren Schritt 750 pl PE-Puffer pipettiert und es folgt eine weitere einminutige
Zentrifugation bei 17.900 G. Die Flussigkeit des Auffangbehaltnisses kann wie-
der verworfen werden. Um das im PE-Puffer geldste Ethanol von der Probe zu
trennen, wird eine erneute Zentrifugation bei 17.900 G fur eine Minute durchge-
fuhrt, wobei nach diesem Schritt der gesamte Auffangbehalter verworfen werden
kann. Die Saule wird in ein Reaktionsgefal® gesetzt und es wird, je nach Banden-
starke bei der Gelelektrophorese, zwischen 20 ul und 50 pl Elutionspuffer in die
Saule pipettiert. AbschlieRend wird eine letzte einminutige Zentrifugation bei
17.900 G vorgenommen, bei der sich die aufgereinigte DNA abschlieffiend im Re-
aktionsgefald befindet. Die Saule wird verworfen und das Ergebnis der Aufreini-
gung mittels Gelelektrophorese Uberpruft.

Detektion der aufgereinigten PCR-Produkte

Nach der Aufreinigung wird ebenfalls mittels Gelelektrophorese auf einem 1%-
igem Agarosegel mit TBE gepruft, ob noch gentgend Probe fur eine Sequenzie-
rung vorhanden ist. Sind klare Banden unter dem UV-Licht zu erkennen, kann

eine Sequenzierung durchgefuhrt werden.

2.2.10 Sequenzierungsreaktion der Polymorphismen

Im nachsten Schritt wird die Basenfolge des Fragments mittels der Sequenzie-
rung ermittelt. Hierbei sind vor allem die Basen, die einen bekannten Polymor-
phismus darstellen, von Interesse. Ahnlich einer PCR wird hierfiir eine Replika-
tion durchgefuhrt. Im Unterschied zu dieser werden zusatzlich zu den dNTPs
auch ddNTPs hinzugegeben, die ein Weiterarbeiten der Taq nach ihrem Einbau
stoppen, da die Ribose an Position 2° und 3 desoxidiert ist. Da diese an unter-

schiedlichen Stellen des generierten Stranges eingebaut werden, entstehen viele
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unterschiedlich lange Fragmente. Die ddNTPs sind fluoreszenzmarkiert, sodass
diese als letzte Base das Ende eines Fragments markieren. Im Sequenziergerat

werden die Fragmente der Lange nach analysiert und die Basenfolge ermittelt.

Sequenzierungsansatz der aufgereinigten PCR-Produkte der Park2-
Polymorphismen G8°1/A%01, G1239/C1239 ynd G'281/A'281 sowie des Ataxin-3-
Polymorphismus der A569/A669

Anhand des Bandensignals der Gelelektrophorese nach der Aufreinigung wird
die Menge der eingesetzten DNA in dem Sequenzierungsansatz abgeschatzt.
Sie kann zwischen 5 pl und 11 yl betragen. Werden weniger als 11 yl DNA ver-
wendet, wird das Volumen mit Wasser auf 11 yl aufgefullt. Das Wasser-PCR-
Produkt-Gemisch wird in ein PCR-Stripe pipettiert und bei 95 °C im Zykler zu-
nachst fur drei bis funf Minuten denaturiert. Spater werden je nach Polymorphis-

mus folgende Substanzen hinzugegeben (Tabelle 2.23):

Tabelle 2.23: Inhalte des Sequenzierungsansatzes pro Probe der Park2-Polymorphismen
G8Y/ABM G1239/C1239 und G'?8'/A'?8! sowie des Ataxin-3-Polymorphismus A®6°/G®6°

Substanz Menge
DNA und Wasser 11
Betain 2 ul
DTCS-Mix 3l

G®'/AS": Vorwartsprimer
, Park2 | G'?%/C"'?%°: Vorwartsprimer
Primer P T ITTvI— — - 1,2 pl
G™“®'/A'“®": RUckwartsprimer

Ataxin-3 | A%®9/G®%°: Riickwartsprimer

Gesamtvolumen Ansatz 17,2 ul

Betain und der DTCS-Mix sind im ,GenomeLab™ DTCS Quick Start Mix* Kit ent-
halten. DTCS setzt sich aus der Taq, Puffer, dNTPs und den fluoreszenzmarkier-
ten ddNTPs zusammen, weswegen es lichtgeschutzt und gekuhlt verwendet wer-

den muss.
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Sequenzierungsansatz der aufgereinigten PCR-Produkte der Ataxin-3-
Polymorphismen der G%7/C%7 und C'118/A1118

Anhand des Bandensignals der Gelelektrophorese nach der Aufreinigung wird
die Menge der eingesetzten DNA fur den Sequenzierungsansatz abgeschatzt
und betragt zwischen 5 ul und 11 ul. Gegebenenfalls wird ebenfalls mit Wasser
auf ein Gesamtvolumen auf 11 pl auf pipettiert. Nach der drei- bis fUnfminatigen
Denaturierung im Zykler bei 95 °C, werden folgende Stoffe dem Wasser-PCR-
Produkt-Gemisch hinzugefugt (Tabelle 2.24):

Tabelle 2.24: Inhalte des Sequenzierungsansatzes pro Probe der der Ataxin-3-
Polymorphismen der G%7/C%7 und C'"18/A1118

Substanz Menge
DNA und Wasser 11 i
Q-Solution 4 ul
DTCS-Mix 4 ul
Vorwartsprimer 1 ul
Gesamtvolumen Ansatz 20 pl

Der DTCS-Mix ist im ,GenomeLab™ DTCS Quick Start Mix“ Kit enthalten und
setzt sich aus der Taq, Puffer, dNTPs und den fluoreszenzmarkierten ddNTPs

zusammen, weswegen es lichtgeschutzt und gekuhlt verwendet werden muss.

Sequenzierungsreaktion
Die Sequenzierungsreaktion findet im Zykler statt und wird mit folgenden Schrit-

ten programmiert (Tabelle 2.25):

Tabelle 2.25: Zykler-Programm zur Sequenzierungsreaktion

Schritt Zyklen | Temperatur Dauer
Denaturierung 94 °C 1 min 30 sec
Replikations-Zyklen | 31x 96 °C 20 sec

57 °C 20 sec
60 °C 1 min
Lagerung 10 °C 0
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Das Reaktionsprodukt muss bei 5 °C-10 °C sowie lichtgeschutzt gelagert wer-

den.

Aufreinigung des Sequenzierungsreaktionsproduktes

Um ein gutes Sequenzierergebnis ohne Storsignale zu erhalten, missen die im
Sequenzieransatz verwendeten Chemikalien wie Puffer, Taq oder Primer vorher
entfernt werden. Aul3erdem lauft die im Zykler thermisch katalysierte Sequenzie-
rungsreaktion weiter, sodass diese zunachst gestoppt werden muss. Hierfur wird

folgender Stopp-Mix in 10 pl jedes Ansatzes pipettiert (Tabelle 2.26):

Tabelle 2.26: Inhalte des Stopp-Mixes zur Unterbrechung der Sequenzierungsreaktion

pro Probe
Substanz Menge
Wasser 10 pl
3 M Natrium-Acetat 2,2 ul
100 mM Natrium-EDTA 2,2 ul
Glycogen 1,1 ul

Das Glycogen ist im ,GenomeLab™ DTCS Quick Start Mix“ Kit enthalten. Sind
Stopp-Mix und Sequenzierungsansatz im Reaktionsgefaly, werden 60 pl eiskal-
tes 100%-iges Ethanol zu jeder Probe pipettiert und die Reaktionsgefalle bei vol-
ler Geschwindigkeit fur 30 Minuten zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren wird
das Ethanol aus den Reaktionsgefal3en vorsichtig dekantiert, wobei nicht das
DNA-Pellet, das unten im Reaktionsgefal® ausfallt, mitentfernt werden darf. An-
schlieBend werden 190 pl eiskalter 70%-iger Ethanol in die Reaktionsgefalie pi-
pettiert und sie werden nochmals bei voller Geschwindigkeit fur 20 Minuten zent-
rifugiert. Nach nochmaligem Dekantieren des Ethanols werden 90 pl eiskalter
70%-iger Ethanol in die Reaktionsgefalie pipettiert und es wird abschliel3end fur
15 Minuten bei voller Geschwindigkeit zentrifugiert. Nachdem das Ethanol wieder
dekantiert wurde, werden die Pellets in der Vakuumzentrifuge bei 31 °C fur zwolf
Minuten getrocknet.

Nach dem Trocknen werden 42 pl des SLS-Puffers aus dem ,GenomelLab™
DTCS Quick Start Mix* Kit auf die Pellets pipettiert und die Reaktionsgefalie
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gevortext. Anschlieffend lasst wird das Gemisch fur mindestens 30 Minuten bei

Raumtemperatur lichtgeschutzt inkubiert.

Beladen des Sequenziegerates und Starten der Analyse

Nach der 30-minutigen Inkubation der Proben, werden diese in die Wells der Pro-
benplatte des Sequenzierers, CEQ 8000, mit je 40 pl Volumen pipettiert. Ab-
schlieBend wird noch je ein Tropfen Ol des ,GenomelLab™ DTCS Quick Start
Mix* Kits hinzugegeben, um einer Verdampfung der Proben vorzubeugen. Auf
die zweite Platte wird in die identischen Wells ein Puffer fur das Sequenziergerat
geladen, dann kann er beladen und das ,LFR-b“-Programm gestartet werden
(Tabelle 2.27):

Tabelle 2.27: Sequenzierungsprogramm ,,LFR-b“

Schritt Temperatur/Spannung | Dauer
Kapillare 57 °C -
Denaturierung | 90 °C 2 min
Injektion 2,0 kV 15 sec
Trennung 6,0 kV 60 min

Auswertung der Sequenzierung

Nachdem die Sequenzierung beendet ist, kdnnen in der Software des Sequen-
ziergerates, ,GenomelLab™ GeXP Genetic Analysis System", mittels Matrizen
des jeweiligen Genabschnittes die Polymorphismen uberpruft und die Basen no-

tiert werden. Ebenso wird die Qualitat der Sequenzierung beurteilt.

221 CAG-Wiederholungen-Fragmentlangenanalyse in
Ataxin-3

Das PCR-Produkt der CAG-Wiederholungen-Fragmentlangenanalyse wird nicht
wie die anderen PCR Produkte in einer Gelelektrophorese detektiert oder aufge-
reinigt, sondern direkt weiter fur die Sequenzierung verwendet.

Zunachst wird das PCR-Produkt 1:5 mit Wasser verdinnt und hiervon 5 pl direkt
in die Probenplatte des Sequenzierers pipettiert. Zu jeder Probe werden 34,5 pl
des SLS-Puffers aus dem ,GenomelLab™ DTCS Quick Start Mix" Kit
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hinzugegeben und 0,5 pl 600-STD-Marker aus dem ,GenomelLab™ Size Stan-
dard Kit-600“. In jedes Well wird wieder ein Tropfen Ol, als Schutz gegen das
Verdampfen, aus dem ,GenomelLab™ DTCS Quick Start Mix“ Kit hinzugefugt
und die entsprechenden Wells der Pufferplatte des Sequenzierers mit dem Puffer
beflllt. Danach kann der Sequenzierer beladen und das Programm Frag-2 (Ta-

belle 2.28) gestartet werden.

Tabelle 2.28: Programm der Fragmentlangenbestimmung ,,Frag-2“

Schritt Temperatur/Spannung | Dauer
Kapillare 35°C -
Denaturierung | 90 °C 2 min
Injektion 2,0 kV 30 sec
Trennung 6,0 kV 60 min

Nach Abschluss des Programms kann in der Software des Sequenzierers die
Fragmentlangenbestimmung vorgenommen werden. Durch den 600-STD-Mar-
ker kann das Programm messen, wie lange das analysierte PCR-Produkt ist und
damit darstellen, wie viele CAG-Wiederholungen das analysierte Allel beinhaltet.
Durch die fehlende Aufreinigung kommt es in der Darstellung zu drei Peaks. Der
erste wird durch die verbliebenen Primer und anderen Reagenzien gebildet, der
zweite und hochste durch das physiologische Allel und der dritte Peak durch das
expandierte Allel (Abbildung 2.7). Durch die verwendeten Primer binden insge-
samt 159 Basen um die CAG-Wiederholungen, sodass ihre Anzahl bzw. die An-

zahl der Glutamine wie folgt berechnet werden kann:

Anzahl der Nukleotide beim 2.bzw. 3. Peak — 159

Anzahl der Q = 3
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Primer und Allel mit Allel mit
andere physiologischer expandierter
Reagenzien CAG-Anzahl CAG-Anzahl
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Abbildung 2.7: Auswertung der CAG-Wiederholungen-Fragmentlangenbestimmung
Durch den 600-STD-Marker kann durch das Programm Frag-2 die Lange des PCR-Produktes
ermittelt werden. Aufgrund der verschiedenen Anteile des Reaktionsansatzes ergeben sich drei
Peaks. Der Peak mit den geringsten Nukleotidanzahl wird durch die Primer und anderen Rea-
genzien gebildet. Der zweite Peak durch das Allel mit physiologischer CAG-Anzahl. Da dieses
Allel besser als das expandierte durch die Tag amplifiziert werden kann, ist hier das hochste
Signal zu detektieren. Der dritte mit der héchsten Nukleotidanzahl wird durch das expandierte
Allel gebildet. Uber die Gesamtnukleotidzahl kann die Anzahl der Q berechnet werden (s.0.).

2212 Statistische Auswertungen

Die statistischen Auswertungen werden mit Prism 8 vorgenommen. Als signifi-
kant werden p-Werte < 0,05 (Kennzeichnung: *), als deutlich signifikant p-Werte
<0,0021 (Kennzeichnung: **), als hoch signifikant p-Werte < 0,0002 (Kennzeich-
nung: ***) und als hochst signifikant p-Werte < 0,0001 (Kennzeichnung: ****) an-
gegeben. Nach Ermittlung mittels des Shapiro-Wilk-Tests, ob eine Normalvertei-
lung vorliegt, werden zur weiteren statistischen Analyse entweder parametrische
oder nichtparametrische Tests verwendet. Zur Prufung einer Korrelation zwi-
schen unverbundenen Kohorten wird im Fall einer Normalverteilung der unge-
paarte t-Test und fur nicht normalverteilte Daten der Mann-Whitney-Test genutzt.
Sind die Kohorten miteinander verbunden, wie im Fall von Verlaufsproben, wer-
den Signifikanzen mittels des gepaarten t-Tests fur normalverteilte Daten oder
fur nicht normalverteilte Daten mittels des Wilcoxon-Tests berechnet. Ein linearer
Zusammenhang wird bei einer Normalverteilung durch Ermittlung der Korrelati-
onskoeffizienten nach Pearson und bei nicht normalverteilten Daten nach Spe-

arman analysiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung eines hochsensitiven und -spezifischen
TR-FRET-Assays fur das Gesamt-Ataxin-3-Protein
3.1.1 Allgemeiner Ablauf der Etablierung eines TR-FRET-Assays

Fir die Etablierung hochsensitiver und -spezifischer TR-FRET-Assays waren fur
das jeweilige zu detektierende Protein zwei verschiedene Antikorper notwendig.
Deren Bindungsverhalten wurde in verschiedenen Konzentrationen mittels Wes-
tern Blot-Assays in Uberexprimierten Proben des Proteins Uberprift. Konnte ein
gutes Signal uber den Western Blot erzielt werden, erfolgte die Fluoreszenzmar-
kierung der beiden Antikorper durch das Unternehmen ,Cisbio Bioassays® (Sitz
Codolet, FR). Der Donor-Antikorper erhielt eine Tb- und der Akzeptor-Antikorper
eine D2-Markierung. Um zu ermitteln, in welchem Verhaltnis das bestmogliche
Energiesignal Uber den Laser gemessen werden konnte, wurden beide Antikor-
per in verschiedenen Konzentrationen miteinander kombiniert und den Uberex-
primierten Proben des Proteins zugesetzt. Der Th-Antikdrper wurde in Mengen
von 0,3 ng, 0,5 ng und 1 ng pro Probe mit jeweils 1 ng, 3 ng und 10 ng pro Probe
des D2-Antikorpers kombiniert, sodass neun verschiedene Mengenverhaltnisse
getestet wurden (Nguyen et al. 2013). Fur das expandierte Ataxin-3- und Parkin-
Protein fuhrte Frau Dr. rer. nat. HiUbener-Schmid die jeweilige Etablierung durch.
Fir das expandierte Ataxin-3-Protein wurde das hochste Signal fur die Kombina-
tion 0,3 ng des Tb-markierten Anti-Ataxin-3-1H9-Antikorpers und 10 ng des D2-
markierten MW1-Antikorpers detektiert. Das beste Signal bei der Messung des
Parkin-Protein-Levels bot die Kombination aus 0,25 ng des Tb-markierten Anti-
Parkin-PRK8-Antikorpers und 5 ng des D2-markierten Anti-Parkin-Antikorpers.

Diese Assays durften fur die Messungen dieser Promotion genutzt werden.

3.1.2 Bestimmung der verwendeten Antikorper und ihrer Men-

gen zur Bestimmung des Gesamt-Ataxin-3-Protein
Um eine Aussage zu der Dynamik des Gesamt-Ataxin-3-Proteins im Krankheits-

verlauf der SCA3 sowohl in Abhangigkeit mit den anderen Proteinen als auch
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genetischen Merkmalen treffen zu konnen, wurde fur diese Promotion ein neues
TR-FRET-Assay etabliert. Zunachst wurde der MW1-Antikorper durch den N-ter-
minal bindenden Anti-Ataxin-3-Antikorper (Polyklonaler IgG-Antikorper des Un-
ternehmens abcam®) ersetzt. Seine Bindung wurde durch Herrn Dr. rer. nat. We-
ber Uber den Western Blot-Assay Uberpruft (Daten nicht gezeigt). AnschlieRend
erhielt dieser eine Tb-Markierung und ist Donor-Antikdrper im Assay. Akzeptor
ist der Anti-Ataxin-3-Antikorper-Klon 1H9, der in dieser Fragestellung eine D2-
Markierung erhielt. Der Tb-Anti-Ataxin-3-Antikorper wurde, wie unter 3.1.1 erlau-
tert, in Mengen von 0,3 ng, 0,5 ng und 1 ng pro Probe mit jeweils 1 ng, 3 ng oder
10 ng pro Probe des D2-Anti-Ataxin-3-1H9-Antikdrper kombiniert. Gemessen
wurde das aus Human Embryonic Kidney (HEK293T)-Zellen isolierte Gesamt-
Ataxin-3, die entweder 15 oder 148 Glutamine exprimierten und von Frau
Dr. rer. nat. Hubener-Schmid zur Verfugung gestellt wurden.

Nach Ablauf des Assays zeigte die Kombination aus den Mengen 0,5 ng des Tb-
Anti-Ataxin-3-Antikorper und 10 ng des D2-Anti-Ataxin-3-1H9-Antikorper in bei-
den Zellmodellen die starksten Signale, sodass fur die Gesamt-Ataxin-3 Bestim-
mungen auf diese Antikorper-Mengen zuruckgegriffen wurde (Abbildung 3.1).
Fir die 148 Glutamine exprimierenden HEK293T-Zellen war das detektierte Sig-
nal tendenziell hoher, was nach Vergleich der beiden Kohorten mit dem unge-
paarten t-Tests nicht signifikant war (p-Wert: 0,1021) (Abbildung 3.1b).

HEK15Q HEK148Q
g 500- Anti-Ataxin-3-1H9-D2 1g"1000= Anti-Ataxin-3-1H9-D2
T 5400 Il 10ng T S 800 Il 10ng
58 B 3ng 52 B 3ng
25300— B 1ng gf 600- 1 ng
o o~
5 . © 200 ~ & 400
L5 25
<1 & 100+ <14 2004
@ @
8 o S o
0,3 ng 0,5 ng 1ng 0,3 ng 0,5ng 1ng
(a) Anti-Ataxin-3-Tb (b) Anti-Ataxin-3-Tb
Abbildung 3.1: Messergebnisse der Gesamt-Ataxin-3-Protein-TR-FRET-Assay-
Etablierung

Zur Etablierung der pro Probe bendtigten AK-Menge wurden jeweils 0,3 ng, 0,5 ng und 1 ng des
Tb-Anti-Ataxin-3-AK mit jeweils 1 ng, 3 ng und 10 ng des D2-Anti-Ataxin-3-1H9-AK kombiniert.
In (a) sind die Ergebnisse der Messungen der 15Q exprimierenden HEK293T-Zellen dargestellt.
Hier fiel das TR-FRET-Signal fur die Kombination von 0,5 ng des Tbh-Anti-Ataxin-3-AK und 10 ng
des D2-Anti-Ataxin-3-1H9-AK am starksten aus.

(b) Bei den 148Q exprimierenden HEK293T-Zellen lag das starkste Signal ebenfalls bei dieser
Kombination vor. Das Signal fir das expandierte Ataxin-3-Protein war tendenziell hdher.
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3.2 Kohortenanalyse

3.2.1 Klinische Merkmalsauspragungen

Im Rahmen von NeurOmics wurden 24 verschiedene SCA3-Patienten-Proben an
den drei europaischen Standorten Tubingen, Bonn und Paris gesammelt. Bei
Studieneinschluss wurden die SCA3-Patienten Uber die Bezeichnung ,AX + fort-
laufender Ziffer pseudonymisiert. Es waren zehn weibliche und 14 mannliche
SCAS3-Patienten in der Studie eingeschlossen, die ein durchschnittliches Alter
von 52,5 Jahren (Standardabweichung (SD): + 10,3 Jahre) aufwiesen. Beim Auf-
treten der ataktischen Symptome (Age at Onset, AAO), hatten die SCA3-Patien-
ten ein durchschnittliches Alter von 42,4 Jahren (SD: + 10,8 Jahre), wobei der
jungste 19 Jahre und der alteste 64 Jahre alt waren. Zum Zeitpunkt der Proben-
entnahme lag eine durchschnittliche Erkrankungsdauer von 10,1 Jahren (SD:
* 6,3 Jahre) und ein durchschnittlicher SARA-Score von 16,0 Punkten (SD: + 8,0)
vor. Die cross-sectional disease progression (CSDP) wurde bei den SCA3-Pati-
enten rechnerisch ermittelt, indem der aktuelle SARA-Score durch die Krank-
heitsdauer geteilt wurde. Hier zeigte die Kohorte einen Median von 1,9 SARA-
Score-Punkten pro Erkrankungsjahr (Interquartilsabstand (IQA):O 1,2-2,4). Bei
funf SCA3-Patienten waren neben der Ataxie zusatzliche Symptome beschrie-
ben. AX 3 zeigte eine Bradykinese, die kurzzeitig mit Levodopa behandelt wurde.
AX 9 litt unter einem schweren multisystemischen Verlauf mit Spastik, Dystonien,
peripherer Neuropathie und war auf den Rollstuhl angewiesen. AX 15 zeigte aus-
gepragte Storungen der Okulomotorik und der Bewegungsgeschwindigkeit. Bei
AX 17 lag ein Restless-Legs-Syndrom (RLS) vor und bei AX 18 eine periphere
Polyneuropathie. Die Kohorte war fur die Parameter Alter (p-Wert: 0,9080), AAO
(p-Wert: 0,4556), Krankheitsdauer (p-Wert: 0, 0,2063) und den SARA-Score (p-
Wert: 0,6358) nach dem Shapiro-Wilk-Test normalverteilt (Tabelle 3.1).

In die Promotion waren funf asymptomatische mdgliche Mutationstrager, die
RISCA, eingeschlossen. Sie waren Angehorige eines SCA3-Patienten und in ei-
ner doppelt verblindeten klinischen Studie der neurologischen Poliklinik des Uni-
versitatsklinikums Tubingen miteingeschlossen, bei der weder die RISCA noch

die Arzte wussten, ob und wer die Mutation trug. Die Kohorte schloss vier Manner
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und eine Frau ein und hatte ein Durchschnittsalter von 30,2 Jahren (SD: + 7,6
Jahre). Der mittlere SARA-Score betrug 0,7 Punkte (SD: + 0,57 Punkte) mit einer
Spanne von 0 bis 1,5 Punkten.

Die Kohorte war fur ihr Alter (p-Wert: 0,4758) und den SARA-Score (p-Wert:
0,8140) nach dem Shapiro-Wilk-Test normalverteilt (Tabelle 3.1).

Neben den Proben der SCA3-Patienten und der RISCA wurden 31 geschlechts-
und altersangepasste Kontrollen analysiert, die keinerlei neurologische Erkran-
kung mit Storung der Blut-Hirn-Schranke (BHS) in ihrer Vorgeschichte aufwiesen.
Eingeschlossen wurden elf Frauen und 20 Manner mit einem durchschnittlichen
Alter von 44,4 Jahren (SD: + 12,6 Jahre). Die Kohorte war hinsichtlich ihres Alters
nach dem Shapiro-Wilk-Test normalverteilt (p-Wert: 0,7559) (Tabelle 3.1).

Fir die klinischen Parameter wurden in der vorliegenden Dissertation Zusam-
menhange mit den durch die TR-FRET-Assays gemessenen Proteinleveln des
expandierten (3.4) und Gesamt-Ataxin-3- (3.3) sowie Parkin-Proteins (3.5) statis-
tisch gepruft. Neben linearen Korrelationsprufungen wurden nicht lineare Zusam-
menhange fur diese untersucht. Dafur wurden die SCA3-Patienten fur jeden kli-
nischen Parameter in zwei bzw. drei Kohorten aufgeteilt. Die Trenngrof3e bildete
bei drei Parametern der Median, um dieselbe Anzahl an SCA3-Patienten pro Ko-
horte zu erhalten. FUr das AAO ergaben sich Gruppen mit <40 (n=12) und > 45
Jahren (n=12). Bei der Krankheitsdauer teilten sich die SCA3-Patienten in Dau-
ern von <9 (n=12) und > 10 Jahren (n=12) auf. Bei der Prufung der CSDP waren
in der ersten Gruppe Patienten mit einem Erkrankungsfortschritt von < 1,8 (n=12)
und in der zweiten von > 2,0 (n=12) SARA-Score-Punkten pro Erkrankungsjahr.
Fur den SARA-Score erfolgte nach Rucksprache mit Herrn Prof. Dr. med. Synof-
zik eine Einteilung nach klinischer Schwere. Trennpunktzahlen waren eine Punki-
zahl des SARA-Scores von < 12 (n=8) fur mild, 13 bis 23 (n=12) fir moderat und
> 24 Punkte (n=4) fur schwer betroffene SCA3-Patienten. Die RISCA-Kohorte
und die Kontrollen wurden als Einheit der geteilten SCA3-Patienten-Kohorte ge-
genubergestellt.

Wahrend des Promotionszeitraums stellten sich vier SCA3-Patienten und ein
RISCA nach einer Zeitspanne von einem (AX 12) , zwei (AX 3, AX 11, RISCA 3)

oder drei Jahren (AX 5) ein zweites Mal vor, sodass eine Verlaufskontrolle mit
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einer nochmaligen Bestimmung des SARA-Scores und Messungen des Parkin-
Protein-, des expandierten und des Gesamt-Ataxin-3-Protein-Levels moglich wa-

ren. Diese wurden in einer separaten Verlaufsanalyse ausgewertet (3.7).

Tabelle 3.1: Uberblick der klinischen Merkmale der Gesamtkohorte
Die SCA3-Patienten-Kohorte war fir die Parameter Alter (p-Wert: 0,9080), AAO (p-Wert: 0,4556),
Krankheitsdauer (p-Wert: 0, 0,2063) und den SARA-Score (p-Wert: 0,6358) normalverteilt. Die
RISCA-Kohorte war fiir ihr Alter (p-Wert: 0,4758), und den SARA-Score (p-Wert: 0,8140) normal-
verteilt. Fir das Alter normalverteilt war die Kontrollkohorte (p-Wert: 0,7559). Diese Parameter
werden durch das arithmetische Mittel mit SD dargestellt. Die anderen nicht normalverteilten Pa-
rameter werden durch den Median und IQA beschrieben.

SCA3- RISCA Kontrollen
Patienten

Kohortenstirke 24 5 31 (11;
(Frauenanteil) (10; 41,67 %) (1; 20%) 35,48%)
Alter 52,5 30,2 44 4
in Jahren (SD: £10,3) (SD: £7,6) (SD: £ 12,6)
AAO 42,4
in Jahren (SD: +10,8) ) i
Krankheitsdauer 10,1
in Jahren (SD: + 6,3) i i
SARA-Score i 0,7
in Punkten 16 (SD:£8) (SD: £0,57) i
CSDP 19
in SARA-Score-Punkte/Erkran- (IQA: 1,2-2,4) - -
kungsjahre

3.2.2 Genetische Merkmalsauspragungen

FUr diese Promotion wurden die Anzahl der CAG-Wiederholungen und Polymor-
phismen des Ataxin-3- und Park2-Gens bei den SCA3-Patienten und RISCA er-
mittelt, um Zusammenhange zwischen den klinischen Parametern und den Pro-
teinleveln zu detektieren. Viele der CAG-Wiederholungen wurden durch die je-
weiligen Institute weitergeleitet, da diese im Rahmen der Diagnostik ermittelt wor-
den waren. Fehlende CAG-Wiederholungen wurden fur vier SCA3-Patienten und
ein RISCA Uber CAG-Wiederholungen-Fragmentlangenanalysen ermittelt, so-
dass diese letztlich fur 21 SCA3-Patienten und drei RISCA bekannt waren. Die
SCAS3-Patienten zeigten ein arithmetisches Mittel von 68 (SD: + 3,7, Spannweite
61 bis 75) und die RISCA einen Median von 64 (IQA: 63,75-65,5) Wiederholun-
gen. Mit einer Spannweite von 63 bis 70 CAG-Wiederholungen waren alle patho-
logisch erhoht. Von RISCA 4 lag keine DNA vor. Es konnte keine Aussage zu
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seinem Mutationsstatus getroffen werden und ob es sich um eine gesunde Kon-
trolle handelte.

Nach dem Shapiro-Wilk-Test lag eine Normalverteilung der CAG-Wiederholun-
gen der SCA3-Patienten vor (p-Wert: 0,9143) (Tabelle 3.2).

Um neben linearen Zusammenhangen der Anzahl der CAG-Wiederholungen
nicht lineare Korrelationen abbilden zu konnen, wurde die Kohorte in drei Grup-
pen unterteilt. Die erste umfasste vier SCA3-Patienten und drei RISCA mit < 64
CAG-Wiederholungen. In der zweiten waren zehn SCA3-Patienten mit 65 bis 69
CAG-Wiederholungen und in der dritten Gruppe sieben SCA3-Patienten und ein
RISCA mit > 70 CAG-Wiederholungen.

Die Ataxin-3-Polymorphismen G%7/C%7 und C'"'8/A1"8 waren in einem gemein-
samen Ansatz Allel-spezifisch bestimmt worden. Hier war eine Aussage zur Aus-
pragung des Genotyps des expandierten und physiologischen Allels maglich. Die
Sequenzierung verlief fur zwolf SCA3-Patienten und drei RISCA erfolgreich.
Zehn SCA3-Patienten und drei RISCA zeigten einen heterozygoten Genotyp nor
G987-C'""8/exp C%7-A""18 (Aminosauren Glycin-Tyrosin, G-Y/Aminosaure Arginin-
Stopp-Codon, R-Stopp) und zwei SCA3-Patienten (AX 4 und AX 15) einen ho-
mozygoten nor C%7-A1"18/exp C%7-A"118 (R-Stopp/R-Stopp).

Fur den Ataxin-3-Polymorphismus A869/G®¢° konnte aus methodischen Griinden
keine Allel-spezifische Analyse erfolgen. Die Sequenzierung erfolgte erfolgreich
bei 18 SCA3-Patienten und vier RISCA. EIf SCA3-Patienten und drei RISCA wa-
ren fUr diesen Polymorphismus heterozygot mit den Allelen A%69/G86° (Aminos&u-
ren Methionin/Valin, M/V). Die homozygote Variante A%9/A%° (Aminosauren Me-
thionin/Methionin, M/M) trugen sieben SCA3-Patienten und ein RISCA. In dieser
Kohorte waren auch die zwei SCA3-Patienten, AX 4 und AX 15, mit der homozy-
goten Auspragung nor C%7-A"18/exp C%7-A1118 (R-Stopp/R-Stopp) (Tabelle 3.2).
Die Sequenzierung aller analysierten Park2-Polymorphismen wurde erfolgreich
bei 18 SCA3-Patienten und vier RISCA durchgefuhrt. Die homozygote Variante
des Park2-Polymorphismus G®801/A%01 G801/G801 (Aminosauren Serin/Serin, S/S)
trugen 16 SCA3-Patienten und vier RISCA. Die Varianten G®1/A%" (Aminosau-
ren Serin/Asparagin, S/N) und A891/A%0" (Aminosauren Asparagin/Asparagin,
N/N) je ein SCA3-Patient. Der Park2-Polymorphismus G'23%/C'2%® wurde in der
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homozygoten Variante G'239/G'23% (Aminosauren Valin/Valin, V/V) von 15 SCA3-
Patienten und drei RISCA getragen. Drei SCA3-Patienten und RISCA 2 hatten
die heterozygote Auspragung G'2%%/A'23% (Aminosauren Valin/Leucin, V/L).
RISCA 2 war homozygot fiir die Variante A'21/A'281 (Aminosauren Asparagin/As-
paragin, N/N) des Park2-Polymorphismus G'281/A'28' Die anderen drei RISCA
und alle 18 SCA3-Patienten zeigten fur diesen Polymorphismus die Auspragung
der anderen homozygoten Variante G'281/G'?8" (Aminosé&uren Aspartat/Aspartat,
D/D) (Tabelle 3.2).

Die Verteilung der Polymorphismen folgte nach Nutzung des Shapiro-Wilk-Tests
keiner Normalverteilung.

Um eine mogliche Diagnose hinsichtlich einer SCA3 zu vermeiden, wurden die
genetischen Analysen der CAG-Wiederholungen, der Ataxin-3- und der Park2-

Polymorphismen bei den Kontrollen nicht vorgenommen.

Tabelle 3.2: Uberblick der genetischen Merkmalsausprigungen der untersuchten SCA3-
Patienten und RISCA

Fett hinterlegt ist das expandierte Allel. Rot bzw. griin sind die Personen mit einer Kombination,

der in dieser Kohorte selteneren Allelvarianten, hervorgehoben.

SCA3-
Patienten AR
CAG-Wiederholungen (SD: + 3,7) (IQA: 63,75-65,5)
T alle pathologisch
G%7/C%7 & G-C/C-A 10 3
Cc1118/p1118 _ ) 2
CAC-A | (Ax4+15) 0
Ataxin-3-
Polymorphismen AIG 11 3
6695669 7
A/A (inklusive 1
AX 4 + 15)
G/IG 16 4
G601/A601 G/A 1 0
A/A 1 0
Park2-

Polymorphismen G 1239/ 1239 G/G 15 3

G/C 3 1 (RISCA 2)
G1281/A1281 G/G 18 3

A/A 0 1 (RISCA 2)
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3.2.3 Korrelationen der CAG-Wiederholungen mit den klinischen

Parametern
Die Anzahl der CAG-Wiederholungen legt die Auspragung der Klinik und des
AAO der SCA3-Patienten bis zu 50 Prozent fest (Maciel et al. 1995). In dieser
Promotion wurde analysiert, ob diese Zusammenhange in der untersuchten Ko-
horte vorlagen und bestatigt werden konnten. Eingeschlossen wurden die 21
SCAS3-Patienten, deren Anzahl der CAG-Wiederholungen bekannt war.

Signifikante negative lineare Korrelation mit dem AAO

Fur die SCA3-Patienten-Kohorte zeigte sich nach Berechnung des linearen Kor-
relationskoeffizienten nach Pearson eine signifikante negative lineare Korrelation
(NLK) (p-Wert: 0,0054) mit dem AAO (Abbildung 3.2). Das heil’t, je mehr CAG-
Wiederholungen das expandierte Allel des Patienten besal3, desto friher war das
Auftreten von ataktischen Symptomen. Die Korrelationsprufung der drei Gruppen
ergab mittels des ungepaarten t-Tests keine signifikanten Zusammenhange. Es
war die Tendenz eines friheren Erkrankungsbeginns fur > 70 CAG-Wiederholun-

gen auszumachen (Abbildung 3.2b).
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Abbildung 3.2: Korrelation der CAG-Wiederholungen mit dem AAO
Aufgetragen wurden die CAG-Wiederholungen (a) in Kohorten oder (b) linear gegen das AAO.
(a) Die dicke horizontale Mittellinie stellt das arithmetische Mittel und die beiden diinnen Linien
ober- und unterhalb dieser die SD dar. Es zeigte sich die Tendenz eines frilheren AAO fiir die
Kohorte mit > 70 CAG-Wiederholungen. (b) Nach Berechnung des Korrelationskoeffizienten nach
Pearson ergab sich eine signifikante NLK (p-Wert: 0,0054) fir das AAO.
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Signifikante positive lineare Korrelation mit dem SARA-Score

In der Analyse des Korrelationskoeffizienten nach Pearson zeigte sich eine posi-
tive lineare Korrelation (PLK) (p-Wert: 0,0117) mit dem SARA-Score. Das heildt,
je mehr CAG-Wiederholungen vorlagen, desto hoher war der SARA-Score (Ab-
bildung 3.3a). In der Analyse der Kohorten wurde trotz Tendenz eines hoheren
SARA-Scores fur > 70 CAG-Wiederholungen uber den ungepaarten t-Test kein
signifikanter Zusammenhang berechnet (Abbildung 3.3b).
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Abbildung 3.3: Korrelation der CAG-Wiederholungen mit dem SARA-Score
Aufgetragen wurden die CAG-Wiederholungen (a) in Kohorten oder (b) linear gegen den SARA-
Score. (a) Tendenziell war der SARA-Score in der Kohorte mit > 70 CAG-Wiederholungen am
héchsten. (b) Nach der Analyse des linearen Korrelationskoeffizienten nach Pearson zeigte sich
eine signifikante PLK (p-Wert: 0,0117).

Signifikante Korrelation der CSDP mit einer CAG-Anzahl von > 70

In der nachsten Analyse wurde Uberpruft, ob die Anzahl der CAG-Wiederholun-
gen mit einem schnelleren Voranschreiten der Erkrankung einhergeht. Hierfur
wurde die CSDP berechnet. In der linearen Analyse zeigte sich ein tendenzieller
Anstieg der CSDP bei Zunahme der CAG-Wiederholungen (Abbildung 3.4b). Bei
der Analyse der aufgeteilten Kohorte errechnete sich fur die Gruppe mit > 70
CAG-Wiederholungen im Vergleich zur Gruppe mit < 64 CAG-Wiederholungen
nach dem Mann-Whitney-Test eine signifikant hohere CSDP (p-Wert: 0,0485)
(Abbildung 3.4a).
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Abbildung 3.4: Korrelation der CAG-Wiederholungen mit der CSDP
Aufgetragen wurden die CAG-Wiederholungen (a) in Kohorten oder (b) linear gegen die CSDP.
(a) Die dicke horizontale Mittellinie stellt den Median und die beiden diinnen Linien ober- und
unterhalb den IQA dar. Es berechnete sich eine signifikant hdhere CSDP der Kohorte mit > 70 im
Vergleich zur Kohorte mit <64 CAG-Wiederholungen (p-Wert: 0,0485). (b) Es zeigte sich die
Tendenz einer PLK.

3.2.4 Korrelationen des Ataxin-3-Polymorphismus A®°/G%%° mit

den klinischen Parametern

Ziel der nachsten Analysen war die Ermittlung eines potenziellen Einflusses des
Polymorphismus A86%/G®%° auf die klinischen Parameter AAO, SARA-Score und
CSDP. Eingeschlossen wurden die 18 SCA3-Patienten mit ermitteltem Genotyp.
Die Aufteilung der Kohorte erfolgte entsprechend der Allelauspragung. Fir diese
wurde im direkten Vergleich und in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen ein

modifizierender Effekt auf die klinischen Parameter gepruft.

Signifikante NLK des Genotyps Af%9/G%%° mit dem AAO

In der Analyse der beiden Kohorten zeigte sich nach dem Mann-Whitney-Test
kein signifikanter Unterschied fur das AAO (Abbildung 3.5a). Fir die SCA3-Pati-
enten mit dem Genotyp A%9/G6¢° zeigte sich in der Analyse des linearen Korre-
lationskoeffizienten nach Spearman eine signifikante NLK (p-Wert: 0,0346). (Ab-
bildung 3.5b).

Signifikant hoherer SARA-Score des Genotyps A%69/G®6°

In der Kohortenanalyse der beiden Allelauspragungen fur den Polymorphismus
A®%9/G®89 herechnete sich durch Nutzung des Mann-Whitney-Tests ein signifikant
hoherer SARA-Score der SCA3-Patienten mit der heterozygoten Auspragung (p-

83



Ergebnisse

80— 80—
Y A669/G669 (MN)
6o ° 60 ¢ = ASBY/AB69 (M/M)
(o] g40 ._;: &s fo) g«) " u ., 2 ®
o o [ ] | |
- 38 "t T .
20— ° 20 °
c I l c L " L) " l T L) L) L) l L) L) L) L) l
AlG AIA 60 65 70 75
(a) Base 669 (b) CAG-Wiederholungen

Abbildung 3.5: Korrelation des Polymorphismus A%%9/G®° mit dem AAO
Aufgetragen wurden die verschiedenen Allelauspragungen des Polymorphismus A®%/G®%° (a) in
Kohorten oder (b) linear in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen gegen das AAO. Die Kohorten
sind farblich und durch Symbole gekennzeichnet (s. Legende). (a) Die dicke horizontale Mittellinie
stellt den Median und die beiden diinnen Linien ober- und unterhalb den IQA dar. Es zeigte sich
kein signifikanter Unterschied der verschiedenen Genotypen fir das AAO. (b) . Es konnte fiir die
Auspragung A%9/G8° eine signifikante NLK nach Spearman dargestellt werden (p-Wert: 0,0346).

Wert: 0,0053) (Abbildung 3.6a). In der linearen Auftragung wurde fur beide Al-
lelauspragungen des Polymorphismus die Tendenz der PLK in Abhangigkeit der
CAG-Wiederholungen fur den SARA-Score gesehen (Abbildung 3.6b).
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Abbildung 3.6: Korrelation des Polymorphismus A°®?%/G%¢° mit dem SARA-Score
Aufgetragen wurden die verschiedenen Allelauspragungen des Polymorphismus A®%/G®%° (a) in
Kohorten oder (b) linear in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen gegen den SARA-Score.

(a) In der Kohortenanalyse zeigte sich ein signifikant héherer SARA-Score fiir die heterozygote
Auspragung des Polymorphismus (p-Wert: 0,0053). (b) In der linearen Auftragung war fiir beide
Auspragungen des Polymorphismus die Tendenz einer PLK fiir den SARA-Score zu sehen.

Keine signifikante Korrelation des Polymorphismus A%%%/G®° mit der CSDP
Weder in der Kohortenanalyse mittels Mann-Whitney-Test noch in der Bestim-

mung des linearen Korrelationskoeffizienten nach Spearman zeigte sich fur einen
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der beiden Genotypen des Polymorphismus A%6%/G®%° ein signifikanter Zusam-
menhang mit der CSDP (Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7: Korrelation des Polymorphismus A%¢9/G®° mit der CSDP
Aufgetragen wurden die verschiedenen Allelauspragungen des Polymorphismus A®%/G®%° (a) in
Kohorten oder (b) linear in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen gegen die CSDP. In keiner
Analyse zeigte sich fiir die zwei Allelauspragungen des Polymorphismus ein signifikanter Zusam-
menhang mit der CSDP.

3.2.5 Korrelationen der Polymorphismen G%7/C%7 und C'"18/A1118

mit den klinischen Parametern
Die Sequenzierung der Polymorphismen G%7/C%7 und C'"'8/A18 erfolgte ge-
meinsam. Sie wurden zusammen und Allel-spezifisch fur die Fragestellung einer
Korrelation mit den klinischen Parametern AAO, SARA-Score und CSDP unter-
sucht. Die zwoIf SCA3-Patienten mit einer erfolgreichen Sequenzierung wurden
entsprechend ihrer Allelauspragung fur die Polymorphismen in zwei Kohorten
aufgeteilt. Neben dem direkten Vergleich dieser beiden wurde ein modifizieren-
der Zusammenhang der Polymorphismen in Abhangigkeit der CAG-Wiederho-
lungen fur die klinischen Parameter untersucht. Dies konnte aufgrund der kleinen
Kohortenstarke der homozygoten Alleltrager dieser Polymorphismen nur fur die

heterozygote Kohorte erfolgen.

Signifikante NLK des Genotyps G%7-C1118/C%7.A1118 mijt dem AAO
Im direkten Vergleich beider Genotypen fiir die Polymorphismen G%7/C%7 und
C'118/A1118 zeigte sich die Tendenz eines spateren AAO fiir die homozygote Ko-

horte  (Abbildung 3.8a). Durch die Berechnung des linearen

85



Ergebnisse

Korrelationskoeffizienten nach Spearman wurde fur die heterozygote Al-
lelauspragung der Polymorphismen G%7/C%7 und C'"8/A118 mit Zunahme der
CAG-Wiederholungen eine signifikante NLK fur das AAO (p-Wert: 0,0249) ermit-

telt (Abbildung 3.8b).
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Abbildung 3.8: Korrelation der Polymorphismen G%7/C%7 und C'"18/A'1'® mit dem AAO
Aufgetragen wurden die verschiedenen Allelauspragungen der Polymorphismen G%7/C%7 und
C"18/A'18 (a) in Kohorten oder (b) linear in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen gegen das
AAO. Die Kohorten sind farblich und durch Symbole gekennzeichnet (s. Legende). (a) Die dicke
horizontale Mittellinie stellt den Median und die beiden dinnen Linien ober- und unterhalb den
IQA dar. Die homozygote Kohorte fiir diese Polymorphismen zeigte die Tendenz eines spateren
AAO. (b) In Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen zeigten die fiir die Polymorphismen hetero-
zygoten SCA3-Patienten eine signifikante NLK fur das AAO (p-Wert:0,0249).

Keine signifikante Korrelation der Polymorphismen G%?7/C%?7 und C'118/A1118

mit dem SARA-Score

Die Polymorphismen G%7/C%7 und C'""8/A""18 zeigten im direkten Vergleich und
linear in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen keine signifikante Korrelation
mit dem SARA-Score (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9: Korrelation der Polymorphismen G%7/C%7 und C'"'8/A""18 mit dem SARA-

Score
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Aufgetragen wurden die verschiedenen Allelauspragungen der Polymorphismen G%7/C%’ und
C'"18/A'18 (a) in Kohorten oder (b) linear in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen gegen den
SARA-Score. In keiner der beiden Analysen konnte ein signifikanter Zusammenhang ermittelt
werden.

Signifikante PLK des Genotyps G%7-C"118/C%7.A1118 mijt der CSDP

In der Bestimmung des linearen Korrelationskoeffizienten nach Spearman ermit-
telte sich fir die heterozygote Kohorte der Polymorphismen G%7/C%’ und
C"18/A118 eine signifikante PLK in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen fir
die CSDP (p-Wert: 0,0347) (Abbildung 3.10b). Im direkten Vergleich der Kohor-
ten beider Allelauspragungen fur die Polymorphismen deutete die heterozygote
Kohorte die Tendenz einer schnelleren CSDP an (Abbildung 3.10a).
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Abbildung 3.10: Korrelation der Polymorphismen G%7/C%7 und C'"'8/A""® mit der CSDP
Aufgetragen wurden die verschiedenen Allelauspragungen der Polymorphismen G%7/C%7 und
C"18/A'18 (3) in Kohorten oder (b) linear in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen gegen die
CSDP. (a) Die heterozygote Kohorte flr die Polymorphismen G%7/C%7 und C'''8/A'""® deutete
eine schnellere CSDP an. (b) In Abhangigkeit der Anzahl CAG-Wiederholungen zeigte sie eine
signifikante PLK fiir die CSDP (p-Wert: 0,0347).

3.2.6 Korrelationen des Park2-Polymorphismus G®°1/A®" mit den
klinischen Parametern
Im nachfolgenden Abschnitt wurde der Einfluss der Varianten des Park2-Poly-
morphismus G8°1/A%" auf die Auspragung der klinischen Parameter AAO, SARA-
Score und CSDP untersucht. Eingeschlossen wurden die 18 SCA3-Patienten,
deren Genotyp ermittelt werden konnte. Die Kohortenaufteilung folgte der Al-
lelauspragung. Zwei der Kohorten zahlten nur einen SCA3-Patienten, sodass ein
direkter Vergleich der Kohorten nicht moglich war. Fur die homozygote Variante

G891/G8%1 des Polymorphismus G89/A%%" wurde ein potenzieller modifizierender
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Effekt in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen auf die klinischen Parameter
gepruft.

Signifikante NLK des Genotyps G®/G&" mit dem AAO

Die Kohorte des Genotyps G®°'/G®" ist nach der Berechnung mittels des
Shapiro-Wilk-Tests normalverteilt (p-Wert: 0,1169) (Abbildung 3.11a). In der Ana-
lyse des linearen Korrelationskoeffizienten nach Pearson zeigte sich eine signifi-
kante NLK des Genotyps G®°'/G®°" in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen mit
dem AAO (p-Wert: 0,0112) (Abbildung 3.11b).
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Abbildung 3.11: Korrelation des Polymorphismus G®°'/A%"! mit dem AAO
Aufgetragen wurden die verschiedenen Allelauspragungen des Polymorphismus G®1/A®01 (a) in
Kohorten oder (b) linear in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen gegen das AAO. Die Kohorten
sind farblich und durch Symbole gekennzeichnet (s. Legende). (a) Die dicke horizontale Mittellinie
stellt das arithmetische Mittel und die beiden diinnen Linien ober- und unterhalb die SD dar. Eine
Kohortenanalyse war nicht moglich. (b) Nach Berechnung des linearen Korrelationskoeffizienten
nach Pearson lag fur den Genotyp G®°1/G®! eine signifikante NLK mit dem AAO vor (p-Wert:
0,0112).

Signifikante PLK des Genotyps G%°'/G®'" mit dem SARA-Score

Nach dem Shapiro-Wilk-Test war die Kohorte des Genotyps G®'/G8! fiir den
SARA-Score normalverteilt (p-Wert: 0,6913) (Abbildung 3.12a). In der Bestim-
mung des linearen Korrelationskoeffizienten nach Spearman zeigte sie eine sig-
nifikante PLK (p-Wert: 0,0409) in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen mit
dem SARA-Score (Abbildung 3.12b).
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Abbildung 3.12: Korrelation des Polymorphismus G%°'/A%" mit dem SARA-Score
Aufgetragen wurden die verschiedenen Allelauspragungen des Polymorphismus G®'/A®1 (a) in
Kohorten oder (b) linear in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen gegen den SARA-Score. Es
berechnete sich eine signifikante PLK des Genotyps G®°'/G8" im Zusammenhang mit den CAG-
Wiederholungen fir den SARA-Score (p-Wert: 0,0409).

Kein signifikanter Zusammenhang des Polymorphismus G®/A8" mit der

CSDP
Es lag keine lineare Korrelation des Genotyps G®°1/G®" mit der CSDP in Abhan-

gigkeit der Anzahl der CAG-Wiederholungen vor (Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13: Korrelation des Polymorphismus G¢°'/A%" mit der CSDP
Aufgetragen wurden die verschiedenen Allelauspragungen des Polymorphismus G®1/A%1 (a) in
Kohorten oder (b) linear in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen gegen die CSDP. (a) Die dicke
horizontale Mittellinie stellt den Median und die beiden diinnen Linien ober- und unterhalb den
IQA dar. (b) Nach Berechnung des linearen Korrelationskoeffizienten nach Spearman ergab sich

kein signifikanter Zusammenhang.
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3.2.7 Korrelationen des Park2-Polymorphismus G'239/C'%9 mit

den klinischen Parametern
Der Park2-Polymorphismus, der die Base G'239/C'239 beschreibt, wurde auf einen
Einfluss auf die Auspragung der klinischen Parameter AAO, SARA-Score und
CSDP untersucht. Eingeschlossen waren die 18 SCA3-Patienten mit bekanntem
Genotyp. Die Aufteilung der Kohorte folgte der Allelauspragung. Neben dem di-
rekten Vergleich der Allelauspragungen wurde in einer weiteren Analyse ein mo-
difizierender Effekt des Polymorphismus in Abhangigkeit der CAG-Wiederholun-

gen auf die klinischen Parameter gepruft.

Keine signifikanten Korrelationen des Polymorphismus G'239/C123° mit dem
AAO, dem SARA-Score und der CSDP

Beide Kohorten waren nach der Nutzung des Shapiro-Wilk-Tests fur das AAO (p-
Wert (G'2%9/G12%9): 0,5137; p-Wert (G'239/C'2%9): 0,7941) und den SARA-Score
(p-Wert (G'239/G'239): 0,8082; p-Wert (G'239/C12%9): 0,2034) normalverteilt. Die
Kohorte des Genotyps G'?%9/C'?3% war fiir die CSDP normalverteilt (p-Wert:
0,6781). In der Kohortenanalyse ermittelte sich Uber den ungepaarten t-Test
keine signifikante Korrelation der beiden Genotypen mit dem AAO und dem
SARA-Score (Abbildung 3.14a,c) Die Nutzung des Mann-Whitney-Tests fur die
Kohortenanalyse der CSDP erbrachte ebenfalls keine signifikanten Auspra-
gungsunterschiede (Abbildung 3.14e). In der Analyse des linearen Korrelations-
koeffizienten berechnete sich fur keine Allelauspragung ein signifikanter Zusam-
menhang in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen mit den klinischen Parame-
tern (Abbildung 3.14b,d,f). Es bestand die Tendenz eines friheren AAO (Abbil-
dung 3.14a) und einer NLK fiir die heterozygote Auspragung G'23%/C'23% (Abbil-
dung 3.14b) in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen. Die homozygote Kohorte
G'239/G"239 hatte eine Tendenz der PLK mit dem SARA-Score (Abbildung 3.14d).

3.2.8 Korrelationen des Park2-Polymorphismus G'281/A1281 mit

den klinischen Parametern
Die Auspragung des Park2-Polymorphismus G'281/A'281 war bei den 18 erfolg-

reich sequenzierten Patienten ausschliellich homozygot. Aufgrund dieser
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absoluten Monomorphie waren keine statistischen Auswertungen mit den klini-

schen Parametern moglich.
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Abbildung 3.14: Korrelationen des Polymorphismus G'#°/C'%° mit dem AAO, dem SARA-
Score und der CSDP

Aufgetragen wurden die verschiedenen Allelauspragungen des Polymorphismus G'239/C'2%
(a,c,e) in Kohorten oder (b,d,f) linear in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen gegen (a+b) das
AAO, (c+d) den SARA-Score und (e+f) die CSDP. Die Kohorten sind farblich und durch Symbole
gekennzeichnet (s. Legende). (a,c,e) Nach Ermittlung einer Normalverteilung stellte die dicke
horizontale Mittellinie stellt das arithmetische Mittel bzw. den Median und die beiden dinnen Li-
nien ober- und unterhalb die SD bzw. den IQA dar.

In keiner der durchgefiihrten Berechnungen ergaben sich signifikante Korrelationen. Die Kohorte
der Auspragung G'?3%/C"23° zeigte die Tendenz (a) eines frilheren AAO und (b) einer NLK in Ab-
hangigkeit der CAG-Wiederholungen mit diesem. Die Kohorte der Auspragung G'2%9/G'2% hatte
die Tendenz (d) einer PLK mit dem SARA-Score.
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3.2.9 Zusammenfassung der Ergebnisse der Etablierung des TR-
FRET-Assays zur Bestimmung des Gesamt-Ataxin-3-Pro-

teins und der Kohortenanalyse

In der nachfolgenden Tabelle 3.3 werden die Ergebnisse der Abschnitte 3.1 und
3.2 zusammengefasst. Die Korrelationsprufungen der genetischen und klini-
schen Merkmale der SCA3-Patienten-Kohorte sind in Zusammenschau mit den
in den nachfolgenden Abschnitten (3.3, 3.4, 3.5) beschriebenen Proteinmessun-
gen Teil der Diskussion. Die Etablierung des TR-FRET-Assays war die Voraus-

setzung fur die Messungen und Analysen des nachfolgenden Abschnitts 3.3.

Tabelle 3.3: Zusammenfassung der Ergebnisse der Abschnitte 3.1 und 3.2
Rot geschriebene Basen des Ataxin-3-Polymorphismus G%7/C%7 und C'"'8/A™""8 entsprechen
dem expandierten Allel.

Fiir welche Kombination der Mengen von Th-Anti-Ataxin-3-AK und D2-Anti-Ataxin-3-
1H9-AK erhdlt man das hochste Signal des Gesamt-Ataxin-3-Proteins im TR-FRET-
Assay?

Tb-Anti-Ataxin-3-AK 0,5ng
D2-Anti-Ataxin-3-1H9-AK 10 ng

Hatten die genetischen Auspragungen von Polymorphismen der SCA3-Patienten einen
Zusammenhang mit den klinischen Parametern?

— signifikante NLK mit AAO (p-Wert: **)

— signifikante PLK mit SARA-Score (p-Wert: *)

— >70 CAG-Wiederholungen signifikant
schnellere CSDP (p-Wert: *)

CAG-Wiederholungen

Genotyp A®6%/G66°:
A%e9/GPe° [ —  signifikante NLK mit AAO (p-Wert: *)
Ataxin-3- — signifikant hoherer SARA-Score (p-Wert: *)
Polymorphismen G7/C%7 und Genotyp G87.C1118/C987_p 1118
ciigatiie |~ signifikante NLK mit AAO (p-Wert: *)
— signifikante PLK mit CSDP (p-Wert: *)
Genotyp G8/GS":
GE01/A601 — relativ monomorphe Kohorte
— signifikante NLK mit AAO (p-Wert: *)
Park2- — signifikante PLK mit SARA-Score (p-Wert: *)
Polymorphismen G191 |~ keine Signifikanz mit dem AAO, dem SARA-Score
oder der CSDP
G'281/A'281 [ - monomorphe Kohorte; Auswertung nicht moglich

3.3 Korrelationen des Gesamt-Ataxin-3-Proteins

Die quantitative und qualitative Messung des Gesamt-Ataxin-3-Proteins erfolgte
anhand des neu etablierten TR-FRET-Assays (3.1.2) mit dem Tb-markierten
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Anti-Ataxin-3-Antikorper und dem D2-markierten Anti-Ataxin-3-1H9-Antikorper in
lysierten Lymphozyten-Proben von 24 SCA3-Patienten, funf RISCA und 31 Kon-
trollen. Es ergab sich fur das AFc der SCA3-Patienten ein Median von 3,48 (IQA:
1,36-4,74), fur die RISCA ein Median von 1,94 (IQA: 1,18-2,66) und ein Median
fur das AFc der Kontrollen von 4,84 (IQA: 2,74-9,76) (Tabelle 3.4 und Abbildung
3.15). Um eine mogliche Funktion als Surrogatmarker fur therapeutische rando-
misierte-klinische Studien (randomized clinical trials, RCT) zu untersuchen, wur-
den die gemessenen Proteinmengen mit klinischen und genetischen Parametern
korreliert.

Zunachst wurden die Kohorten der SCA3-Patienten, RISCA und Kontrollen mit-
einander verglichen, um die Rolle des Krankheitsstatus zu prafen. Nach Nutzung
des Mann-Whitney-Tests war kein signifikanter Unterschied zwischen den drei
Kohorten fur das Gesamt-Ataxin-3-Protein zu berechnen. Auffallend war die
breite Streuung der Gesamt-Ataxin-3-Protein-Werte der Kontrollen und der hohe
Messwert von RISCA 4 (Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15: Korrelation des Gesamt-Ataxin-3-Proteins mit dem Erkrankungsstatus
Aufgetragen wurden die Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten gegen das gemes-
sene AFc-Signal des Gesamt-Ataxin-3-Proteins. Die dicke horizontale Mittellinie stellt das arith-
metische Mittel bzw. den Median und die beiden dinnen Linien ober- und unterhalb dieser die
SD bzw. den IQA nach Ermittlung einer Normalverteilung dar. Zwischen den einzelnen Kohorten
liel3 sich kein signifikanter Unterschied der Gesamt-Ataxin-3-Protein-Expression berechnen.

3.3.1 Korrelationen des Gesamt-Ataxin-3-Proteins mit den
klinischen Parametern

Im nachfolgenden Teil wurden die gemessenen AFc-Signale des Gesamt-Ataxin-
3-Proteins mit den Parametern AAO, Krankheitsdauer, SARA-Score und CSDP
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korreliert. Die Kohortenanalyse wurde mit der unter 3.2.1 erlauterten Aufteilung
der SCA3-Patienten vorgenommen. Fur die SCA3-Patienten wurde ein linearer
Zusammenhang des klinischen Parameters mit dem gemessenen Proteinsignal

untersucht.

Keine signifikante Korrelation des Gesamt-Ataxin-3-Protein-Levels mit dem
AAO

Fir das AAO errechneten sich mittels des Mann-Whitney-Tests keine signifikan-
ten Expressionsunterschiede zwischen den Kohorten. Nach Nutzung des
Shapiro-Wilk-Tests lag fur die SCA3-Patienten-Kohorte mit einem AAO von > 45
Jahren eine Normalverteilung vor (p-Wert: 0,9988) (Abbildung 3.16a). Uber die
Ermittlung des linearen Korrelationskoeffizienten nach Spearman konnte kein

signifikanter Zusammenhang mit dem AAO ermittelt werden (Abbildung 3.16b).
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Abbildung 3.16: Korrelation des Gesamt-Ataxin-3-Proteins mit dem AAO
Aufgetragen wurden die (a) Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten und (b) das
AAO der SCA3-Patienten linear gegen das gemessene AFc-Signal des Gesamt-Ataxin-3-Pro-
teins. In beiden Darstellungen ergab sich keine signifikante Korrelation des Gesamt-Ataxin-3-
Proteins mit dem AAO.

Keine signifikante Korrelation des Gesamt-Ataxin-3-Protein-Levels mit der
Krankheitsdauer

In der Kohortenanalyse konnten keine signifikanten Unterschiede in den Gesamt-
Ataxin-3-Protein-Leveln mittels des Mann-Whitney-Tests berechnet werden. Fur
die SCA3-Patienten-Kohorte mit einer Krankheitsdauer von <9 Jahren lag nach
dem Shapiro-Wilk-Test eine Normalverteilung vor (p-Wert: 0,2407) (Abbildung

3.17a). In der Bestimmung des linearen Korrelationskoeffizienten nach
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Spearman wurde kein signifikanter Zusammenhang mit der Krankheitsdauer

nachgewiesen (Abbildung 3.17b).
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Abbildung 3.17: Korrelation des Gesamt-Ataxin-3-Proteins mit der Krankheitsdauer
Aufgetragen wurden die (a) Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten und (b) die
Krankheitsdauer der SCA3-Patienten linear gegen das gemessene AFc-Signal des Gesamt-Ata-
xin-3-Proteins. In beiden Darstellungen wurde keine signifikante Korrelation des Gesamt-Ataxin-
3-Proteins mit der Krankheitsdauer festgestellt.

Signifikant geringeres Gesamt-Ataxin-3-Protein-Level der Kohorten mit
<12 SARA-Score-Punkten

In der Kohortenanalyse zeigte sich eine signifikante Abnahme des Gesamt-Ata-
xin-3-Protein-Levels der mild betroffenen SCA3-Patienten-Kohorte mit <12
Punkten gegenuber den Kontrollen. Dies wurde mittels des Mann-Whitney-Tests
berechnet (p-Wert: 0,0335). Die Kohorte mit der Punktzahl von <12 (p-Wert:
0,3641) und > 24 Punkten (p-Wert: 0,7215) sind nach Nutzung des Shapiro-Wilk-
Tests normalverteilt (Abbildung 3.18a). Ein linearer Zusammenhang des SARA-
Scores und des gemessenen Gesamt-Ataxin-3-Protein-Levels bestand nicht (Ab-
bildung 3.18b).

Signifikant niedrigere Messwerte des Gesamt-Ataxin-3-Proteins fiir eine
CSDP von > 2,0 SARA-Score-Punkten pro Erkrankungsjahr

In der mit dem Mann-Whitney-Test durchgefuhrten Kohortenanalyse zeigte sich
fur die SCA3-Patienten-Kohorte mit einer CSDP von > 2,0 SARA-Score-Punkten

pro Erkrankungsjahr ein signifikant niedrigeres Gesamt-Ataxin-3-Protein-Level
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Abbildung 3.18: Korrelation des Gesamt-Ataxin-3-Proteins mit dem SARA-Score
Aufgetragen wurden die (a) Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten und (b) der
SARA-Score der SCA3-Patienten linear gegen das gemessene AFc-Signal des Gesamt-Ataxin-
3-Proteins. (a) Die mild betroffene SCA3-Patienten-Kohorte mit < 12 Punkten zeigte gegentiber
der Kontrollkohorte ein signifikant niedrigeres Level des Gesamt-Ataxin-3-Proteins (p-Wert:
0,0335). (b) Eine lineare Korrelation des SARA-Scores mit den Messwerten des Gesamt-Ataxin-
3-Proteins lag nicht vor.

als das der Kontrollkohorte (p-Wert: 0,0259) (Abbildung 3.19a). Die Berechnung
des linearen Korrelationskoeffizienten nach Spearman ergab keinen signifikan-

ten Zusammenhang (Abbildung 3.19b).
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Abbildung 3.19: Korrelation des Gesamt-Ataxin-3-Proteins mit der CSDP
Aufgetragen wurden die (a) Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten und (b) die
CSDP der SCA3-Patienten linear gegen das gemessene AFc-Signal des Gesamt-Ataxin-3-Pro-
teins. (a) Mittels des Mann-Whitney-Tests berechnete sich ein signifikant niedrigeres Gesamt-
Ataxin-3-Protein-Level der SCA3-Patienten-Kohorte mit einer CSDP von >2,0 SARA-Score-
Punkten pro Erkrankungsjahr (p-Wert: 0,0259). (b) In der Analyse einer linearen Korrelation
zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang.
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3.3.2 Korrelation des Gesamt-Ataxin-3-Proteins mit den CAG-
Wiederholungen

In der nachsten Analyse wurde ein potenzieller Zusammenhang der CAG-Wie-

derholungen mit der Expression des Gesamt Ataxin-3 Uberpruft. Es waren die 21

SCA3-Patienten und vier RISCA mit bekannter Anzahl der CAG-Wiederholungen

eingeschlossen. Korrelationen der Kohorten und der Linearitat wurden mit den

Messwerten der SCA3-Patienten (schwarz), der RISCA (rot) und der gemeinsa-

men Kohorte (violett) vorgenommen.

Keine signifikante Korrelation der gemessenen Gesamt-Ataxin-3-Level mit
der Anzahl der CAG-Wiederholungen

Es zeigte sich durch Anwendung des Mann-Whitney-Tests eine signifikante Ab-
nahme des Gesamt-Ataxin-3-Protein-Levels der Kontrollkohorte zur RISCA- und
Gesamtkohorte mit < 64 CAG-Wiederholungen (p-Wert (RISCA): 0,0177, p-Wert
(gemeinsam): 0,0035) (Abbildung 3.20a). In der Analyse einer linearen Korrela-
tion berechnete sich fur keine Kohorte ein signifikanter Zusammenhang mit der
CAG-Wiederholungsanzahl (Abbildung 3.20b).
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Abbildung 3.20: Korrelation des Gesamt-Ataxin-3-Proteins mit den CAG-Wiederholungen
Aufgetragen wurden die (a) Kohorten der Kontrollen und unterschiedlicher CAG-Wiederholungs-
anzahl sowie (b) die CAG-Wiederholungen der SCA3-Patienten und RISCA linear gegen das
gemessene AFc-Signal des Gesamt-Ataxin-3-Proteins. Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten
sind farblich und durch Symbole gekennzeichnet (s. Legende). Korrelationen der SCA3-Patienten
sind schwarz, der RISCA rot und der gemeinsamen Kohorte violett gekennzeichnet. (a) Die dicke
horizontale Mittellinie stellt den Median und die beiden dinnen Linien ober- und unterhalb dieser
den IQA dar. Nach dem Mann-Whitney-Test war die Abnahme der Gesamt-Ataxin-3-Protein-
Messwerte der Kontrollkohorte zur RISCA- (p-Wert: 0,0177) und Gesamtkohorte (p-Wert: 0,0035)
mit <64 CAG-Wiederholungen signifikant.
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3.3.3 Korrelationen des Gesamt-Ataxin-3-Proteins mit den drei

untersuchten Ataxin-3-Polymorphismen
In den nachfolgenden Darstellungen wurden Zusammenhange der verschiede-
nen Allelauspragungen der Ataxin-3-Polymorphismen mit dem gemessenen Sig-
nal des Gesamt-Ataxin-3-Proteins analysiert. Eingeschlossen waren fur den Po-
lymorphismus A86%/G8%° 18 SCA3-Patienten und vier RISCA mit bekannter Aus-
pragung. Der Polymorphismus G%7/C%7 und C'"'8/A""® wurde fiir zwolf SCA3-
Patienten und drei RISCA erfolgreich ermittelt. Die Einteilung der Kohortenzuge-
horigkeit erfolgte Uber die Allelauspragungen. Die Prifung der Korrelationen der
Kohorten und der Linearitat in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen wurde mit
den Messwerten der SCA3-Patienten (schwarz), der RISCA (rot) und der ge-

meinsamen Kohorte (violett) vorgenommen.

Keine signifikante Korrelation der Polymorphismen A®%9/G®6°, G%7/C9%7 ynd
C1"18/A1118 mit den Leveln des Gesamt-Ataxin-3-Proteins

Nach dem Shapiro-Wilk-Test waren die RISCA- (p-Wert: 0,7117) und die SCA3-
Patienten-Kohorte (p-Wert: 0,0503) des Genotyps A%%°/G®%% sowie die SCA3-Pa-
tienten- (p-Wert: 0,9524) und die Gesamtkohorte des Genotyps A89/A%° (p-Wert:
0,9279) normalverteilt. Diese bestand fiir die Polymorphismen G®%7/C%’ und
C'18/A118 fiir die SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,3728) und die Gesamtkohorte (p-
Wert: 0,0602) der heterozygoten Auspragung G%7/C1118.C9%87/A1118,

Fur die genotypischen Auspragungsunterschiede der Polymorphismen bestand
kein signifikanter Unterschied der Proteinlevel des Gesamt-Ataxin-3-Proteins
(Abbildung 3.21a,c). In der Kohortenanalyse des Polymorphismus A%6°/G®59 zeig-
ten sich signifikant geringere Gesamt-Ataxin-3-Protein-Level der RISCA- (p-
Wert: 0,0491), der SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,0035) und der Gesamtkohorte (p-
Wert: 0,0008) der Auspragung A%%°/G®%° gegentiber der Kontrollkohorte (Abbil-
dung 3.21a). Eine signifikante Abnahme der Gesamt-Ataxin-3-Protein-Level de-
tektierte sich fur die RISCA- (p-Wert: 0,0137), die SCA3-Patienten- (p-Wert:
0,0154) und die Gesamtkohorte (p-Wert: 0,0019) der Allelauspragung G%7/C'118-
C%7/A"18 (Abbildung 3.21c). In der Priifung einer linearen Korrelation zeigte sich

fur keine Allelauspragung der jeweiligen Kohorte und des jeweiligen
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Polymorphismus ein signifikanter Zusammenhang in Abhangigkeit der CAG-Wie-
derholungen mit dem Gesamt-Ataxin-3-Protein-Level (Abbildung 3.21b,d).
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Abbildung 3.21: Korrelationen des Gesamt-Ataxin-3-Proteins mit den Ataxin-3-

Polymorphismen A®%/G®° G%7/C%7 ynd C'113/A 1118
Aufgetragen wurden die verschiedenen Allelauspragungen der Polymorphismen (a+b) A%6%/G®5°,
(c+d) G%7/C%7 und C'"'8/A18 (a+c) in Kohorten oder (b+d) linear in Abhangigkeit der CAG-Wie-
derholungen gegen das gemessene AFc-Signal des Gesamt-Ataxin-3-Proteins. Kontrollen,
RISCA und SCA3-Patienten sind farblich und die Auspragungen der Polymorphismen durch Sym-
bole gekennzeichnet (s. Legende). (a+c) Im direkten Vergleich der identifizierten Auspragungen
der Polymorphismen zeigte sich keine signifikante Korrelation fir die SCA3-Patienten-, die
RISCA- oder die Gesamtkohorte. (a) Es wurden fiir die RISCA- (p-Wert: 0,0491), SCA3-Patien-
ten- (p-Wert: 0,0035) und Gesamtkohorte (p-Wert: 0,0008) der Auspragung A%°/G®%° gegentiber
der Kontrollkohorte signifikant niedrigere Gesamt-Ataxin-3-Protein-Level detektiert. (c) Signifikant
war das héhere Gesamt-Ataxin-3-Signal der Kontrollkohorte gegentiber der RISCA- (p-Wert:
0,0137), der SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,0154) und der Gesamtkohorte (p-Wert: 0,0019) des he-
terozygoten Genotyps G%7/C'18.C%7/A118 (b+d) Die Priifung einer linearen Korrelation in Ab-
hangigkeit der CAG-Wiederholungen zeigte keinen Allel-spezifischen Zusammenhang des jewei-
ligen Polymorphismus in der SCA3-Patienten-, der RISCA- oder der Gesamtkohorte mit dem ge-
messenen Gesamt-Ataxin-3-Protein-Level.

3.3.4 Korrelationen des Gesamt-Ataxin-3-Proteins mit den drei

untersuchten Park2-Polymorphismen
Ob die Allelauspragung der Park2-Polymorphismen die Expression des Gesamt-
Ataxin-3-Proteins beeinflusst, wurde im nachsten Abschnitt untersucht. Fur alle
drei Polymorphismen G801/A801 G1239/C1239 ynd G'281/A'281 wurden 18 SCA3-Pa-

tienten und drei RISCA mit erfolgreicher Sequenzierung eingeschlossen. Die
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Einteilung der Kohorten erfolgte nach der Allelauspragung. Die Untersuchung
von Zusammenhangen zwischen den Kohorten und einer Linearitat in Abhangig-
keit der CAG-Wiederholungen mit dem Gesamt-Ataxin-3-Protein-Level erfolgte
fur die SCA3-Patienten-, die RISCA und die gemeinsame Kohorte.

Keine signifikanten Korrelationen der Polymorphismen G&01/A80 G1239/C1239
und G'281/A1281 mijt den Leveln des Gesamt-Ataxin-3-Proteins

Nach dem Shapiro-Wilk-Test erwiesen sich die SCA3-Patienten- (p-Wert:
0,3694) und die Gesamtkohorte (p-Wert: 0,9288) des Genotyps G®°1/G®* als nor-
malverteilt. Dies galt ebenso fur die RISCA- (p-Wert: 0,0411), die SCA3-Patien-
ten- (p-Wert: 0,0156) und die Gesamtkohorte (p-Wert: 0,3955) des Genotyps
G12%9/G'239 sowie die SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,0137) und die Gesamtkohorte
(p-Wert: 0,2119) des Genotyps G'239/C'239, Fiir die RISCA- (p-Wert: 0,4427), die
SCAS3-Patienten- (p-Wert: 0,2774) und die Gesamtkohorte (p-Wert: p-Wert:
0,1164) des Genotyps G'?81/G'?! berechnete sich eine Normalverteilung.

Bei einmaliger Auspragung der Genotypen G®01/A801 AB01/AS0T ynd A1281/A1281
lieR® sich statistisch keine Korrelation zwischen den Allelauspragungen mit dem
Gesamt-Ataxin-3-Protein-Level prufen.

In keiner der durchgeflhrten Kohortenanalysen wurden signifikante Korrelatio-
nen zwischen Auspragungen der Polymorphismen in der jeweiligen Kohorte be-
rechnet (Abbildung 3.22a,c,e).

Nach der Nutzung des Mann-Whitney-Tests zeigten sich fur die RISCA- (p-Wert:
0,0165), die SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,0079) und die Gesamtkohorte (p-Wert:
0,0014) der Auspragung G®°1/G8%! signifikant geringere Gesamt-Ataxin-3-Pro-
tein-Level als in der Kontrollkohorte. (Abbildung 3.22a). In der Analyse des Poly-
morphismus G'23%/C"2* |ieR sich das fiir die RISCA- (p-Wert: 0,0411), die SCA3-
Patienten (p-Wert: 0,0156) und die Gesamtkohorte (p-Wert: 0,0042) der homozy-
goten G'239/G'23°-Auspragung sowie fiir die SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,0137)
und die Gesamtkohorte (p-Wert: 0,0059) der heterozygoten Auspragung berech-
nen. Die Kohorte des Genotyps G'239/C'239 exprimierte tendenziell weniger Ge-
samt-Ataxin-3-Protein gegeniber der Kohorte des Genotyps G'23%/G'23% (Abbil-
dung 3.22c). Signifikant niedrigere Gesamt-Ataxin-3-Level im Vergleich zu der
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Kontrollkohorte zeigten die RISCA- (p-Wert: 0,0411), die SCA3-Patienten- (p-
Wert: 0,0029) und die Gesamtkohorte (p-Wert: 0,1164) des Genotyps G'281/G1281
(Abbildung 3.22e). Ein linearer Zusammenhang der identifizierten Genotypen
des jeweiligen Polymorphismus fur die jeweilige Kohorte konnte nach Berech-
nung der Korrelationskoeffizienten nach Pearson bzw. Spearman nicht nachvoll-
zogen werden (Abbildung 3.22b,d,f). Die Kohorten der Genotypen G'239/G123°
und G'239/C'2%9 deuteten die Tendenz einer PLK in Abhangigkeit der CAG-Wie-
derholungen mit dem Gesamt-Ataxin-3-Protein an (Abbildung 3.22d).
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Abbildung 3.22: Korrelationen des Gesamt-Ataxin-3-Proteins mit den Park2-
Polymorphismen G®1/A8% G1239/C1239 ynd G'281/A1281
Aufgetragen wurden die verschiedenen Allelauspragungen der Polymorphismen (a+b) G®01/A%0",
(c+d) G'39/C'23% und (e+f) G'?81/A'?81 (a,c,e) in Kohorten oder (b,d,f) linear in Abhéngigkeit der
CAG-Wiederholungen gegen das gemessene AFc-Signal des Gesamt-Ataxin-3-Proteins. (a) Es
wurden fiir die RISCA- (p-Wert: 0,0165), die SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,0079) und die Gesamt-
kohorte (p-Wert: 0,0014) der Auspragung G®1/G®' gegeniiber der Kontrollkohorte signifikant
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niedrigere Gesamt-Protein-3-Level detektiert. (c) Signifikant erhdht war das gemessene Signal
des Gesamt-Ataxin-3-Proteins der Kontrollkohorte gegeniiber der RISCA- (p-Wert: 0,0411), der
SCA3-Patienten (p-Wert: 0,0156) und der Gesamtkohorte (p-Wert: 0,0042) der homozygoten
G'2%9/G'23%-Auspragung sowie fiir die SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,0137) und Gesamtkohorte (p-
Wert: 0,0059) der heterozygoten Auspragung des Polymorphismus. Die Kohorte des Genotyps
G'239/C12%° exprimierte tendenziell weniger Gesamt-Ataxin-3-Protein gegentiber der Kohorte des
Genotyps G'29/G'?%, (e) Die RISCA- (p-Wert: 0,0411), die SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,0029)
und die Gesamtkohorte (p-Wert: 0,1164) des Genotyps G'21/G'?8! zeigten ein signifikant niedri-
geres Gesamt-Ataxin-3-Protein-Level als das der Kontrollkohorte. (b,d,f) Die Priifung einer linea-
ren Korrelation in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen zeigte keinen Allel-spezifischen Zu-
sammenhang des jeweiligen Polymorphismus in der SCA3-Patienten-, der RISCA- und der Ge-
samtkohorte mit dem gemessenen Gesamt-Ataxin-3-Protein-Level. (d) Die Genotypen
G'29/G'23° und G'2%9/C'2* zeigten die Tendenz einer PLK.

3.3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der Korrelationspri-

fungen des Gesamt-Ataxin-3-Proteins

Die nachfolgende Tabelle 3.4 fasst die Ergebnisse, der unter 3.3 erlauterten Ana-
lysen zusammen. Sie dienten der Beantwortung der Hauptfragestellung, ob das

Gesamt-Ataxin-3-Protein als Prognose- oder Verlaufsbiomarker einsetzbar ist.

Tabelle 3.4: Zusammenfassung der Korrelationspriifungen fiir das Gesamt-Ataxin-3-
Protein
Die verschiedenen Allelauspragungen sind zur Kennzeichnung ihrer Signifikanz unterschiedlich
farblich gekennzeichnet.

Welcher Verteilung folgten die AFc Gesamt-Ataxin-3-Protein-Level (in % liber dem
Pufferhintergrund) in der jeweiligen Kohorte?

SCA3-Patienten 3,48 (IQA: 1,36-4,74)
RISCA 1,94 (IQA: 1,18-2,66)
Kontrollen 4,84 (IQA: 2,74-9,76)

Gab es einen Zusammenhang der klinischen Verlaufsparameter mit dem Gesamt-
Ataxin-3-Protein-Level?

— kein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll-,

Krankheitsstatus RISCA- und SCA3-Patienten-Kohorte
— breite Streuung der Messwerte der Kontrollkohorte
AAO — keine Korrelation mit AAO
Krankheitsdauer — keine Korrelation mit Krankheitsdauer
) — signifikant geringeres Level der SCA3-Patienten mit
SARA-Score <12 Punkten (p-Wert: *)
— signifikant geringeres Level der SCA3-Patienten mit
CSDP > 2,0 SARA-Score-Punkte/Erkrankungsjahr (p-Wert:

9
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Hatte die genetische Auspragung der SCA3-Patienten- und RISCA-Kohorte einen
Einfluss auf die gemessenen Gesamt-Ataxin-3-Protein-Level?

<64 CAG-Wiederholungen:
CAG-Wiederholungen — signifikant geringere Level der RISCA- (p-Wert: *) und
Gesamtkohorte (p-Wert: **)

669/ 669 98711118 _(987 /A 1118,
Ataxin-3-Polymorphismen Genqtyp?E A /G. und(lf /(I: c A ..
ASS9GE®. G87/C97 und — signifikant geringere Leve der*SCA3-Pat|enten- (p-
C1118 1118 Wert: **, *), RISCA- (p-Wert: *, *) und
Gesamtkohorten (p-Wert: ***, **)

Park2-Polymorphismen Genotypen G'/G*", G'#9/G#%, G'*/C'#*%, G1281/G™**":

G6Y1/AS01 G1239/C1239 ynd — signifikant geringere Level der SCA3-Patienten- (p-
G’1281/A1281 Wert: **, *, *, **), RISCA- (p-Wert: *, *, *) und

Gesamtkohorten (p_Wert **, **’ **’ ***)

3.4 Korrelationen des expandierten Ataxin-3-Proteins

Die quantitative und qualitative Bestimmung des expandierten Ataxin-3-Proteins
erfolgte mittels des TR-FRET-Assays unter Nutzung des Tb-markierten Anti-Ata-
xin-3-1H9- und des D2-markierten MW1-Antikorpers in Proben von 24 SCAS-
Patienten, funf RISCA und 31 Kontrollen. Es ergab sich fur das AFc der SCA3-
Patienten ein Median von 41,27 (IQA: 14,05-119,93), fur die RISCA ein arithme-
tisches Mittel von 81,49 (SD: £+ 75,82) und fur die Kontrollen ein Median von 16,66
(IQA: 8,42-36,57) (Tabelle 3.5 und Abbildung 3.23). Die Werte der RISCA-Ko-
horte waren nach dem Shapiro-Wilk-Test normalverteilt (p-Wert: 0,4424). Um
eine mogliche Funktion als Surrogatmarker fur therapeutische RCTs zu untersu-
chen, wurden die gemessenen Proteinlevel mit klinischen und genetischen Pa-
rametern korreliert.

Zunachst wurden die Kohorten der SCA3-Patienten, der RISCA und der Kontrol-
len miteinander verglichen, um die Rolle des Krankheitsstatus zu prufen.

Nach Anwendung des Mann-Whitney-Tests lag ein signifikant hOheres Level des
expandierten Ataxin-3-Proteins der SCA3-Patienten- gegenuber der Kontrollko-
horte vor (p-Wert: 0,0324). Die RISCA-Kohorte zeigte tendenziell hdhere Level
des expandierten Ataxin-3-Proteins als die Kontroll- und niedrigere Level als die
SCAS3-Patienten-Kohorte (Abbildung 3.23).
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Abbildung 3.23: Korrelation des expandierten Ataxin-3-Proteins mit dem

Erkrankungsstatus
Aufgetragen wurden die Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten gegen das gemes-
sene AFc-Signal des expandierten Ataxin-3-Proteins. Nach Ermittlung einer Normalverteilung
stellte die dicke horizontale Mittellinie stellt das arithmetische Mittel bzw. den Median und die
beiden diinnen Linien ober- und unterhalb die SD bzw. den IQA dar. Es errechnete sich ein sig-
nifikant hoheres Level des expandierten Ataxin-3-Proteins der SCA3-Patienten- gegenlber der
Kontrollkohorte (p-Wert: 0,0324). Die RISCA-Kohorte zeigte tendenziell hdhere Level des expan-
dierten Ataxin-3-Proteins gegentiber der Kontroll- und geringere Level gegenliber der SCA3-Pa-
tienten-Kohorte.

3.4.1 Korrelationen des expandierten Ataxin-3-Proteins mit den

klinischen Parametern
Die gemessenen AFc-Signale des expandierten Ataxin-3-Proteins wurden in den
Analysen dieses Abschnitts mit dem AAO, der Krankheitsdauer, dem SARA-
Score und der CSDP korreliert. Die Kohortenanalyse wurde mit der unter 3.2.1
erlauterten Aufteilung der SCA3-Patienten vorgenommen. Fir die SCA3-Patien-
ten wurde ein linearer Zusammenhang der klinischen Parameter mit dem gemes-

senen Proteinsignal untersucht.

Signifikant erhdhtes Level des expandierten Ataxin-3-Proteins fur ein AAO
von < 40 Jahren

Neben der RISCA- war die SCA3-Patienten-Kohorte mit einem AAO von > 45
Jahren normalverteilt (p-Wert: 0,2187). In dieser Analyse mit Anwendung des
Mann-Whitney-Tests ergab sich ein signifikant erhohtes Level des expandierten
Ataxin-3-Proteins fur die SCA3-Patienten-Kohorte mit einem AAO von < 40 Jah-
ren gegenuber der Kontrollkohorte (p-Wert: 0,0223) (Abbildung 3.24a). Die Er-

mittlung des linearen Korrelationskoeffizienten nach Spearman ergab keinen
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Zusammenhang des expandierten Ataxin-3-Proteins mit dem AAO (Abbildung
3.24Db).
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Abbildung 3.24: Korrelation des expandierten Ataxin-3-Proteins mit dem AAO
Aufgetragen wurden die (a) Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten und (b) das
AAO der SCA3-Patienten linear gegen das gemessene AFc-Signal des expandierten Ataxin-3-
Proteins. (a) In der Kohortenanalyse zeigten sich fiir die SCA3-Patienten-Kohorte mit einem AAO
<40 Jahre signifikant hohere Level des expandierten Ataxin-3-Proteins (p-Wert:0,0223). (b) Ein
signifikanter linearer Zusammenhang lag nicht vor.
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Signifikant erhohtes Level des expandierten Ataxin-3-Proteins bei einer
Krankheitsdauer von > 10 Jahren und signifikante PLK mit dieser

In der Kohortenanalyse berechnete sich nach Nutzung des Mann-Whitney-Tests
ein deutlich hoheres Level des expandierten Ataxin-3-Proteins fur eine Krank-
heitsdauer von > 10 Jahren gegenuber der Kontrollkohorte (p-Wert: 0,0100) (Ab-
bildung 3.25a). Die Ermittlung des linearen Korrelationskoeffizienten nach Spe-
arman zeigte eine signifikante PLK des expandierten Ataxin-3-Proteins bei fort-
laufender Krankheitsdauer (p-Wert: 0,0332) (Abbildung 3.25b).
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Abbildung 3.25: Korrelation des expandierten Ataxin-3-Proteins mit der Krankheitsdauer
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Aufgetragen wurden die (a) Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten und (b) die
Krankheitsdauer der SCA3-Patienten linear gegen das gemessene AFc-Signal des expandierten
Ataxin-3-Proteins. (a) Fur die SCA3-Patienten-Kohorte mit einer Krankheitsdauer von > 10 Jahre
zeigte sich ein signifikant hoheres expandiertes Ataxin-3-Protein-Level gegeniiber der Kontroll-
kohorte (p-Wert: 0,0100). (b) Es bestand eine signifikante PLK der Level des expandierten Ataxin-
3-Proteins mit der Krankheitsdauer.

Signifikant hochste Level des expandierten Ataxin-3-Proteins fiir einen
SARA-Score von > 24 Punkten

Neben der RISCA- war die SCA3-Patienten-Kohorte mit einem SARA-Score von
> 24 Punkten nach Nutzung des Shapiro-Wilk-Tests normalverteilt (p-Wert:
0,2575).

Nach Anwendung des Mann-Whitney-Tests hatte die stark betroffene SCA3-Pa-
tienten-Kohorte mit > 24 Punkten im Vergleich zu der Kontrollkohorte (p-Wert:
<0,0001), der mild (p-Wert: 0,0283) und moderat betroffenen (p-Wert: 0,002)
SCAS3-Patienten-Kohorten ein signifikant hdheres Level des expandierten Ataxin-
3-Proteins. Fur die RISCA-Kohorte wurde dieselbe signifikante Korrelation fur
das expandierte Ataxin-3-Protein durch den ungepaarten t-Test bestatigt (p-Wert:
0,0305) (Abbildung 3.26a). Die gemessenen Level des expandierten Ataxin-3-
Proteins deuteten die Tendenz einer PLK mit dem SARA-Score an (Abbildung
3.26b).
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Abbildung 3.26: Korrelation des expandierten Ataxin-3-Proteins mit dem SARA-Score
Aufgetragen wurden die (a) Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten und (b) der
SARA-Score der SCA3-Patienten linear gegen das gemessene AFc-Signal des expandierten Ata-
xin-3-Proteins. (a) Die schwer betroffenen SCA3-Patienten mit > 24 Punkten zeigten gegeniiber
der Kontroll- (p-Wert: <0,0001), der RISCA- (p-Wert: 0,0305), der mild (p-Wert: 0,0283) und der
moderat (p-Wert: 0,002) betroffenen SCA3-Patienten-Kohorten ein signifikant héheres Level des
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expandierten Ataxin-3-Proteins. (b) Tendenziell war eine PLK der gemessenen Level des expan-
dierten Ataxin-3-Proteins mit dem SARA-Score zu sehen.

Signifikant erhohtes Level des expandierten Ataxin-3-Proteins bei einer
CSDP von < 1,8 SARA-Score-Punkten pro Erkrankungsjahr

Die Analysen mit dem Mann-Whitney-Test zeigten bei der SCA3-Patienten-Ko-
horte mit einem langsameren Krankheitsfortschiritt von < 1,8 SARA-Score-Punk-
ten pro Erkrankungsjahr gegenuber der Kontrollkohorte ein signifikant hoheres
Level des expandierten Ataxin-3-Proteins (p-Wert: 0,0397). Tendenziell zeigte
sich fur die SCA3-Patienten-Kohorte mit einer CSDP von > 2,0 SARA-Score-
Punkten pro Erkrankungsjahr erhohte Level des expandierten Ataxin-3-Proteins.
(Abbildung 3.27a). Ein signifikanter linearer Zusammenhang stellte sich nicht dar
(Abbildung 3.27b).
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Abbildung 3.27: Korrelation des expandierten Ataxin-3-Proteins mit der CSDP
Aufgetragen wurden die (a) Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten und (b) die
CSDP der SCA3-Patienten linear gegen das gemessene AFc-Signal des expandierten Ataxin-3-
Proteins. (a) Gegentiber der Kontrollkohorte zeigten die SCA3-Patienten-Kohorte mit einer CSDP
von < 1,8 SARA-Score-Punkten pro Erkrankungsjahr signifikant (p-Wert: 0,0397) und die SCA3-
Patienten-Kohorte mit einer CSDP von > 2,0 SARA-Score-Punkten pro Erkrankungsjahr tenden-
ziell erhohte Level des expandierten Ataxin-3-Proteins. (b) Eine signifikante lineare Korrelation
wurde nicht ermittelt.

Insgesamt zeigten sich hohere Level des expandierten Ataxin-3-Proteins bei lan-
gerer Krankheitsdauer, einem frihen AAO, hohen SARA-Score-Punkten und ei-

ner langsamen CSDP.

107



Ergebnisse

3.4.2 Korrelation des expandierten Ataxin-3-Proteins mit den
CAG-Wiederholungen

Im nachsten Abschnitt wurde die Abhangigkeit der gemessenen Level des ex-
pandierten Ataxin-3-Proteins von der Anzahl der CAG-Wiederholungen gepruft.
Eingeschlossen waren 21 SCA3-Patienten und vier RISCA mit bekannter Anzahl
der CAG-Wiederholungen. Korrelationen der Kohorten und der Linearitat wurden
mit den Messwerten der SCA3-Patienten (schwarz), der RISCA (rot) und der ge-
meinsamen Kohorte (violett) vorgenommen.

In der mit dem Mann-Whitney-Test durchgefuhrten Kohortenanalyse zeigte sich
ein signifikant hoheres Level des expandierten Ataxin-3-Proteins der SCA3-Pati-
enten- (p-Wert: 0,0015), der RISCA- (p-Wert: 0,0013) und der Gesamtkohorte (p-
Wert: <0,0001) mit <64 CAG-Wiederholungen gegenuber der Kontrollkohorte.
Die Abnahme des expandierten Ataxin-3-Protein-Levels dieser Gesamtkohorte
zur Gesamtkohorte mit 65 bis 69 CAG-Wiederholungen war signifikant (p-Wert:
0,0097) (Abbildung 3.28a). Die Ermittlung des linearen Korrelationskoeffizienten
nach Spearman zeigte fur keine Kohorte einen Zusammenhang der gemessenen
Level des expandierten Ataxin-3-Proteins und der CAG-Wiederholungen (Abbil-
dung 3.28b).

Fek
dede[ ke xeddk + Kontrollen

[ X ]
® SCAS3-Patienten
= RISCA

w

(=3

=}
[

200+

A Fc (% Signal
-~ uber Puffer-Hintergrund)

g
AFc (% Signal
Uber Puffer-Hintergrund)
N
T
[ ]

0 o 2

65 70 75 80

[~}
1

Kontrollen 60-64  65-69 270 “60
a) CAG-Wiederholungen in Gruppen (b) CAG-Wiederholungen

Abbildung 3.28: Korrelation des expandierten Ataxin-3-Proteins mit den CAG-
Wiederholungen
Aufgetragen wurden die (a) Kohorten der Kontrollen und unterschiedlicher CAG-Wiederholungs-
anzahl sowie (b) die CAG-Wiederholungen der SCA3-Patienten und RISCA linear gegen das
gemessene AFc-Signal des expandierten Ataxin-3-Proteins. Kontrollen, RISCA und SCA3-Pati-
enten sind farblich und durch Symbole gekennzeichnet (s. Legende). Korrelationen der SCA3-
Patienten sind schwarz, der RISCA rot und der gemeinsamen Kohorte violett markiert. (a) Die
dicke horizontale Mittellinie stellt den Median und die beiden diinnen Linien ober- und unterhalb
dieser den IQA dar. Nach Nutzung des Mann-Whitney-Tests ergab sich ein signifikant hheres
Level des expandierten Ataxin-3-Proteins der SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,0015), der RISCA- (p-
Wert: 0,0013) und der Gesamtkohorte (p-Wert: <0,0001) mit <64 CAG-Wiederholungen
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gegenilber der Kontrollkohorte dar. Diese Gesamtkohorte hatte gegeniiber der Gesamtkohorte
mit 65-69 CAG-Wiederholungen ebenso ein signifikant héheres Level des expandierten Ataxin-
3-Proteins (p-Wert: 0,0097). (b) Die Berechnung eines linearen Korrelationskoeffizienten er-
brachte kein signifikantes Ergebnis.

3.4.3 Korrelationen des expandierten Ataxin-3-Proteins mit den

drei untersuchten Ataxin-3-Polymorphismen
In den nachfolgenden Analysen wurden Zusammenhange der verschiedenen Al-
lelauspragungen der Ataxin-3-Polymorphismen mit den gemessenen Konzentra-
tionsleveln des expandierten Ataxin-3-Proteins gepruft. Eingeschlossen waren
fir den Polymorphismus A®6%/G8¢° 18 SCA3-Patienten und vier RISCA mit be-
kannter Auspragung. Fir den Polymorphismus G%7/C%7 und C""'8/A'"18 waren
nach dem gleichen Kriterium zwolf SCA3-Patienten und drei RISCA eingeschlos-
sen. Die Einteilung der Kohortenzugehorigkeit erfolgte Uber die Allelauspragun-
gen. Die Prufung der Korrelationen der Kohorten und der Linearitat in Abhangig-
keit der CAG-Wiederholungen wurde mit den Messwerten der SCA3-Patienten
(schwarz), der RISCA (rot) und der gemeinsamen Kohorte (violett) vorgenom-

men.

Signifikant hohere Level des expandierten Ataxin-3-Proteins der
Genotypen A669IG669 und G987_c1118lc987_A1118

Nach Nutzung des Shapiro-Wilk-Tests war die Gesamtkohorte des Genotyps
APB9/A889 (p-Wert: 0,1802) normalverteilt. Diese bestand bei den Polymorphismen
G%7/C%7 und C'"18/A""8 fir die Gesamtkohorte der heterozygoten Auspragung
G987/C1118-C9%87/A1118 (p-Wert: 0,1093).

Im direkten Vergleich der Kohorten mit unterschiedlichen Allelauspragungen der
Polymorphismen berechnete sich fur die SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,0007) und
die Gesamtkohorte (p-Wert: <0,0001) des Genotyps A869/G®¢° ein signifikant ho-
heres Level des expandierten Ataxin-3-Proteins gegenuber der Kontrollkohorte
(Abbildung 3.29a). Auch der heterozygote Genotyp G%7/C"118-C%7/A1118 der Po-
lymorphismen G%7/C%7 und C'"'8/A'""8 zeigte gegenlber der Kontrollkohorte in
der SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,0079), der RISCA- (p-Wert: 0,0013) und der Ge-
samtkohorte (p-Wert: 0,0005) signifikant hohere Level des expandierten Ataxin-
3-Proteins (Abbildung 3.29c). Die Prufung einer Linearitat mit dem Level des
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expandierten Ataxin-3-Proteins erbrachte fur keine Allelauspragung der jeweili-
gen Kohorte und des jeweiligen Polymorphismus in Abhangigkeit der CAG-Wie-
derholungen einen signifikanten Zusammenhang (Abbildung 3.29b,d).
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Abbildung 3.29: Korrelationen des expandierten Ataxin-3-Proteins mit den Ataxin-3-
Polymorphismen A®%/G®° G%7/C%7 ynd C'113/A1118

Aufgetragen wurden die verschiedenen Allelauspragungen der Polymorphismen (a+b) A%6%/G®5°,
(c+d) G%7/C%7 und C'"'8/A118 (a+c) in Kohorten oder (b+d) linear in Abhangigkeit der CAG-Wie-
derholungen gegen das gemessene AFc-Signal des expandierten Ataxin-3-Proteins. Kontrollen,
RISCA und SCA3-Patienten sind farblich und die Auspragungen der Polymorphismen durch Sym-
bole gekennzeichnet (s. Legende). (a+c) Im direkten Vergleich der identifizierten Auspragungen
der Polymorphismen zeigte sich keine signifikante Korrelation fur die SCA3-Patienten-, die
RISCA- und die Gesamtkohorte. (a) Es wurden fir die SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,0007) und
Gesamtkohorte (p-Wert: <0,0001) der Auspragung A%%/G®® gegenliber der Kontrollkohorte sig-
nifikant hohere Level des expandierten Ataxin-3-Proteins detektiert. (c) Fir den heterozygoten
Genotyp G%7/C'18-C%7/A11® waren in der SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,0079), der RISCA- (p-
Wert: 0,0013) und der Gesamtkohorte (p-Wert: 0,0005) die gemessenen Level des expandierten
Ataxin-3-Proteins signifikant héher als in der Kontrollkohorte. (b+d) Die Prifung einer linearen
Korrelation in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen zeigte keinen Allel-spezifischen Zusam-
menhang des jeweiligen Polymorphismus in der SCA3-Patienten-, der RISCA- und der Gesamt-
kohorte mit dem gemessenen Level des expandierten Ataxin-3-Proteins.

3.4.4 Korrelationen des expandierten Ataxin-3-Proteins mit den

drei untersuchten Park2-Polymorphismen
Im abschliefenden Teil der Korrelationsberechnungen fur das expandierte Ata-

xin-3-Protein wurde sein Expressionslevel in Abhangigkeit der Auspragung der
drei Park2-Polymorphismen GB891/A%01, G'239/C123% ynd G'281/A'281 (iberprift.
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Eingeschlossen wurden 18 SCA3-Patienten und drei RISCA deren Genotyp er-
mittelt werden konnte. Die Untersuchung von Zusammenhangen zwischen den
Kohorten und einer Linearitat in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen mit dem
Level des expandierten Ataxin-3-Proteins erfolgte fur die SCA3-Patienten-, die
RISCA und die gemeinsame Kohorte.

Signifikant hohere Level des expandierten Ataxin-3-Proteins der
Genotypen G601IG601, G1239IG1239, G1239lc1239 und G1281/G1281

Nach Nutzung des Shapiro-Wilk-Tests erwiesen sich die RISCA-Kohorten des
Genotyps G891/G8%'  (p-Wert: 0,7599), G'239/G'>° (p-Wert: 0,9465) und
G'281/G"281 (p-Wert: 0,9465) sowie die SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,3668) und
Gesamtkohorte (p-Wert: 0,7403) des Genotyps G'23%/C'2%° normalverteilt.

Bei einmaliger Auspragung der Genotypen G®01/A801 AB01/AS01 ynd A1281/A1281
lied sich fur diese keine Korrelation zwischen den Allelauspragungen mit dem
Level des expandierten Ataxin-3-Proteins prufen.

Im direkten Vergleich der Level des expandierten Ataxin-3-Proteins der verschie-
denen Allelauspragungen zeigten diese untereinander fur den jeweiligen Poly-
morphismus keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 3.30a,c,e). Fur die
SCAS3-Patienten- (p-Wert: 0,0202), die RISCA- (p-Wert:0,0372) und die Gesamt-
kohorte (p-Wert: 0,0052) des Genotyps G®°1/G®" ergab sich nach Nutzung des
Mann-Whitney-Tests ein signifikant hoheres Level des expandierten Ataxin-3-
Proteins gegenuber der Kontrollkohorte (Abbildung 3.30a). In der Analyse des
Polymorphismus G'%39/C'2%9 |ieR sich dies gegentiber der Kontrollkohorte fiir die
SCAS3-Patienten- (p-Wert: 0,0204) und die Gesamtkohorte (p-Wert: 0,0101) des
Genotyps G'239/G'239 sowie furr die Gesamtkohorte des Genotyps der heterozy-
goten Auspragung des Polymorphismus (p-Wert: 0,0274) darstellen (Abbildung
3.30c). Signifikant erhohte Level des expandierten Ataxin-3-Proteins exprimier-
ten die SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,0089) und die Gesamtkohorte (p-Wert:
0,0048) des Genotyps G'281/G'281 (Abbildung 3.30e). Fir keine Allelauspragung
des jeweiligen Polymorphismus der analysierten Kohorten konnte ein signifikan-

ter linearer Zusammenhang in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen mit den
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Leveln des expandierten Ataxin-3-Proteins festgestellt werden (Abbildung
3.30b,d,f).
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Abbildung 3.30: Korrelationen des expandierten Ataxin-3-Proteins mit den Park2-
Polymorphismen G®1/A8% G1239/C1239 ynd G'281/A1281

Aufgetragen wurden die verschiedenen Allelauspragungen der Polymorphismen (a+b) G®01/A%0",
(c+d) G'39/C'23% und (e+f) G'?81/A'?81 (a,c,e) in Kohorten oder (b,d,f) linear in Abhéngigkeit der
CAG-Wiederholungen gegen das gemessene AFc-Signal des expandierten Ataxin-3-Proteins.
(a) Nach Nutzung des Mann-Whitney-Tests war das gemessene Level des expandierten Ataxin-
3-Proteins der Kontrollen signifikant geringer gegeniiber der RISCA- (p-Wert: 0,0372), der SCA3-
Patienten- (p-Wert: 0,0202) und der Gesamtkohorte (p-Wert: 0,0052) des Genotyps G®1/G®0".
(c) Signifikant niedriger war das gemessene Level des expandierten Ataxin-3-Proteins der Kon-
trollkohorte gegentiber der SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,0204) und der Gesamtkohorte (p-Wert:
0,0101) der homozygoten Auspragung G'23%/G'2*® sowie fiir die Gesamtkohorte (p-Wert: 0,0274)
der heterozygoten Auspragung des Polymorphismus. (e) Die SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,0089)
und die Gesamtkohorte (p-Wert: 0,0048) des Genotyps G'281/G'28! zeigten ein signifikant hoheres
Level des expandierten Ataxin-3-Proteins als das der Kontrollkohorte. (b,d,f) Die Priifung einer
linearen Korrelation in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen zeigte keinen Allel-spezifischen
Zusammenhang des jeweiligen Polymorphismus in der SCA3-Patienten-, der RISCA- und der
Gesamtkohorte mit dem gemessenen Level des expandierten Ataxin-3-Proteins.
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3.4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der Korrelationspri-

fungen des expandierten Ataxin-3-Proteins

Die nachfolgende Tabelle 3.5 fasst die Ergebnisse, der unter 3.4 erlauterten Ana-
lysen zusammen. Sie dienten der Beantwortung der Hauptfragestellung, ob das
expandierte Ataxin-3-Protein als Prognose- oder Verlaufsbiomarker einsetzbar

ist.

Tabelle 3.5: Zusammenfassung der Korrelationspriifungen fiir das expandierte Ataxin-3-
Protein

Die verschiedenen Allelauspragungen sind zur Kennzeichnung ihrer Signifikanz unterschiedlich

farblich gekennzeichnet.

Welcher Verteilung folgten die AFc-Level des expandierten Ataxin-3-Proteins (in % liber
dem Pufferhintergrund) in der jeweiligen Kohorte?

SCA3-Patienten 41,27 (IQA: 14,05-119,93)
RISCA 81,49 (SD: + 75,82)
Kontrollen 16,66 (IQA: 8,42-36,57)

Gab es einen Zusammenhang der klinischen Verlaufsparameter mit dem Level des
expandierten Ataxin-3-Proteins?

— signifikant hoheres Level der SCA3-Patienten

Krankheitsstatus gegeniiber den Kontrollen (p-Wert: *)

— signifikant hoheres Level der SCA3-Patienten mit
AAO < 40 Jahre (p-Wert: *)

— signifikant hoheres Level der SCA3-Patienten mit
Krankheitsdauer > 10 Jahre (p-Wert: **)
— signifikante PLK (p-Wert: *)

— signifikant hochstes Level der SCA3-Patienten mit

AAO

SARA-Score > 24 Punkten (p-Wert: ****/*/*/**)
— signifikant hoheres Level der SCA3-Patienten mit
CSDP <1,8 SARA-Score-Punkten/Erkrankungsjahr (p-

Wert: *)

Hatte die genetische Auspragung der SCA3-Patienten- und RISCA-Kohorte einen
Einfluss auf die gemessenen Level des expandierten Ataxin-3-Proteins?

<64 CAG-Wiederholungen:

— signifikant hoheres Level der SCA3-Patienten- (p-
CAG-Wiederholungen Wert: **), RISCA- (p-Wert: **) und Gesamtkohorte (p-
Wert: **** **) gegeniber Kontrollen/65-69 CAG-
Wiederholungen

Genotypen A669/G669 und G987lc1118_c987/A1118:

— signifikant hohere Level der SCA3-Patienten- (p-Wert:
), RISCA- (p-Wert: **) und Gesamtkohorten (p-
Wer.t. ****, ***)

Park2-Polymorphismen Genotypen G601/G601, G1239/G1239, G1239/C1239, G1281/G1281
GE01/A601 é1239/Cp1239 und — signifikant héhere Level der SCA3-Patienten- (p-Wert:
¢ * * **) RISCA- (p-Wert: *) und Gesamtkohorten (p-

1281/ 71281 [
G /A Wert: **, *, *, **)

Ataxin-3-Polymorphismen
A669/G669, G987/c987 und
C1 1 18/A1 118
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3.5 Korrelationen des Parkin-Proteins

Durcan et al. beobachteten eine erhohte Degradation von Parkin in Anwesenheit
des expandierten Ataxin-3-Proteins (Durcan et al. 2011). Im nachsten Abschnitt
wurde gepruft, ob die gemessenen Parkin-Protein-Werte mit klinischen Parame-
tern oder der genotypischen Auspragung korrelierten. Die TR-FRET-Messung
wurde in Proben von 24 SCA3-Patienten, funf RISCA und 31 Kontrollen mit dem
Tb-markierten Anti-Parkin-PRK8-Antikorper und dem D2-markierten Anti-Parkin-
Antikorper vorgenommen. Es ergab sich fur die SCA3-Patienten ein Median des
AFc von 602,37 (IQA: 280,40-873,74), fur die RISCA ein arithmetisches Mittel
von 81,49 (SD: £+ 75,82) und fur die Kontrollen ein Median von 16,66 (IQA: 8,42-
36,57) (Tabelle 3.6 und Abbildung 3.31). Zunachst wurden die Kohorten der
SCAS3-Patienten, der RISCA und der Kontrollen miteinander verglichen, um die
Rolle des Krankheitsstatus fur die Parkin-Protein-Expression zu prufen. Es erga-
ben sich nach Berechnungen mit dem Mann-Whitney-Test keine signifikanten
Expressionsunterschiede der Parkin-Protein-Level zwischen den Kohorten. Auf-
fallend waren die breit gestreuten Messwerte der Kontrollkohorte. RISCA 2, der
einzige Trager beider Genotypen G'23%/C'23° und A'281/A1281 hatte den hdchsten
Parkin-Protein-Wert der RISCA-Kohorte. Eine Normalverteilung lag nach Nut-
zung des Shapiro-Wilk-Tests fur die RISCA-Kohorte vor (p-Wert:0,0808) (Abbil-
dung 3.31).

—~~

© -

O 4000

>
T O *
C & 3000
D=
%) % °
S 2000~ . o
o ] °
L S 1000+
Q0

—

g 1 ¥ i-

Hee

1
Kontrollen RISCA SCA3-Patienten

Abbildung 3.31: Korrelation des Parkin-Proteins mit dem Krankheitsstatus
Aufgetragen wurden die Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten gegen das gemes-
sene AFc-Signal des Parkin-Proteins. Nach Ermittlung einer Normalverteilung stellte die dicke
horizontale Mittellinie stellt das arithmetische Mittel bzw. den Median und die beiden diinnen Li-
nien ober- und unterhalb die SD bzw. den IQA dar. Mit dem Mann-Whitney-Test berechnete sich
kein signifikanter Unterschied der Parkin-Protein-Level zwischen den drei Kohorten. Es fiel eine
breite Streuung der Parkin-Protein-Messwerte der Kontrollkohorte auf. Den héchsten Messwert
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fir das Parkin-Proteinlevel der RISCA-Kohorte hatte RISCA 2, der als einziger der Gesamtko-
horte die Auspragung G'23%/C'2%° und A'281/A"28 yorwies.

3.5.1 Korrelationen des Parkin-Proteins mit den klinischen

Parametern
Die mittels des TR-FRET-Assays gemessenen AFc-Signale des Parkin-Proteins
wurden im nachsten Abschnitt mit dem AAO, der Krankheitsdauer, dem SARA-
Score und der CSDP korreliert. Die Kohortenanalyse wurde mit der unter 3.2.1
erlauterten Aufteilung der SCA3-Patienten zusammen mit den Kontrollen und
den RISCA vorgenommen. Fur die SCA3-Patienten wurde ein linearer Zusam-
menhang der klinischen Parameter mit dem gemessenen Proteinsignal unter-

sucht.

Keine signifikante Korrelation der Parkin-Protein-Level mit dem AAO
Neben der RISCA- waren die SCA3-Patienten-Kohorten mit einem AAO von <40
(p-Wert: 0,0909) und > 45 Jahren (p-Wert: 0,0678) normalverteilt. In der Kohor-
tenanalyse liel3en sich keine signifikanten Unterschiede der Parkin-Protein-Level
berechnen. Im Vergleich zu den anderen Kohorten zeigte die SCA3-Patienten-
Kohorte mit einem AAO von > 45 Jahren die Tendenz geringerer Parkin-Protein-
Werte (Abbildung 3.32a). In der Ermittlung des linearen Korrelationskoeffizienten
nach Spearman zeigte sich die Tendenz einer NLK der Parkin-Protein-Level (Ab-
bildung 3.32b).
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Abbildung 3.32: Korrelation des Parkin-Proteins mit dem AAO
Aufgetragen wurden die (a) Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten und (b) das
AAO der SCA3-Patienten linear gegen das gemessene AFc-Signal des Parkin-Proteins. (a) Es
berechneten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kohorten. Die SCA3-Patienten-
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Kohorte mit einem AAO von > 45 Jahren zeigte tendenziell niedrigere Level des Parkin-Proteins
als die SCA3-Patienten-Kohorte mit einem AAO von <40 Jahren. (b) In der Darstellung eines
linearen Zusammenhangs zeigte sich die Tendenz einer NLK mit dem AAQ.

Keine signifikante Korrelation der Parkin-Protein-Level mit der
Krankheitsdauer

Die SCA3-Patienten-Kohorte mit einer Krankheitsdauer von > 10 Jahren war ne-
ben der RISCA-Kohorte nach dem Shapiro-Wilk-Test normalverteilt (p-Wert:
0,0793). Signifikante Expressionsunterschiede des Parkin-Proteins lieRen sich
zwischen den Kohorten nicht berechnen. Die Kohorte mit einer Krankheitsdauer
von > 10 Jahren zeigte gegenuber der RISCA- und der SCA3-Patienten-Kohorte
mit der Krankheitsdauer von < 9 Jahren tendenziell hdhere Parkin-Protein-Werte
(Abbildung 3.33a). Ein signifikanter linearer Zusammenhang mit der Krankheits-
dauer stellte sich nicht dar (Abbildung 3.33b).
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Abbildung 3.33: Korrelation des Parkin-Proteins mit der Krankheitsdauer
Aufgetragen wurden die (a) Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten und (b) die
Krankheitsdauer der SCA3-Patienten linear gegen das gemessene AFc-Signal des Parkin-Pro-
teins. Die SCA3-Patienten-Kohorte mit > 10 Jahren Krankheitsdauer zeigte die Tendenz hoherer
Parkin-Protein-Level gegeniiber der RISCA- und der SCA3-Patienten-Kohorte mit <9 Jahren
Krankheitsdauer. (b) Die Priifung einer linearen Korrelation erbrachte keinen signifikanten Zu-
sammenhang.

Keine signifikante Korrelation der Parkin-Protein-Level mit dem SARA-
Score

Nach Anwendung des Shapiro-Wilk-Tests waren neben der RISCA-, die SCA3-
Patienten-Kohorten mit < 12 (p-Wert: 0,1754) und > 24 Punkten (p-Wert: 0,7963)

normalverteilt. Zwischen den Kohorten lieRen sich keine signifikanten
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Unterschiede des Parkin-Protein-Levels berechnen (Abbildung 3.34a). Ein linea-

rer Zusammenhang liel3 sich nicht darstellen (Abbildung 3.34b).
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Abbildung 3.34: Korrelation des Parkin-Protein mit dem SARA-Score
Aufgetragen wurden die (a) Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten und (b) dem
SARA-Score der SCA3-Patienten linear gegen das gemessene AFc-Signal des Parkin-Proteins.
(a) Signifikante Unterschiede der Parkin-Protein-Level zwischen den Kohorten lieRen sich nicht
berechnen. (b) Die Darstellung eines signifikanten linearen Zusammenhanges war nicht méglich.

Keine signifikante Korrelation der Parkin-Protein-Level mit der CSDP

In der Kohortenanalyse zeigten sich zwischen diesen keine signifikanten Unter-
schiede der Expression des Parkin-Proteins. Die SCA3-Patienten-Kohorte mit ei-
ner CSDP von > 2,0 SARA-Score-Punkten pro Erkrankungsjahr war nach Nut-
zung des Shapiro-Wilk-Tests neben der RISCA-Kohorte normalverteilt (p-Wert:
0,4706) (Abbildung 3.35a). Eine lineare Korrelation der CSDP und der Parkin-
Protein-Messwerte der SCA3-Patienten-Kohorte lag nach Ermittlung des Korre-

lationskoeffizienten nach Spearman nicht vor (Abbildung 3.35b).
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Abbildung 3.35: Korrelation des Parkin-Proteins mit der CSDP
Aufgetragen wurden die (a) Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten und (b) der
CSDP der SCA3-Patienten linear gegen das gemessene AFc-Signal des Parkin-Proteins. (a) In
der Kohortenanalyse berechneten sich keine signifikanten Unterschiede der Expressionslevel
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des Parkin-Proteins. (b) Die Priifung einer linearen Korrelation ergab keinen signifikanten Zusam-
menhang mit der Auspragung der CSDP.

3.5.2 Korrelation des Parkin-Proteins mit den CAG-

Wiederholungen

Die nachste Analyse ging der Fragestellung nach, ob die Anzahl der CAG-Wie-
derholungen eine Auswirkung auf das detektierbare Signal des Parkin-Proteins
hatte. Eingeschlossen waren 21 SCA3-Patienten und vier RISCA mit bekannter
Anzahl der CAG-Wiederholungen. Korrelationen der Kohorten und der Linearitat
wurden mit den Messwerten der SCA3-Patienten (schwarz), der RISCA (rot) und
der gemeinsamen Kohorte (violett) vorgenommen. Es lag nach Anwendung des
Shapiro-Wilk-Tests fur die RISCA- (p-Wert: 0,8527) und SCA3-Patienten-Ko-
horte (p-Wert: 0,2060) mit < 64 CAG-Wiederholungen und die SCA3-Patienten-
Kohorten mit 65 bis 69 (p-Wert: 0,8604) und > 70 CAG-Wiederholungen (p-Wert:
0,1428) eine Normalverteilung vor. Zwischen den Kohorten errechneten sich
keine signifikanten Unterschiede nach Anwendung des Mann-Whitney-Tests
(Abbildung 3.36a). Die Darstellung eines linearen Zusammenhangs zeigte eine
leichte Tendenz der Zunahme des Parkin-Proteins bei steigender Anzahl der
CAG-Wiederholungen. (Abbildung 3.36b).
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Abbildung 3.36: Korrelation des Parkin-Proteins und mit den CAG-Wiederholungen
Aufgetragen wurden die (a) Kohorten der Kontrollen und unterschiedlicher CAG-Wiederholungs-
anzahl sowie (b) die CAG-Wiederholungen der SCA3-Patienten und RISCA linear gegen das
gemessene AFc-Signal des Parkin-Proteins. Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten sind farblich
und durch Symbole gekennzeichnet (s. Legende). Korrelationen der SCA3-Patienten sind
schwarz, der RISCA rot und der gemeinsamen Kohorte violett markiert. (a) Die dicke horizontale
Mittellinie stellt den Median und die beiden dinnen Linien ober- und unterhalb dieser den IQA
dar. (a+b) Es berechnete sich kein signifikanter Zusammenhang des Parkin-Protein-Levels mit
der Anzahl der CAG-Wiederholungen. (b) Tendenziell war eine PLK mit der Anzahl der CAG-
Wiederholungen zu erkennen.

118



Ergebnisse

3.5.3 Korrelationen des Parkin-Proteins mit den drei

untersuchten Ataxin-3-Polymorphismen
In den nachfolgenden Analysen wurde ein moglicher Zusammenhang der ver-
schiedenen Allelauspragungen der Atfaxin-3-Polymorphismen mit den gemesse-
nen Parkin-Protein-Werten ermittelt. Eingeschlossen waren fur den Polymorphis-
mus A®69/G6¢° 18 SCA3-Patienten und vier RISCA mit bekannter Auspragung.
Fur die Polymorphismen G%7/C%7 und C'"'8/A1118 waren zwolf SCA3-Patienten
und drei RISCA eingeschlossen. Die Einteilung der Kohortenzugehdrigkeit er-
folgte Uber die Allelauspragungen. Die Prufung der Korrelationen der Kohorten
und der Linearitat in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen wurde mit den
Messwerten der SCA3-Patienten (schwarz), RISCA (rot) und der gemeinsamen

Kohorte (violett) vorgenommen.

Keine signifikanten Korrelationen der Polymorphismen A®%9/G6569, G%7/C%87
und C'"8/A1118 mit den gemessenen Parkin-Protein-Leveln

Nach Nutzung des Shapiro-Wilk-Tests waren die RISCA- (p-Wert: 0,4954), die
SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,3932) und Gesamtkohorte des Genotyps G&69/A%6°
(p-Wert: 0,1403) sowie die SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,1220) und die Gesamt-
kohorte (p-Wert: 0,0561) des Genotyps A%9/A86° normalverteilt. Diese bestand
fur die Polymorphismen G%7/C%7 und C''8/A'"® fiir die RISCA- (p-Wert:
0,5370), die SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,5675) und die Gesamtkohorte (p-Wert:
0,1795) der heterozygoten Auspragung G%7/C'18-C%7/A1118 Es bestand fir
keine der Allelauspragungen der drei Polymorphismen ein signifikanter Unter-
schied in der Expression des Parkin-Proteins sowie ein signifikanter linearer Zu-
sammenhang (Abbildung 3.37a,b,c,d). Der Genotyp C%7/A1118-C%87/A1118 zeigte
die Tendenz niedrigerer Parkin-Protein-Level (Abbildung 3.37c).

3.5.4 Korrelationen des Parkin-Proteins mit den drei

untersuchten Park2-Polymorphismen
Im abschlieRenden Teil der Korrelationsberechnungen fur das Parkin-Protein
wurde sein Expressionslevel in Abhangigkeit der Auspragung der drei Park2-Po-

lymorphismen G891/A801 G1239/C123% ynd G'281/A1281 (iberpriift. Eingeschlossen
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Abbildung 3.37: Korrelationen des Parkin-Proteins mit den Ataxin-3-Polymorphismen

A669/G669, GQS7/C987 und C1118/A1118
Aufgetragen wurden die verschiedenen Allelauspragungen der Polymorphismen (a+b) A%6%/G®5°,
(c+d) G%7/C%7 und C'"'8/A118 (a+c) in Kohorten oder (b+d) linear in Abhangigkeit der CAG-Wie-
derholungen gegen das gemessene AFc-Signal des Parkin-Proteins. Kontrollen, RISCA und
SCAS3-Patienten sind farblich und die Auspragungen der Polymorphismen durch Symbole ge-
kennzeichnet (s. Legende). (a+c) Die unterschiedlichen Allelauspragungen der drei Polymorphis-
men zeigten keinen signifikanten Unterschied des Expressionslevels des Parkin-Proteins in der
RISCA-, der SCA3-Patienten- und der Gesamtkohorte. (c) Tendenziell zeigte der Genotyp
C87/AM18.C87/A1118 niedrigere Parkin-Protein-Level. (b+d) Die Darstellung einer linearen Korre-
lation war nicht moglich.

wurden 18 SCAS3-Patienten und drei RISCA deren Genotyp ermittelt werden
konnte. Die Untersuchung von Zusammenhangen zwischen den Kohorten und
einer Linearitat in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen mit dem Parkin-Pro-
tein-Level erfolgte fur die SCA3-Patienten (schwarz), die RISCA (rot) und die ge-

meinsame Kohorte (violett).

Keine signifikanten Korrelationen des Parkin-Protein-Levels mit den
Polymorphismen G®1/A81 G1239/C123% ynd G1281/A1281

Nach Nutzung des Shapiro-Wilk-Tests erwiesen sich die RISCA- (p-Wert:
0,1404) und die SCA3-Patienten-Kohorte (p-Wert: 0,1152) des Genotyps
G891/G8%1 als normalverteilt. Dies traf ebenso fiir die RISCA- (p-Wert: 0,1662), die
SCAS3-Patienten- (p-Wert: 0,2130) und die Gesamtkohorte (p-Wert: 0,0667) des
Genotyps G'239/G"'?*° sowie die SCA3-Patienten- (p-Wert: 0,8214) und die Ge-
samtkohorte (p-Wert: 0,0893) des Genotyps G'239/C'2%° zu. Fir den Genotyp
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G1281/G'281 waren die RISCA- (p-Wert: 0,1662) und die SCA3-Patienten-Kohorte
(p-Wert: 0,0778) normalverteilt.

Bei einmaliger Auspragung der Genotypen G®01/A801 AB01/AS01 ynd A1281/A1281
lie® sich fur diese keine Korrelation zwischen den Allelauspragungen mit den
Parkin-Protein-Leveln prifen.

Es konnten keine signifikanten Unterschiede der Expressionslevel des Parkin-
Proteins fur die Allelauspragungen der drei Polymorphismen berechnet werden
(Abbildung 3.38a,c,e). Tendenziell wurden fur die SCA3-Patienten-Kohorte des
Genotyps G'21/G"'281 hohere Parkin-Protein-Level gemessen als fiir die RISCA-
Kohorte desselben Genotyps (Abbildung 3.38e). Ein signifikanter linearer Zu-
sammenhang konnte nicht berechnet werden (Abbildung 3.38b,d,f). RISCA 2,
Trager der Allelauspragung G'239/C'23% und A'281/A1281 hatte die hochsten Par-
kin-Protein-Level aller RISCA und der Kohorte des Genotyps G'23%/C'23° (Abbil-
dung 3.38c,e).
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Abbildung 3.38: Korrelationen des Parkin-Proteins mit den Park2-Polymorphismen

G601/A601, G1239/C1239 Und G1281/A1281

Aufgetragen wurden die verschiedenen Allelauspragungen der Polymorphismen (a+b) G®01/A%0",
(c+d) G'9/C'23% und (e+f) G'?81/A'?81 (a,c,e) in Kohorten oder (b,d,f) linear in Abhéngigkeit der
CAG-Wiederholungen gegen das gemessene AFc-Signal des Parkin-Proteins. (a,c,e) Signifi-
kante Expressionsunterschiede der verschiedenen Allelauspragungen lieen sich nicht berech-
nen. (e) Die SCA3-Patienten-Kohorte des Genotyps G'?8'/G'?8! zeigte tendenziell hthere Parkin-
Protein-Werte als die RISCA-Kohorte desselben Genotyps. (cte) RISCA 2, Trager der Al-
lelauspragung G'23%/C'23% und A'21/A'281 hatte die hochsten Parkin-Protein-Werte aller RISCA
und der Kohorte des Genotyps G'?3%/C'?%, (b,d,f) In der Berechnung des linearen Korrelations-
koeffizienten konnte kein signifikanter Zusammenhang ermittelt werden.

3.5.5 Zusammenfassung der Ergebnisse der Korrelationspri-

fungen des Parkin-Proteins
Die nachfolgende Tabelle 3.6 fasst die Ergebnisse, der unter 3.5 erlauterten Ana-
lysen zusammen. Sie sollten klaren, ob das Parkin-Protein als Biomarker in der

SCAS3 genutzt werden kann.
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Tabelle 3.6: Zusammenfassung der Korrelationspriifungen fiir das Parkin-Protein
Die verschiedenen Allelauspragungen sind zur Kennzeichnung ihrer Signifikanz unterschiedlich
farblich gekennzeichnet.

Welcher Verteilung folgten die AFc-Level des Parkin-Proteins (in % tiber dem
Pufferhintergrund) in der jeweiligen Kohorte?

SCA3-Patienten 602,37 (IQA: 280,40-873,74)
RISCA 81,49 (SD: + 75,82)
Kontrollen 16,66 (IQA: 8,42-36,57)

Gab es einen Zusammenhang der klinischen Verlaufsparameter mit dem Level des
Parkin-Proteins?

Krankheitsstatus

AAO
Krankheitsdauer - kglng S|gn|f|kant_e _Korrelatlon des Parkin-Protein-Levels
mit einem der klinischen Verlaufsparameter
SARA-Score
CSDP

Hatte die genetische Auspragung der SCA3-Patienten- und RISCA-Kohorte einen
Einfluss auf die gemessenen Level des Parkin-Proteins?

CAG-Wiederholungen

Ataxin-3-Polymorphismen
A®69/G®6%, G%7/C%7 und — keine signifikante Korrelation des Parkin-Protein-Levels
c1g /a8 mit der Anzahl der CAG-Wiederholungen, der Ataxin-3-

oder Park2-Polymorphismen

Park2-Polymorphismen
G601/A601, G1239/C1239 und
G1281/A1281

3.6 Korrelationen der Proteine untereinander

Durcan et al. beschrieben in ihrer Studie eine vermehrte Degradation und gerin-
gere Level von Parkin in Anwesenheit des expandierten Ataxin-3-Proteins
(Durcan undFon 2011). Dies fuhrte zu den nachsten Analysen, bei denen gepruft
wurde, ob Zusammenhange der Proteinlevel untereinander vorlagen. Da die As-
says verschiedenen Sensitivitaten fur ihre Proteine vorwiesen, konnten die Werte
nicht mittels einer Kohortenanalyse verglichen werden. Es wurde ein linearer Zu-
sammenhang untersucht. Hierfur wurden die Messwerte zweier Proteine nach
Kohorten getrennt gegeneinander aufgetragen. Fur den Vergleich vom expan-
dierten mit dem Gesamt-Ataxin-3-Protein (Abbildung 3.39a) und dem expandier-
ten Ataxin-3-Protein mit dem Parkin-Protein (Abbildung 3.39b) ergaben sich
keine signifikanten Zusammenhange. Tendenziell zeigten die Kontrollen und
SCAS3-Patienten eher niedrige Werte des Gesamt-Ataxin-3-Proteins bei hohen
Werten des expandierten Ataxin-3-Proteins (Abbildung 3.39a) Es berechnete
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sich keine signifikante Korrelation bei dem Vergleich des Gesamt-Ataxin-3-Pro-
teins mit dem Parkin-Protein, jedoch konnte die Tendenz eines negativen linea-
ren Zusammenhangs fur das Parkin-Protein bei steigenden Gesamt-Ataxin-3-

Protein-Werten nachgewiesen werden (Abbildung 3.39c).
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Abbildung 3.39: Korrelation der Proteine untereinander

Aufgetragen wurde (a) das gemessene AFc-Signal des expandierten Ataxin-3-Proteins gegen
das gemessene AFc-Signal des Gesamt-Ataxin-3-Proteins, (b) das gemessene AFc-Signal des
expandierten Ataxin-3-Proteins gegen das gemessene AFc-Signal des Parkin-Proteins und (c)
das gemessene AFc-Signal des Gesamt-Ataxin-3-Proteins gegen das gemessene AFc-Signal
des Parkin-Proteins. SCA3-Patienten, RISCA und Kontrollen sind durch unterschiedliche Farben
und Symbole gekennzeichnet (s. Legende). (a,b,c) Es liel sich fiir keine Kohorte ein signifikanter
linearer Zusammenhang der beiden Proteinlevel berechnen. (a+c) Es zeigte sich die Tendenz
einer NLK der (a) Gesamt-Ataxin-3- bzw. (c) Parkin-Protein-Werte gegenlber der (a) expandier-
ten Ataxin-3- bzw. (c) Gesamt-Ataxin-3-Werte.

3.7 Verlaufsdynamik der Proteine

Vier SCA3-Patienten und ein RISCA stellten sich nach einer Zeitspanne von ei-
nem (AX 12), zwei (AX 3, AX 11, RISCA 3) oder drei Jahren (AX 5) ein zweites
Mal im Promotionszeitraum vor. Durch eine zweite Probenentnahme konnte die
Verlaufsdynamik der Proteinmesswerte in Abhangigkeit der Entwicklung des

SARA-Scores untersucht werden. Dieser wurde durch die Neurologen der
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Ataxie-Ambulanz der Neurologischen Poliklinik des Universitatsklinikums Tubin-
gen erhoben. Bei zwei SCA3-Patienten kam es zu einer Punktezunahme des
SARA-Scores von 4,5 Punkten. Beim dritten SCA3-Patienten nahm der Score
um 0,5 Punkte zu und bei dem vierten SCA3-Patienten um 0,5 Punkte ab. Der
SARA-Score des RISCA veranderte sich nicht (Abbildung 3.40a). Mittels des ge-
paarten t-Tests berechnete sich keine signifikante Anderung der Score-Punkt-
zahlen. Fur das Gesamt-Ataxin-3-Protein berechnete sich keine signifikante Ver-
laufsanderung, da Zunahmen und Abnahmen der Messwerte vorlagen (Abbil-
dung 3.40Db). Die Level des expandierten Ataxin-3-Proteins nahmen in der Zweit-
probe bei allen eingeschlossenen Personen ab, sodass die Tendenz seiner Ab-
nahme vorlag (Abbildung 3.40c). Die Verlaufsproben des Parkin-Proteins zeigten
niedrigere Werte als die der vorherigen Proben, sodass ohne signifikanten ge-
paarten t-Test eine Tendenz der abnehmender Level zu sehen war (Abbildung
3.40d).
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Abbildung 3.40: Verlaufsdynamik des SARA-Scores und der gemessenen Proteinlevel
Aufgetragen wurden (a) der SARA-Score, (b) die gemessenen AFc-Signale des Gesamt-Ataxin-
3-Proteins, (c) die gemessenen AFc-Signale des expandierten Ataxin-3-Proteins und (d) die ge-
messenen AFc-Signale des Parkin-Proteins der ersten und zweiten Vorstellung. Die vier SCA3-
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Patienten und der RISCA sind durch verschiedene Symbole und Farben gekennzeichnet. (a)
Zwei SCA3-Patienten zeigten eine Zunahme des SARA-Scores. Bei den anderen drei Personen
zeigte er sich in einem Rahmen von 0,5 Punkten tendenziell konstant. (b) Durch ab- und zuneh-
mende Messwerte war keine signifikante Dynamik zu berechnen. (c) Es zeigte sich die Tendenz
einer Abnahme der Level des expandierten Ataxin-3-Proteins. Die Abnahme fiel fir die SCA3-
Patienten mit dem Anstieg des SARA-Scores am deutlichsten aus. (d) Es zeigte sich eine nicht-
signifikante Abnahme der Parkin-Protein-Level im Verlauf, die fir die beiden SCA3-Patienten mit
zunehmendem SARA-Score am deutlichsten ausgepragt war.

In einem zweiten Ansatz wurden die Messungen der Verlaufsproben fur alle drei
Proteine von zwei SCA3-Patienten und dem RISCA wiederholt. Von den anderen
zwei SCA3-Patienten lag nicht genugend Material fur die Wiederholung vor. In
dieser Messung konnten die fur Abbildung 3.40 beschriebenen Tendenzen nicht
bestatigt werden. Die Messwerte der drei Proteine zeigten eine tendenzielle Zu-
nahme (Abbildung 3.41a,b,c), lediglich bei einem SCA3-Patienten, AX 11, nah-
men die Parkin-Protein-Werte im Verlauf ab (Abbildung 3.41c).
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Abbildung 3.41: Wiederholte Messung der Verlaufsproben
Aufgetragen wurden (a) die gemessenen AFc-Signale des Gesamt-Ataxin-3-Proteins, (b) die ge-
messenen AFc-Signale des expandierten Ataxin-3-Proteins und (c) die gemessenen AFc-Signale
des Parkin-Proteins der ersten und zweiten Vorstellung. (a+b+c) Es zeigten sich in der Wieder-
holung der Messungen tendenziell zunehmende Werte fir alle drei gemessenen Proteinlevel. Die
Zunahme fiel fir den RISCA jeweils am starksten aus. (c) Nur der Parkin-Protein-Wert von AX 11
zeigte sich in der Wiederholung fallend.
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3.8 Einflusse auf die Messungen

3.8.1 Entwicklung der Pipettiergenauigkeit

Das Pipettieren der erforderlichen Volumina des TR-FRET-Assays war hinsicht-
lich der Genauigkeit anspruchsvoll und eine mogliche Quelle fur fehlerhafte Mes-
sungen. Bei jedem pipettierten Ansatz wurden die Duplikate der Proben mitei-
nander verglichen und der Pipettierfehler berechnet. Wichen die gemessenen
AF-Signale um mehr als 10% voneinander ab, wurde die Messung wiederholt.
Die Entwicklung des Pipettierfehlers bzw. der Pipettiergenauigkeit Uber die Zeit
und ob die Anzahl der pipettierten Proben eine Rolle fur die Messwerte spielte,
wurde in der folgenden Abbildung 3.42 rechnerisch Uberpruft. Die Pipettiergenau-
igkeit zeigte sich im Studienzeitraum weitestgehend konstant mit einem Median
von 95,78%. Die beste Pipettiergenauigkeit wurde am 10.02.16 mit 97,59% und
die schlechteste am 16.10.15 mit 89,92% erreicht. Im Vergleich mit der Anzahl
der pipettierten Proben (Wert ohne Duplikate) zeigte sich keine Abhangigkeit mit
der Genauigkeit (Abbildung 3.42).

3.8.2 Potenzielles Bias durch die verschiedenen Zentren

Die Proben wurden aus den drei Zentren Bonn, Paris und Tubingen gesammelt,
die in der nachfolgenden Analyse anonymisiert betrachtet wurden. Fir die Studie
gab es keine standardisierten Verfahren der Blutentnahme, der Lymphozyteniso-
lierung und der Lagerung der Proben. Ein Zentrum verwendete CPDA-R6hrchen
zur Entnahme, ein anderes nutzte CPT-Rohrchen. Die Lymphozyten eines Zent-
rums waren bei -80 °C fur mehrere Jahre gelagert, ehe sie fur die Studie verwen-
det wurden. Ob diese Unterschiede eine Rolle in den Messungen der Proteinlevel
spielten, wurde mittels einer Kohortenanalyse Uberprift. Hierfur wurden die
Messwerte der SCA3-Patienten, RISCA und Kontrollen je Zentrum zusammen-
gefasst. Fur das Gesamt-Ataxin-3-Protein hatte die Kohorte aus dem zweiten
Zentrum nach Nutzung des Shapiro-Wilk-Tests eine Normalverteilung (p-Wert:
0,2823). Diese Kohorte zeigte im Vergleich mit den anderen beiden Zentren die
schmalste Streuung und tendenziell geringsten Gesamt-Ataxin-3-Protein-Werte.
Signifikante Unterschiede lief3 sich nicht berechnen (Abbildung 3.43a).
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Entwicklung der Pipettiergenauigkeit
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Abbildung 3.42: Entwicklung der Pipettiergenauigkeit
Aufgetragen wurden im Zeitraum der Messungen die Pipettiergenauigkeit in % (blaue Kurve),
sowie die dazugehorige Anzahl der Proben (ohne Duplikate, rote Kurve). Die Pipettiergenauigkeit
zeigte sich im gesamten Zeitraum konstant in einem Bereich von 89% bis 98% (mit einem Median
von 95,78%). Die Anzahl der Proben folgte der Dynamik der Pipettiergenauigkeit in diesem Zeit-
raum nicht, sodass kein Zusammenhang zwischen diesen beiden GréRen zu eruieren war.

In der Kohortenanalyse des expandierten Ataxin-3-Proteins waren die Kohorten
aus dem zweiten (p-Wert: 0,7124) und dritten Zentrum (p-Wert: 0,1878) nach
Anwendung des Shapiro-Wilk-Tests normalverteilt. Hier zeigten die Werte des
ersten Zentrums die gro3te Streuung. Ein signifikanter Unterschied der Protein-
level zwischen den Kohorten berechnete sich nicht (Abbildung 3.43b).

In der Analyse des Parkin-Proteins war die Kohorte aus dem dritten Zentrum nor-
malverteilt (p-Wert: 0,2194). Hier berechneten sich mit dem Mann-Whitney-Test
signifikant erhohte Parkin-Protein-Level des dritten Zentrums im Vergleich zum
ersten (p-Wert: <0,0001) und zweiten Zentrum (p-Wert: 0,0047). Die Werte des
dritten Zentrums zeigten eine breitere Streuung (Abbildung 3.43c).

Im nachsten Schritt wurden exemplarisch die Korrelationsprifungen des Parkin-
Proteins mit dem AAO und der Krankheitsdauer unter Ausschluss der Werte des
dritten Zentrums erneut vorgenommen. Die Kontrollkohorte umfasste 26 Proben
und die RISCA-Kohorte weiterhin funf. Die Kohortenstarke der SCA3-Patienten
war reduziert. Fur das AAO umfasste die Kohorte mit < 40 Jahren neun Patienten
und mit > 45 Jahren zehn Patienten. Bei der Analyse der Krankheitsdauer waren
zehn Patienten Teil der Kohorte mit < 9-jahrigen und neun Patienten Teil der Ko-
horte mit > 10-jahrigen Krankheitsdauer.

In der Kohortenanalyse fur das AAO waren die RISCA- (p-Wert: 0,0808) und die
SCAS3-Patienten-Kohorte mit einem AAO von < 40 Jahren (p-Wert: 0,8418) nach
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Abbildung 3.43: Vergleich der Proteinmessungen in Abhangigkeit der Zentren
Aufgetragen wurden die Kohorten der Zentren gegen (a) das gemessene AFc-Signal des Ge-
samt-Ataxin-3-Proteins, (b) das gemessene AFc-Signal des expandierten Ataxin-3-Proteins und
(c) das gemessene AFc-Signal des Parkin-Proteins. Nach Ermittlung einer Normalverteilung
stellte die dicke horizontale Mittellinie stellt das arithmetische Mittel bzw. den Median und die
beiden diinnen Linien ober- und unterhalb die SD bzw. den IQA dar. (a+b) Es berechneten sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Zentren. (a) Die Werte des zweiten Zentrums
zeigten die geringste Streuung und tendenziell die niedrigsten Messwerte fiir das Gesamt-Ataxin-
3-Protein. (b) Fir Zentrum 1 bestand die grote Streuung der Messwerte des expandierten Ata-
xin-3-Proteins. (c) Nach Nutzung des Mann-Whitney-Tests hatte die Kohorte des dritten Zentrums
im Vergleich zum ersten (p-Wert: <0,0001) und zweiten Zentrum (p-Wert: 0,0047) signifikant ho-
here Parkin-Protein-Level. Die Werte des dritten Zentrums zeigten die breiteste Streuung.

Nutzung des Shapiro-Wilk-Tests normalverteilt. Es berechnete sich weiterhin
kein signifikanter Unterschied der Parkin-Protein-Level zwischen den Kohorten.
Die Tendenz hoherer Parkin-Protein-Level der Kohorte mit einem AAO von > 45
Jahren war im Vergleich zu der anderen SCA3-Patienten-Kohorte (vgl. Abbildung
3.32a) nicht mehr auszumachen (Abbildung 3.44a). In der Kohortenanalyse zur
Korrelationsprufung mit der Krankheitsdauer war neben der RISCA- die SCA3-
Patienten-Kohorte mit einer Dauer von > 10 Jahren (p-Wert: 0,5364) nach dem

Shapiro-Wilk-Test normalverteilt. Es berechneten sich keine signifikanten
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Unterschiede des Parkin-Protein-Levels zwischen den Kohorten. Die SCA3-Pa-
tienten mit einer Krankheitsdauer von > 10 Jahren zeigten weiterhin die Tendenz
hoherer Parkin-Protein-Werte im Vergleich zu der anderen SCA3-Patienten-Ko-
horte (vgl. Abbildung 3.33a, Abbildung 3.44b).
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Abbildung 3.44: Vergleich der Korrelationen des Parkin-Proteins mit dem AAO und der
Krankheitsdauer unter Ausschluss der Messwerte aus dem dritten Zentrum
Aufgetragen wurden die Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten (a) des AAO und
(b) der Krankheitsdauer gegen das gemessene AFc-Signal des Parkin-Proteins. (a+b) Zwischen
den Kohorten berechneten sich keine signifikanten Unterschiede der Parkin-Protein-Level. (a)
Nach Ausschluss der Messwerte des dritten Zentrums zeigten sich fiir das AAO keine Tendenz.
(b) Fur die Kohorte mit einer Krankheitsdauer von > 10 Jahren stellten sich im Vergleich zu der
SCAS3-Patienten-Kohorte mit der Krankheitsdauer von < 9 Jahren tendenziell héhere Parkin-Pro-

tein-Werte dar.

3.8.3 Kontrollstudien zu Blutrohrchensystemen und

Blutentnahmezeitpunkten
Durch die beobachteten Varianzen der Messwerte der verschiedenen Zentren
wurden weitere Kontrollstudien durchgefuhrt, die die Variablen der verwendeten
Blutréhrchensysteme und den Umstand, ob die Probe nuchtern oder nicht nich-

tern entnommen wurde, pruften.

Vergleichsstudie der CPDA- und EDTA-R6hrchen bzw. niichterne und nicht
nlichterne Blutentnahme

Fir diese Vergleichsstudie wurden funf mannliche und funf weibliche Mitglieder
des Instituts fur Medizinische Genetik und Angewandte Genomik des Universi-
tatsklinikums Tubingen rekrutiert. Es wurden in nuchternem Zustand je zwei
EDTA- und CPDA-Rd6hrchen Blut abgenommen. Dreiflig Minuten nach einem ge-

meinsamen Fruhstuck folgte die zweite Blutentnahme, bei der wiederum zwei
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EDTA- und CPDA-Ro6hrchen Blut abgenommen wurden. In den Proben wurden
das Gesamt-Ataxin-3- und Parkin-Protein bestimmt. Die Analyse der Dynamik
zeigte fur das Gesamt-Ataxin-3-Protein in den CPDA- (Abbildung 3.45a) und in
den EDTA-R6hrchen (Abbildung 3.45b) keinen signifikanten gleichgerichteten
Unterschied in Abhangigkeit der Nahrungsaufnahme. Tendenziell fielen zuvor
sehr hohe Gesamt-Ataxin-3-Protein-Werte nach der Nahrungsaufnahme ab (Ab-
bildung 3.45ab). Niedrige Messwerte blieben konstant (Abbildung 3.45ab) oder
stiegen an (Abbildung 3.45ab). Die Signalstarke unterschied sich je nach ver-
wendetem Rohrchensystem. Die Messwerte der nicht nuchternen Proben waren
laut Berechnung mit dem Wilcoxon-Test in den EDTA-ROhrchen signifikant nied-
riger als in den CPDA-Rohrchen (p-Wert: 0,0488).
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Abbildung 3.45: Kontrollstudie des Gesamt-Ataxin-3-Proteins in CPDA- und EDTA-
Rohrchen vor und nach Nahrungsaufnahme

Aufgetragen wurden die zwei Zeitpunkte der Blutentnahme gegen das gemessene AFc-Signal
des Gesamt-Ataxin-3-Proteins (a) in CPDA-Réhrchen und (b) in EDTA-RShrchen. Méanner (blau)
und Frauen (rot) sind farblich gekennzeichnet. Die einzelnen Probanden erhalten verschiedene
Symbole (s. Legende). Es war in beiden Abbildungen keine signifikante Dynamik in Abhangigkeit
zur Nahrungsaufnahme zu berechnen. Hohe Niichtern-Messwerte waren eher abfallend, wohin-
gegen niedrige Nichtern-Messwerte nach der Nahrungsaufnahme konstant blieben oder zunah-
men. Das gemessene Signal des Gesamt-Ataxin-3-Proteins war in den EDTA-Rohrchen nach
Nahrungsaufnahme im Vergleich zu den CPDA-Rd&hrchen signifikant geringer (p-Wert: 0,0488).

—
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Fir das Parkin-Protein zeigte sich in beiden Blutrohrchensystemen keine von der
Nahrungsaufnahme abhangige signifikante gleichformige Dynamik der Mess-
werte (Abbildung 3.46ab). Die Messwerte waren vorwiegend abfallend, jedoch
zeigten sich in beiden Blutrohrchensytemen einzelne deutliche Steigerungen
nach der Nahrungsaufnahme. Ein signifikanter Unterschied in der gemessenen

Signalstarke der beiden verwendeten Blutrohrchensysteme bestand nicht.
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Abbildung 3.46: Kontrollstudie des Parkin-Proteins in CPDA- und EDTA-R6hrchen vor
und nach Nahrungsaufnahme

Aufgetragen wurden die zwei Zeitpunkte der Blutentnahme gegen das gemessene AFc-Signal
des Parkin-Proteins (a) in CPDA-R6hrchen und (b) in EDTA-R6hrchen. In beiden Darstellungen
war keine signifikante gleichférmige Dynamik in Abhangigkeit zur Nahrungsaufnahme zu berech-
nen. Tendenziell lag bei den meisten Proben (8 von 10) ein Abfall der Parkin-Protein-Messwerte
vor. Bei jeweils zwei Proben in (a) und (b) waren starke Anstiege nach Nahrungsaufnahme zu
messen. Zwischen den Blutréhrchensystemen bestanden keine signifikanten Unterschiede der
gemessenen Signalstarke des Parkin-Proteins.

Vergleichsstudie der CPDA- und CPT-Rohrchen bzw. niichterne und nicht
nlichterne Blutentnahme

In einer zweiten Vergleichsstudie wurde der Einfluss der Nahrungsaufnahme, mit
Protokollierung der zu sich genommenen Nahrung, durchgefuhrt. Anstelle der
EDTA-Ro6hrchen wurden CPT-Rohrchen verwendet, um ein anderes in der Stu-
die verwendetes Blutrohrchensystem hinsichtlich seiner Eigenschaften zu testen.
Es wurden wie bei den CPDA- auch von den CPT-Roéhrchen zwei Stuck pro Blut-
entnahmezeitpunkt verwendet. In dieser Studie waren drei mannliche und drei
weibliche Mitarbeiter des Instituts fur Medizinische Genetik und Angewandte Ge-
nomik des Universitatsklinikums Tubingen als Kontrollen eingeschlossen. Fol-

gendes Fruhstucksprotokoll wurde abgegeben (Tabelle 3.7):

Tabelle 3.7: Protokoll des zu sich genommenen Friihstiicks der Kontrollen

Brotchen Herzhaft SuR Orangensaft Kaffee Wasser
M1 2 X X X
M2 2 X X mit Milch
M3 2 X X X
F1 1,5 X X mit Milch
F2 2 X X
F3 1 X X X
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In der Messung des Gesamt-Ataxin-3-Proteins zeigte sich in den CPDA-Ro6hr-
chen ein tendenzieller Abfall der Messwerte nach Nahrungsaufnahme. Der Mess-
wert von M3 war ansteigend. Laut dem selbst konzipierten Fruhstlcksprotokoll
war er der einzige, der Wasser getrunken hat (Abbildung 3.47a). Die Dynamik
der Messwerte in den CPT-Rohrchen war teilweise abweichend der Dynamik der
Messwerte in den CPDA-Rohrchen. Hier zeigten je drei Kontrollen eine Abnahme
bzw. Zunahme des Gesamt-Ataxin-3-Protein-Levels, jedoch keine Konstanz (Ab-
bildung 3.47b). Ein signifikanter Unterschied der gemessenen AFc-Signale zwi-

schen den Rohrchensystemen ergaben sich zu keinem Blutentnahmezeitpunkt.
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Abbildung 3.47: Kontrollstudie des Gesamt-Ataxin-3-Proteins in CPDA- und CPT-

Rohrchen vor und nach Nahrungsaufnahme
Aufgetragen wurden die Zeitpunkte der Blutentnahme gegen das gemessene AFc-Signal des
Gesamt-Ataxin-3-Proteins (a) in CPDA-Réhrchen und (b) in CPT-R&hrchen. (a) Tendenziell zeig-
ten die gemessenen Werte eine Abnahme nach der Nahrungsaufnahme. Bei einer Kontrolle war
ein Anstieg zu messen. (b) Es wurde bei jeweils drei Kontrollen eine Zu- bzw. Abnahme des
Gesamt-Ataxin-3-Proteins gemessen. Eine Konstanz der Messwerte war nicht aufzuzeigen. (a+b)
Zwischen den beiden Rohrchensystemen liel sich kein signifikanter Unterschied des gemesse-
nen Signals berechnen.
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Fir die Messung der Parkin-Protein-Level ergab sich in den CPDA-Rohrchen in
Abhangigkeit der Nahrungsaufnahme keine gleichformige Dynamik. Jeweils drei
Kontrollen zeigten eine Zu- bzw. Abnahme der Parkin-Protein-Messwerte. Eine
Konstanz uber beide Messzeitpunkte war nicht zu detektieren (Abbildung 3.48a).
Fir die Messwerte in den CPT-Rohrchen lag nach dem Friuhstuck die Tendenz
eines Anstiegs der Parkin-Protein-Werte vor. Bei F3 nahm der Parkin-Protein-
Wert nach dem Fruhstuck ab. Sie hatte beim Fruhstick laut Protokoll am wenigs-
ten aller Kontrollen gegessen (Abbildung 3.48b). Zum zweiten Blutentnahmezeit-
punkt war das gemessene Signal in den CPT-Rohrchen nach Nutzung des Wil-
coxon-Tests signifikant hoher als in den CPDA-Rohrchen (p-Wert: 0,0312).

133



Ergebnisse

'g 500 '8 500
- c _ 3
T 5)400- T O)400-] e M1
C = c =
[ F] o2 = M2
N < - N C -
1) £ 300 n £ 300 A M3
X R
[ [
Zmzoo— \thz) 200- * F1
> ;5. 100 > CE 100 = F2
< . < — A F3

(] [

;8 o T T 'g v T T

niichtern nicht niichtern niichtern nicht niichtern
(a) CPDA (b) CPT

Abbildung 3.48: Kontrollstudie des Parkin-Proteins in CPDA- und EDTA-R6hrchen vor
und nach Nahrungsaufnahme

Aufgetragen wurden die Zeitpunkte der Blutentnahme gegen das gemessene AFc-Signal des
Parkin-Proteins (a) in CPDA-R&hrchen und (b) in CPT-Rohrchen. (a) Es war keine signifikante
gleichférmige Dynamik der Proben zu berechnen. Kein Parkin-Protein-Level war zu beiden Mess-
zeitpunkten konstant. (b) Tendenziell lag eine Zunahme der Parkin-Protein-Werte nach der Nah-
rungsaufnahme vor. Bei F3 wurde eine Abnahme gemessen. Das gemessene Signal des Parkin-
Proteins war nach Nahrungsaufnahme im Vergleich zu den CPDA-R&hrchen signifikant héher in
den CPT-Réhrchen (p-Wert: 0,0312).

3.8.4 Zusammenfassung der Proteinkorrelationen untereinan-
der, der Verlaufsproben und der Einflisse auf die Messun-

gen
In der nachfolgenden Tabelle 3.8 werden die Ergebnisse der Abschnitte 3.6, 3.7
und 3.8 zusammengefasst. Die Korrelationen der Proteine untereinander beant-
worteten die Fragestellung eines signifikanten Unterschieds der gemessenen Le-
vel aufgrund der vorbeschriebenen Interaktionen der Proteine untereinander. Die
Untersuchung der Verlaufsproben sollte die Fragestellung eines Zusammen-
hangs der Klinik mit den Proteinleveln anhand einer longitudinalen Analyse spe-
zifischer beantworten. Abschliefiend wurden verschiedene Einflisse untersucht,
die moglicherweise dazu fuhrten, dass Ergebnisse nicht vergleichbar waren. Dies
sollte die Fragestellung beantworten, ob eine Standardisierung der verschiede-

nen Versuchsschritte notwendig ist.
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Tabelle 3.8: Zusammenfassung der Proteinkorrelationen untereinander, der Dynamik der
Verlaufsproben und der Einfliisse auf die Messergebnisse

Zeigte die vorbeschriebene molekulare Interaktion der Proteine einen direkten
messbaren Zusammenhang der Proteinlevel untereinander?

Expandiertes und Gesamt-
Ataxin-3-Protein

— Tendenz einer PLK des expandierten gegenuber des
Gesamt-Ataxin-3-Proteins

Expandiertes Ataxin-3- und
Parkin-Protein

— kein signifikanter linearer Zusammenhang

Gesamt-Ataxin-3- und Par-
kin-Protein

— Tendenz einer NLK der Parkin- gegenuber der
Gesamt-Ataxin-3-Protein-Werte

Gab es in den Verlaufsproben derselben Patienten eine signifikante
Verlaufskorrelation mit dem SARA-Score?

Erste Messung
(AX 3, AX 5, AX 11, RISCA 3,
AX 12)

Gesamt-Ataxin-3-Protein:

— keine gleichférmige Dynamik

Expandiertes Ataxin-3- und Parkin-Protein:

— tendenzielle Abnahme der Werte im Verlauf

Zweite Messung
(AX 11, RISCA 3, AX 12)

Expandiertes, Gesamt-Ataxin-3- und Parkin-Protein:
— tendenzielle Zunahme der Werte im Verlauf

Spielte die Entwicklung der Pipettiergenauigkeit und die Probenanzahl der TR-FRET-
Assays eine Rolle auf die Qualitat der Messwerte?

— Pipettiergenauigkeit im gesamten Promotionszeitraum konstant (Median 95,78%)
— Dynamik der Pipettiergenauigkeit folgte nicht der Anzahl der analysierten Proben

Hatten die verschiedenen Verfahren der Blutenthahme, Lymphozytenisolierung und
Probenlagerung der drei unterschiedlichen Zentren einen Einfluss auf die Qualitét der

Messwerte der Proben?

Korrelation der
Zentrumskohorten

— kein signifikanter Unterschied der Messwerte des ex-
pandierten und Gesamt-Ataxin-3-Proteins

— signifikant hohere Level des Parkin-Proteins des
dritten Zentrums (p-Wert: ****/**)

Wiederholte Auswertungen
ohne Messwerte des dritten
Zentrums

— keine signifikante Korrelation des Parkin-Protein-Levels
mit dem AAO und der Krankheitsdauer
— Tendenzen aus 3.5.1 schwacher

Spielten die unterschiedlichen Blutrohrchensysteme und der Umstand, ob eine Probe
niichtern oder nicht niichtern entnommen wurde, eine Rolle auf die Messwerte?

EDTA- vs. CPDA-ROhrchen

Gesamt-Ataxin-3-Protein:

— keine gleichférmige Dynamik

— signifikant geringeres Signal der EDTA-RG6hrchen
nach Nahrungsaufnahme (p-Wert: *)

Parkin-Protein:

— tendenzielle Abnahme der Messwerte

— keine Signalunterschiede der Réhrchensysteme

CPT- vs. CPDA-ROhrchen

Gesamt-Ataxin-3-Protein:

— tendenzielle Abnahme der Messwerte in CPDA-, un-
gleichférmige Dynamik in CPT-Rohrchen

— keine Signalunterschiede der Réhrchensysteme

Parkin-Protein:

— keine gleichférmige Dynamik

— signifikant hoheres Signal der CPT-Rohrchen nach
Nahrungsaufnahme (p-Wert: *)
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4 Diskussion

Die SCAZ ist eine autosomal-dominant vererbbare Erkrankung, die auf einer pa-
thologischen Erhohung der Anzahl der CAG-Wiederholungen auf dem Ataxin-3-
Gen beruht (Takiyama et al. 1993; Kawaguchi et al. 1994). Das translatierte ex-
pandierte Ataxin-3-Protein und seine veranderte Rolle in einer Reihe von zellula-
ren Stoffwechselwegen fuhren zu einer erhOhten Neurotoxizitat (Matos, de
Almeida und Nobrega 2019). Der Schwerpunkt dieser Promotion ist die Interak-
tion mit Parkin, das durch das expandierte Ataxin-3-Protein deubiquitiniert und
vermehrt abgebaut wird (Durcan et al. 2011).

Es gibt keine krankheitsmodifizierende Therapie der SCA3 (Duarte-Silva und
Maciel 2018) und keine aussagekraftigen Surrogatmarker fur randomisierte-klini-
sche Studien (randomized clinical trial, RCT). Vor diesem Hintergrund beschaf-
tigte sich diese Promotion mit der Identifizierung maoglicher Verlaufs- und Prog-
nosebiomarker. Die Analysen moglicher Traitmarker umfasste die Anzahl der
CAG-Wiederholungen und eine Auswahl von Ataxin-3- und Park2-Polymorphis-
men im Zusammenhang mit klinischen Verlaufsparametern. Fur die Ermittlung
von Surrogat- und Statemarkern wurden die Proteinlevel des expandierten und
Gesamt-Ataxin-3- sowie des Parkin-Proteins mit spezifischen TR-FRET-Assays
gemessen und mit klinischen und genetischen Parametern verglichen. Abschlie-
Rend erfolgte die Analyse moglicher Einflussfaktoren auf die TR-FRET-Mess-
werte durch unterschiedliche Verfahren der Probenentnahme, -verarbeitung und

-lagerung, um die Notwendigkeit einer Standardisierung zu prufen.

4.1 Die Analyse der CAG-Wiederholungen, Ataxin-3-
und Park2-Polymorphismen als genetische Biomar-

ker

Die Analyse von genetic modifiers ist ein erganzender Bestandteil dieser Promo-
tion zur Ermittlung weiterer Einflisse auf den Krankheitsverlauf der SCA3. Zum
einen sollten vorher beschriebene Korrelationen Uberprift und zum anderen

neue Zusammenhange aufgedeckt werden. Die in diese Promotion
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eingeschlossene Kohorte der SCA3-Patienten umfasste 18 und die Kohorte der
RISCA vier Personen. Im Vergleich zu anderen Studien, die sich exemplarisch
mit der Rolle der CAG-Wiederholungen (n=90, (Maruyama et al. 1995)), der Ata-
xin-3- (n=70, (Maciel et al. 1999)) und der Park2-Polymorphismen (n=125
(Lucking et al. 2003) befassten, waren die vorliegenden Kohortenstarken deutlich
geringer und ethnologisch monomorph. Die ermittelten tendenziellen Zusam-
menhange signifikante Korrelationen in dieser kleinen Kohorte mussen in starke-
ren und diverseren Kohorten uberpruft und bestatigt werden.

Als diagnostischer Biomarker eignet sich in der SCA3 die Anzahl der patholo-
gisch erhohten CAG-Wiederholungen. Diese lassen bei 100%-iger Penetranz
eine klare Diagnosestellung zu (Sequeiros, Seneca und Martindale 2010;
Morales Saute und Bannach Jardim 2015). Auf3erdem kann durch die Anzahl zu
50% das AAO festgelegt und die Schwere des klinischen Verlaufs abgeschatzt
werden. In vorherigen Studien wurde ein friheres AAO und schwererer Phanotyp
bei groRerer Anzahl der CAG-Wiederholungen beschrieben (Maruyama et al.
1995; Maciel et al. 1995). Dies konnte fur die in diese Promotion eingeschlossene
kleine Kohorte bestatigt werden. Mit dem AAQO lag eine signifikante negative li-
neare Korrelation (NLK) (p-Wert: **) und mit dem SARA-Score eine positive line-
are Korrelation (PLK) vor. Daruber hinaus nahm die cross-sectional disease pro-

gression  (CSDP), die mittlere  Fortschrittrate  der  Erkrankung

( SARA-Score (Punkte)

Erkrankungsdauer (Jahre)

), mit der Anzahl der CAG-Wiederholungen signifikant zu (p-

Wert: *). Man kann die CAG-Wiederholungen fur diese Kohorte mit einem schnel-
leren Krankheitsverlauf assoziieren.

Die genaue Analyse der Anzahl der CAG-Wiederholungen leistet einen relevan-
ten Beitrag fur die genetische und klinische Beratung im Hinblick auf den Symp-
tombeginn, der Geschwindigkeit des Krankheitsfortschrittes und der Schwere
des klinischen Bildes.

In dieser Promotion wurden fur die Allelauspragungen der Polymorphismen
A®69/GB69 G987/C%7 und C'""8/A1"® des Ataxin-3-Gens ein Zusammenhang mit
den klinischen Verlaufsparametern und ein modifizierender Effekt in Abhangig-
keit der CAG-Wiederholungen uberpruft. Maciel et al. zeigten, dass der Genotyp

nor G%7-C'""8/exp C%7-A1118 zy einer signifikanten Zunahme der Antizipation,
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also einem friheren AAO und schwereren Phanotyp der Folgegeneration, fuhrt.
Fir den Polymorphismus A869/G®%9 ist kein Zusammenhang mit dem klinischen
Verlauf beschrieben (Maciel et al. 1999). Der genaue Haplotyp aller drei Poly-
morphismen war aus methodischen Grunden in dieser Promotion nicht zu ermit-
teln, sodass die Analysen flir den Polymorphismus A%6%/G®%° und die Polymor-
phismen G%7/C%7 und C'""'8/A1"18 separat abliefen.

Die Auspragung A%9/G®%9 trugen elf (61,1%) und die Auspragung A869/A56° sje-
ben (38,9%) SCA3-Patienten. Es konnte Allel-spezifisch gezeigt werden, dass
eine NLK des AAO (p-Wert: *) und insgesamt hohere Punktzahlen des SARA-
Scores (p-Wert: *) signifikant fiir die Kohorte des Genotyps A%6%/G®%° vorlagen.
Es erschlief3t sich, dass das AAO neben der Anzahl der CAG-Wiederholungen in
der untersuchten kleinen Kohorte durch den Genotyp A%69/G8%° mit beeinflusst
wird. Der Phanotyp bei diesem Genotyp scheint bei hoheren SARA-Score-Punki-
zahlen schwerwiegender zu verlaufen. Allerdings muss in Betracht gezogen wer-
den, dass diese Kohorte eine im Mittel vier Jahre langere Krankheitsdauer vor-
wies und dies ein Grund fur die hoheren SARA-Score-Punkte sein kann
(A%89/G889: 11,64 Jahre; AB9/A®9: 7,71 Jahre). Beide vorliegenden Allelauspra-
gungen zeigten die Tendenz einer PLK in Abhangigkeit der CAG-Wiederholun-
gen mit dem SARA-Score. Es ist kein modifizierender Effekt des einzelnen Ge-
notyps auf die CAG-Wiederholungen anzunehmen.

Bei der Verteilung der Ausprdgungen der Polymorphismen G%7/C%’ und
C'18/A1118 |ag bei zehn SCA3-Patienten der Genotyp nor G%7-C'""8/exp C%'-
A8 (83,3%) und zwei der Genotyp nor C%7-A"""8/exp C%7-A11"8 (16,7%) vor.
Diese beiden SCA3-Patienten waren auch Trager der Variante A%%/A%%9, zeigten
aber im Vergleich zu den anderen SCA3-Patienten keine besonderen Auffallig-
keiten in ihrem Krankheitsverlauf. Es konnte Allel-spezifisch eine signifikante
NLK mit dem AAO (p-Wert: *) und eine signifikante PLK mit der CSDP (p-Wert:
*) des Genotyps nor G%7-C'"8/exp C%7-A1118 gezeigt werden. Es kann eine zu-
satzliche Beeinflussung dieser beiden Parameter durch die Auspragung der Po-
lymorphismen neben der Anzahl der CAG-Wiederholungen erschlossen werden.
Diese Ergebnisse passen zu den Beobachtungen von Maciel et al., die fur den

Genotyp nor G%7-C'""8/exp C%7-A"1"8 eine vermehrte Antizipation beschreiben.
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Diese geht mit einem frGheren AAO und schwerwiegenderem Phanotyp einher
(Maciel et al. 1999). Die hohere CSDP kann in diesem Zusammenhang als ein
schwerer klinischer Verlauf gesehen werden. Zu beachten ist die kleine Kohor-
tenstarke von zwei SCA3-Patienten der anderen vorliegenden Allelauspragung
nor 0987_A1118/exp C987_A1118_

Neben den Polymorphismen des Ataxin-3-Gens wurden die drei Polymorphis-
men G®01/A801 G1239/C1239 ynd G'281/A'281 des Park2-Gens auf ihren Einfluss des
klinischen Verlaufs der SCA3 untersucht. Herr Dr. rer. nat. Weber analysierte in
seiner Diplomarbeit die Auswirkungen der verschiedenen Auspragungen der
Park2-Polymorphismen auf die Interaktion von Parkin und dem Ataxin-3-Protein
sowie einem Einfluss auf die Klinik der SCA3-Patienten. Er stellte fest, dass
SCA3-Patienten mit dem Genotyp C'?3%/C'2% in Abhangigkeit der CAG-Wieder-
holungen ein um drei Jahre fruheres AAO haben als SCA3-Patienten mit dersel-
ben CAG-Wiederholungsanzahl einer anderen Genotypvariante
(unveroffentlichte Diplomarbeit Jonasz J. Weber 2011 und personliche Kommu-
nikation).

Die SCA3-Patienten-Kohorte dieser Promotion war fur den Polymorphismus
GB891/A801 mit einer Verteilung von 16 Auspragungen des Genotyps G®01/G6
(88,8%) und einmaliger Auspragung der Genotypen G®°'/A8%1 (5,6%) und
AB01/AB0T (5 6%) relativ monomorph. Bei einer 100%-igen Auspragung des Ge-
notyps G'281/G'?81 fiir den Polymorphismus G'281/A'?8" war sie absolut mo-
nomorph. Die ermittelte signifikante NLK fiir das AAO (p-Wert: *(G®/G5°1)) und
die signifikante PLK mit dem SARA-Score (p-Wert: * (G®0/G5°1)) sind deswegen
nicht aussagekraftig im Hinblick eines Allel-spezifischen Effekts. Die Verteilung
der beiden Polymorphismen dieser Kohorte stimmt mit zuvor beschriebenen Ver-
teilungen von Lucking et al. und Ros et al. Uberein (Lucking et al. 2003; Ros,
Ampuero und Garcia de Yebenes 2008). wobei die komplett monomorphe Ko-
horte flr G'281/A"281 nicht beschrieben wurde. Die Kohortenstéarke bei Liicking et
al. umfasste 125 und bei Ros et al. 98 Kontrollen, sodass die geringe Kohorten-
starke dieser Promotion und ein Grundereffekt durch die relative geographische
Nahe der Populationen aus Tubingen, Bonn und Paris als Ursachen angenom-

men werden konnen.
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Die Auspragungen des Polymorphismus G'239/C'239 verteilten sich auf 15 SCA3-
Patienten des Genotyps G'23%/G'23% (83,3%) und drei des Genotyps G'239/C1239
(16,7%).

In den statistischen Analysen der Allelauspragungen zeigten sich nur tendenzi-
elle Zusammenhange. Der Genotyp G'2%%/C'?%° wies eine tendenzielle NLK in
Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen mit dem AAO auf. Da der Genotyp
C1239/C"239 nicht vorlag, konnte die Beobachtung von Herrn Dr. rer. nat. Weber
eines frGheren AAO fur diesen Genotyp nicht nachvollzogen werden
(unveroffentlichte Diplomarbeit Jonasz J. Weber 2011). Aufgrund dieser Tendenz
kann vermutet werden, dass die heterozygote Auspragung des Polymorphismus
G'239/C"2% einen milden modifizierenden Effekt auf das AAO hat. Tendenziell
zeigte sich in dieser Kohorte fiir den Genotyp G'?39/G'2% eine PLK mit dem
SARA-Score in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen. Dieser Zusammenhang
ist in der Literatur nicht vorbeschrieben und in dieser Promotion nicht signifikant.
Damit ist er ein potenzieller Forschungsgegenstand zukunftiger Studien mit star-
keren Kohorten (Abbildung 4.1).

Neben den untersuchten Polymorphismen ist auf genetischer Ebene ein Zusam-
menhang der Anzahl der CAG-Wiederholungen des Ataxin-2-Gens mit dem Auf-
treten von Faszikulationen assoziiert (de Mattos et al. 2019). Bei gleichzeitigem
Vorkommen des Ataxin-2-Proteins in den Ataxin-3-Protein-Aggregaten (Uchihara
et al. 2001) ist dies moglicherweise ein Kandidat eines Verlaufsbiomarkers fur
die SCA3. Um dies ausreichend zu prufen, sollten neben der Sequenzierung und
Ermittlung der Anzahl der CAG-Wiederholungen des Ataxin-2-Gens eine sensi-
tive und spezifische Methode zur Detektion des Ataxin-2-Protein-Levels etabliert
werden. Diese kdnnen wie in der vorliegenden Promotion mit den klinischen Ver-

laufsparametern korreliert werden.
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Abbildung 4.1: Einfluss der genetischen Auspragungen auf die klinischen Parameter

Gelb: klinische Parameter; Orange: CAG-Wiederholungen und Korrelationen der Genotypen, die
mit der Anzahl der CAG-Wiederholungen zusammenhingen; Blau: Polymorphismen des Ataxin-
3-Gens; Grau: Polymorphismen des Park2-Gens; Durchgezogene Pfeile: Signifikante Korrela-
tion; gestrichelte Pfeile: Tendenzieller Zusammenhang.
Es zeigte sich ein friilheres AAO, ein hdherer SARA-Score und eine schnellere CSDP bei stei-
gender Anzahl der CAG-Wiederholungen. Vorherige Beobachtungen konnten fir diese kleine
Kohorte bestéatigt werden. Modifizierende Genotypen kénnten die Genotypen A®%/G®%° (keine
Vorbeschreibung eines Zusammenhangs mit der Klinik) und nor G%7-C"'"8/exp C%7-A'1"8 des
Ataxin-3-Gens (vermehrte Antizipation passend vorbeschrieben) sein, die signifikante Korrelatio-
nen mit den klinischen Parametern zeigten. Der Genotyp G'2%9/C'?* des Park2-Gens zeigte die
Tendenz eines friiheren AAO in Abhangigkeit der CAG-Wiederholungen. Fiir C'23%/C'2% ist dieser
Zusammenhang vorbeschrieben, sodass die heterozygote Variante moglicherweise einen milde-
ren Effekt zeigt. Zu beachten ist die geringe Aussagekraft bei kleiner vorliegender Kohortenstarke
und der Notwendigkeit diese fur folgende Analysen zu erweitern.

4.2 Prufung des Gesamt-Ataxin-3-, des expandierten
Ataxin-3- und des Parkin-Proteins als Verlaufsbio-

marker
Durch die Etablierung des neuen TR-FRET-Assays (3.1.2) zur Detektion des Ge-

samt-Ataxin-3-Proteins, war es moglich seine Level mit den klinischen Ver-
laufsparametern und genetischen Auspragungen der CAG-Wiederholungen und
Polymorphismen des Ataxin-3- und Park2-Gens zu korrelieren. In dieser Mes-
sung sind das expandierte Ataxin-3-Protein und das Ataxin-3-Protein mit einer
physiologischen Anzahl an Glutaminen enthalten. Es ist kein Zusammenhang
des physiologischen Ataxin-3-Proteins mit dem Krankheitsverlauf der SCA3
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bekannt. Im Gegenteil zeigten Alves et al., dass eine Uberexpression des physi-
ologischen Ataxin-3-Proteins keine Besserung und eine Runterregulierung zu
keiner Verschlechterung des Phanotyps in einem SCAS3-Rattenmodell fluhrte
(Alves et al. 2010). Die Beobachtung, dass eine Uberexpression des physiologi-
schen Ataxin-3-Proteins den Phanotyp nicht bessert, konnten Hubener und Riel3
in einem SCA3-Mausmodell machen (Hubener und Riess 2010). Trotz des feh-
lenden beschriebenen Einflusses auf den Verlauf der SCA3 gibt es eine Interak-
tion des physiologischen und expandierten Ataxin-3-Proteins. In den Aggregaten
des expandierten Ataxin-3 befindet sich die physiologische Form des Proteins
und es kommt es zu einer direkten Bindung beider Proteine. Diese fallt bei hohe-
rer Anzahl der Glutamine starker aus (Jia et al. 2008). Ob sich diese Interaktion
auf die gemessenen Level des Gesamt-Ataxin-3-Proteins niederschlug, wird nun
erortert.

Im Vergleich der Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten fiel zu-
nachst auf, dass die Messwerte der Kontrollkohorte breiter gestreut und zum Teil
deutlich hoher waren. Der hochste Messwert der RISCA-Kohorte war von RISCA
4. Ob er Trager des expandierten Allels ist, war aufgrund fehlender DNA unklar.
Im Vergleich mit den niedrigen Proteinleveln der mutationstragenden RISCA und
der SCA3-Patienten liegt die Vermutung nahe, dass es sich bei ihm um eine ge-
sunde Kontrolle handelt. Aufgrund der Streuung der Kontrollkohorte schienen die
Messwerte der RISCA- und der SCA3-Patienten-Kohorte tendenziell niedriger zu
sein.

Im Vergleich der Messwerte des expandierten und Gesamt-Ataxin-3-Protein (Ab-
bildung 3.39a) konnte als leichte Tendenz in der Kontroll- und SCA3-Patienten-
Kohorte ein Abfall der Gesamt-Ataxin-3-Protein-Level bei hohen Leveln des ex-
pandierten Ataxin-3-Proteins dargestellt werden. Dies passt zu der Beobachtung,
dass die Gesamt-Ataxin-3-Protein-Level der SCA3-Patienten-Kohorte niedriger
gegenuber der Kontrollkohorte waren (Abbildung 3.15) und dass das expandierte
Ataxin-3-Protein bei den SCA3-Patienten gegenuber den Kontrollen erhoht war
(Abbildung 3.23). Zuruckgefuhrt werden kann dies auf einen vermehrten Ein-
schluss des physiologischen Ataxin-3-Proteins in die Ataxin-3-Protein-Aggregate

(Jia et al. 2008). Es liegt weniger I6sliches und somit messbares, physiologisches
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Ataxin-3-Protein vor und dies kdnnte zu einer Signalminderung des Gesamt-Ata-
xin-3-Proteins fuhren (Abbildung 4.2).

In der Analyse mit den Verlaufsparametern der Erkrankung konnten keine signi-
fikanten Zusammenhange zwischen den SCA3-Patienten-Kohorten gemessen
werden. Gegenuber der Kontrollkohorte detektierte sich signifikant weniger Ge-
samt-Ataxin-3-Protein in den SCA3-Patienten-Kohorten mit einem SARA-Score
von <12 Punkten (p-Wert: *) und einer CSDP von > 2,0 SARA-Score-Punkten
pro Erkrankungsjahr (p-Wert: *). Die Schlussfolgerung, dass die mild betroffenen
SCAS3-Patienten eine schnellere CSDP haben, kann nicht getroffen werden. Nur
zwei SCA3-Patienten gehorten diesen beiden Kohorten an und die Signifikanzen
sind auf fehlende Ausreiller-Messwerte zurtckzufuhren. In der longitudinalen
Analyse von vier SCA3-Patienten und einem RISCA zeigten die Level des Ge-
samt-Ataxin-3-Proteins in der ersten Messung eine ungerichtete Dynamik. In der
Wiederholung hatte diese einen ansteigenden Verlauf. Diese Proteinlevel kon-
nen durch die widersprichlichen Messergebnisse nicht flr eine spezifischere
Aussage bezuglich eines Zusammenhangs mit dem Krankheitsverlauf herange-
zogen werden.

Wie bei den Analysen mit den klinischen Verlaufsparametern zeigten die ver-
schiedenen Allelauspragungen bzw. Kohorten unterschiedlicher Anzahl der
CAG-Wiederholungen keine signifikanten Unterschiede in ihren Gesamt-Ataxin-
3-Protein-Leveln. Fir die Gesamtkohorte des Genotyps G'23%/C'?3° konnte ge-
genuber der Gesamtkohorte der Auspragung G'23%/G'2%° ein tendenziell geringe-
res Level des Gesamt-Ataxin-3-Proteins ermittelt werden. Herr Dr. rer. nat. We-
ber berichtete in seiner Diplomarbeit, dass das Vorliegen von L380-Parkin bei
dem Genotyp C'?3%/C'239 zu einer verminderten Degradation des expandierten
Ataxin-3-Proteins fuhrt (unveroffentlichte Diplomarbeit Jonasz J. Weber 2011).
Durch das vermehrt vorliegende expandierte Ataxin-3-Protein kann es zu einer
starkeren Bindung des physiologischen Ataxin-3-Proteins mit diesem kommen.
Dies fuhrt zu einer Verminderung des l6slichen, messbaren Anteils des physio-
logischen Ataxin-3-Proteins (Abbildung 4.2). Ob diese Interaktion bei einer hete-
rozygoten Auspragung des Polymorphismus als Erklarung fur niedrigere Ge-

samt-Ataxin-3-Protein-Level ausreicht, muss in einer starkeren Kohorte Uberpruift
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werden. Die zwei SCA3-Patienten des Ataxin-3-Haplotyps nor A%69-C9%7-A1118
lexp AS8S-CO87_A1118 zeigten keine Auffalligkeiten hinsichtlich ihres Gesamt-Ata-
xin-3-Protein-Levels.

Die signifikant geringeren Level des Gesamt-Ataxin-3-Proteins der Kohorten mit
den Allelauspragungen A86%/G®8% und G%7/C'118-C%7/A1118 des Ataxin-3-Gens
und GB01/G801, G1239/G1239 G1239/C12%° ynd G'281/G'?8" des Park2-Gens gegen-
uber der Kontrollkohorte kommen vermutlich durch die groRere Kohortenstarke
der jeweiligen Variante zu Stande.

Zusammenfassend kann keine Anderung des Gesamt-Ataxin-3-Protein-Levels
im Krankheitsverlauf festgestellt werden, was eine Funktion des Gesamt-Ataxin-
3-Proteins als Verlaufsbiomarker fur die SCA3 potenziell ausschlief3t. Aufgrund
der kleinen Kohortenstarken muss dies nochmal Uberprift werden. Die tendenzi-
ell geringeren Level des Gesamt-Ataxin-3-Proteins der SCA3-Patienten- gegen-
uber der Kontrollkohorte konnten unterstutzend zur Diagnosestellung herange-
zogen werden. Im Hinblick auf die eindeutige genetische Diagnostik ist der Mehr-
wert dieser Analyse fraglich. In dieser Promotion kann kein signifikanter Einfluss
der genetischen Auspragungen der Polymorphismen und der Anzahl der CAG-

Wiederholungen auf das Gesamt-Ataxin-3-Level festgestellt werden.

Bei Vorliegen von L380-Parkin
verminderte Deg des r

expandierten Ataxin-3
(Weber 2011) -> verstirkte

Interaktion der beiden
Ataxin-3-Varianten

|G /crzse ] Cave: kleine
Kohortenstdrke!

Hypothese:
Abnehmende Konzentration des
léslichen physiologischen Ataxin-3
durch verstédrkte Interaktion mit
dem expandierten Ataxin-3 bei
SCAS3 fiihrt zu geringerem
messbaren Gesamt-Ataxin-3
Interaktion des
physiologischen und
expandierten Ataxin-3
vorbeschrieben (Jia et
al. 2008)

Physiologisches

Passende Messergebnisse:
geringe Protein-Level der RISCA und
SCA3-Patienten-Kohorten und
tendenziell abnehme Gesamt-Ataxin-
3- Werte bei steigendem expandierten
Ataxin-3

Bindung
(stérker > CAG)

Expandiertes
Ataxin-3

Abbildung 4.2: Hypothese: Abnahme des I6slichen physiologischen Ataxin-3-Proteins
durch verstarkte Interkation mit dem expandierten Ataxin-3-Protein in der SCA3

Grun: Proteininteraktionen und Messungen; Lila: Hypothese

Fur das physiologische Ataxin-3-Protein ist der Einschluss in die durch das expandierte Ataxin-
3-Protein gebildeten Aggregate und eine Bindung an die expandierte Form durch Jia et al. (2008)
vorbeschrieben. Zusammen mit den in dieser Promotion ermittelten niedrigen Protein-Messwer-
ten fur die SCA3-Patienten- gegentiber der Kontrollkohorte Iasst dies den Schluss zu, dass es
durch diese Interaktion zu einer Abnahme des Ibslichen physiologischen Ataxin-3-Proteins
kommt. Dies flhrt zu den sinkenden Messwerten des Gesamt-Ataxin-3-Levels der SCA3-
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Patienten. Passend hierzu ist die Tendenz, dass bei hohen Proteinleveln des expandierten Ata-
xin-3-Proteins, die Level des Gesamt-Ataxin-3-Proteins sinken. Fir die Kohorte des Genotyps
G'239/C'2% des Park2-Polymorphismus war das Gesamt-Ataxin-3-Level tendenziell gegenliber
der Kohorte des Genotyps G'2*%/G'?3° erniedrigt. Bei Vorliegen von L380-Parkin wird das expan-
dierte Ataxin-3-Protein vermindert degradiert, was die Hypothese bekréaftigt. Zu beachten ist die
geringe Kohortenstarke, die eine Wiederholung der Messung in einer gréReren Kohorte notwen-
dig macht.

Das expandierte Ataxin-3-Protein ist das translatierte Produkt des Ataxin-3-Gen-
Allels mit einer pathologisch erhdhten Anzahl an CAG-Wiederholungen. Es wird
nur in Mutationstragern exprimiert. Die vermehrt eingebauten Glutamine fuhren
zu einer Grolenzunahme des Proteins, einer anderen Faltung und Aggregation.
Diese erschwert den Abbau durch das katalytische Zentrum des Proteasoms
(Todi et al. 2010; Verhoef et al. 2002). Im Folgenden wird erlautert, ob dieser
Umstand zu signifikanten Unterschieden der Proteinlevel im Krankheitsverlauf
fuhrte. Ob die genetischen Auspragungen der Polymorphismen des Ataxin-3-
und Park2-Gens sowie die Anzahl der CAG-Wiederholungen diese modifizierten,
wurde zusatzlich analysiert.

Im Vergleich der Kontroll-, der RISCA- und der SCA3-Patienten-Kohorten zeigte
sich ein signifikant hoheres Level des expandierten Ataxin-3-Proteins der SCA3-
Patienten- gegenuber der Kontrollkohorte (p-Wert: *). Dies war nach eindeutigem
genetischem Nachweis der Mutation aller Patienten zu erwarten. Die Messwerte
der RISCA-Kohorte waren tendenziell hOher gegenuber der Kontroll- und niedri-
ger gegenuber der SCA3-Patienten-Kohorte. Da vier von funf RISCA einen ver-
langerten CAG-Abschnitt tragen, sind die leicht erhdhten Level des expandierten
Ataxin-3-Proteins ein Indiz fur den prasymptomatischen Status dieser. RISCA 4,
dessen Anzahl der CAG-Wiederholungen unbekannt war, zeigte das niedrigste
Level des expandierten Ataxin-3-Proteins. Das deutet neben dem hohen Level
des Gesamt-Ataxin-3-Proteins darauf hin, dass es sich bei RISCA 4 um eine ge-
sunde Kontrolle handeln konnte.

Es zeigten sich signifikant erhohte Level des expandierten Ataxin-3-Proteins fur
ein frihes AAO von <40 Jahre (p-Wert: *), eine langere Krankheitsdauer von
> 10 Jahren (p-Wert: **), einen hohen SARA-Score von > 24 Punkten (p-Wert:
****) und einer CSDP von < 1,8 SARA-Score-Punkten pro Erkrankungsjahr (p-

Wert: *) gegenuber der Kontrollkohorte. Diese Ergebnisse zeigen, dass die
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hohen Level des expandierten Ataxin-3-Proteins fur ein frihes AAO in dieser Pro-
motion in der Regel mit einer langeren Krankheitsdauer des SCA3-Patienten und
einem langeren Zeitraum der Symptomentwicklung einhergehen. Ein langsames
Fortschreiten der Erkrankung wie < 1,8 SARA-Score-Punkte pro Erkrankungs-
jahr zeigt gunstige und weniger fulminante Verlaufe an, die eine lange Krank-
heitsdauer und konsekutive vermehrte Akkumulation des expandierten Ataxin-3-
Proteins moglich machen. Dies spiegelt sich in den hohen Protein-Messwerten
wider (Abbildung 4.3). In der longitudinalen Analyse der Entwicklung der Level
des expandierten Ataxin-3-Proteins ist dieses bei den vier SCA3-Patienten und
dem RISCA zur zweiten Vorstellung abfallend. Dies war aufgrund der Analysen
im Querschnitt nicht zu erwarten. Die Messung wurde aufgrund von nicht ausrei-
chender Probenmengen fur nur zwei SCA3-Patienten und den RISCA wiederholt.
Der erwartete ansteigende Verlauf wurde bestatigt. Bei zwei so unterschiedlichen
Messergebnissen derselben Proben ist die Aussagekraft jedoch fraglich. Die ly-
sierten Lymphozytenproben der ersten Vorstellung waren zum Zeitpunkt der
zweiten Messung fur zwei bzw. drei Jahre bei -80 °C eingefroren. Bislang wurde
nicht der Zeitraum ermittelt, den die lysierten Lymphozyten gelagert werden kon-
nen, um reproduzierbare Messwerte zu generieren (Vaught 2006). Nach diesem
Teilaspekt der Promotion stellt sich statt der Erkenntnis der longitudinalen Dyna-
mik der Proteinlevel die Frage, wie lange die lysierten Lymphozyten der TR-
FRET-Analysen bei -80 °C gelagert werden konnen, um qualitativ hochwertige
und verlassliche Messergebnisse zu erhalten.

Einen Ruckgang des messbaren expandierten Ataxin-3-Protein-Levels im Krank-
heitsverlauf wie ihn Nguyen et al. in lysierten Zellen des Kleinhirns ihres SCA3-
Mausmodells beschrieben (Nguyen et al. 2013), liegt im Querschnitt der lysierten
Lymphozytenproben der SCA3-Patienten dieser Kohorte nicht vor. Die Level stie-
gen an. Das expandierte Ataxin-3-Protein wird ubiquitar im Korper exprimiert und
fuhrt trotzdem vorwiegend zu neurologischen Symptomen. Unter anderem wird
hiermit die in Neuronen vorliegende Aggregation in Verbindung gebracht, die in
Lymphoyzten nicht vorliegt (Paulson, Perez et al. 1997). Sie ist ein Grund, warum
der Anteil des l6slichen expandierten Ataxin-3-Proteins in Lysaten des Kleinhirns

im Krankheitsverlauf abnimmt. Lymphozyten sind ein leicht zugangliches
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Biomaterial, das aus Vollblut isoliert werden kann. Da das expandierte Ataxin-3-
Protein in ihnen zu keiner Pathologie fuhrt und die BHS viele Molekule nicht in
die Peripherie ausschwemmen lasst, sind sie moglicherweise kein geeignetes
Gewebe, um Biomarker neurodegenerativer Erkrankungen zu etablieren. Zere-
brospinaler Liquor, der im zentralen Nervensystem (ZNS) zirkuliert und sich im
Stoffaustausch mit den Neuronen befindet, ist womdoglich ein besseres Biofluid
zur Etablierung eines Biomarkers. Ein Nachteil ist die invasivere Punktion fur die
Probanden.

Auch fur das expandierte Ataxin-3-Protein wurden genetische Einflisse auf sein
Expressionslevel gepruft. Die SCA3-Patienten und die RISCA mit < 64 CAG-Wie-
derholungen zeigten gegenuber der Kontrollkohorte (p-Wert: ** (SCA3-Patienten,
RISCA)), und der Kohorte mit 65 bis 69 CAG-Wiederholungen (p-Wert: ** (Ge-
samtkohorte)) signifikant hohere Level des expandierten Ataxin-3-Proteins. Dies
ist nicht wie erwartet, da eine Korrelation mit dem fruhen AAO der SCA3-Patien-
ten eine hohere Anzahl der CAG-Wiederholungen erwarten lie. Daraus lasst
sich schliel®en, dass weniger das AAO mit dem expandierten Ataxin-3-Protein
korreliert als die durch das fruihe AAO bedingte langere Krankheitsdauer (Abbil-
dung 4.3). Eine geringere Anzahl der CAG-Wiederholungen ging in dieser Ko-
horte passend mit einem milderen und langerem Krankheitsverlauf einher. Um
diesen Zusammenhang abschliefend zu klaren, muss eine Messung des expan-
dierten Ataxin-3-Proteins bei Erstauftreten der klinischen Symptome erfolgen und
diese Messwerte verglichen werden. Die Messung des Proteinlevels zu diesem
frGhen Zeitpunkt der symptomatischen Krankheitsphase ermdglicht die Prufung
eines Protein-Grenzwertes, der das Auftreten von Symptomen wahrscheinlich
macht.

Die Auspragung der verschiedenen Polymorphismen des Ataxin-3- und Park2-
Gens bedingte keine Unterschiede der Level des expandierten Ataxin-3-Proteins.
Die Kohorten der Genotypen A869/G®6° (p-Wert: ****), G97/C1118.C987/A1118 (p-
Wert: ***), G801/G801 (p-Wert: **), G'239/G'23% (p-Wert: *), G'239/C'23° (p-Wert: *)
und G'281/G'281 (p-Wert: **) zeigten gegeniiber der Kontrollkohorte signifikant er-
hohte Level des expandierten Ataxin-3-Proteins. Dass dies nicht fur die anderen

vorliegenden Auspragungen der Polymorphismen der Fall war, liegt an der
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Unmoglichkeit statistischer Analysen durch die geringe Kohortenstarke. Die zwei
SCA3-Patienten des Ataxin-3-Haplotyps nor A869-C%7-A1118/gxp ABE9.C987.A1118
zeigten keine Auffalligkeiten hinsichtlich ihres Levels des expandierten Ataxin-3-
Proteins.

In dieser Promotion kann ein starker Zusammenhang der Level des expandierten
Ataxin-3-Proteins mit dem klinischen Verlauf der Erkrankung aufgezeigt werden.
Dass das expandierte Ataxin-3-Protein als Surrogatmarker fur RCTs dienen
kann, zeigten therapeutische Ansatze in SCA3-Mausmodellen. Diese setzten auf
einen vermehrten Abbau des expandierten Ataxin-3-Proteins durch mTOR-Inhi-
bitoren (Menzies et al. 2010) oder einer verminderten Bildung desselbigen durch
Exon-Skipping und der Vermeidung der Translation der PolyQ-Doméane (Evers
et al. 2013; Toonen et al. 2017). Die Folgen waren bei beiden Ansatzen zum
einen eine Reduktion der Aggregate und zum anderen eine Verbesserung des
neurologischen Phanotyps. Ob diese Beobachtungen mit einer Reduktion der
Level des expandierten Ataxin-3-Proteins in einem Biofluid wie Blut oder zere-
brospinalem Liquor einhergehen, kann Bestandteil zukunftiger Studien sein. Es
konnte kein modifizierender Effekt der Allelauspragung der Polymorphismen des

Ataxin-3- und Park2-Gens auf die Level des expandierten Ataxin-3-Proteins de-

monstriert werden.

Cave: kleine
Kohortenstérke! Hohes Level des

expandierten
Ataxin-3 bei
frihem AAO
héatte hohe
Anzahl der CAG-
Wiederholungen
vermuten lassen
- nicht das AAO,
sondern die
Krankheitsdauer
ist
ausschlaggebend

Passende Messergebnisse:
Hohe Level des expandierten Ataxin-3
bei frilhem AAO, langer
Krankheitsdauer, hohem SARA-Score,

langsamer CSDP und niedriger CAG-
Anzahl

Hypothese:
Zunehmende Level des
expandierten Ataxin-3 bei
zunehmender
Krankheitsdauer

Wenige CAG-
Wiederholungen >
milderer und somit
Verlauf

Abbildung 4.3: Hypothese: Das Level des expandierten Ataxin-3-Proteins nimmt im
Verlauf der SCA3-Erkrankung zu
Neben einem erhdhten Level des expandierten Ataxin-3-Proteins bei einer Iangeren Krankheits-
dauer wurde dies fir ein frihes AAO, einen hohen SARA-Score, eine langsame CSDP und eine
geringe Anzahl der CAG-Wiederholungen gemessen. Diese klinischen und genetischen Parame-
ter stehen im Zusammenhang mit der Krankheitsdauer, sodass davon ausgegangen werden
muss, dass vor allem diese das Level des expandierten Ataxin-3-Proteins bestimmt. Sonst lassen
sich die hohen Level bei frihem AAO und niedriger Anzahl von CAG-Wiederholungen nicht er-
klaren, da ein frithes AAO im Regelfall mit einer hohen Anzahl dieser assoziiert ist (Maruyama et
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al. 1995). Durch diese Korrelation ist das expandierte Ataxin-3-Protein ein Kandidat fir einen
Verlaufsmarker, wenn diese Messungen in einer gréReren Kohorte bestatigt werden.

Durcan et al. identifizierten Ataxin-3 als erste Deubiquitinase des Parkin-Proteins
(Durcan et al. 2011). Dies geschieht nicht direkt, da bestehende Ubiquitin-Bin-
dungen von Parkin nicht durch das Ataxin-3-Protein geldst werden konnen. Das
Ataxin-3-Protein bindet an die mit Parkin interagierende E2-Konjugase, sodass
die Bindung von Parkin und dieser verstarkt wird. Dies fuhrt dazu, dass das auf
die E2-Konjugase aufgeladene Ubiquitin nicht auf Parkin transferiert werden
kann und an das Ataxin-3-Protein bindet. Dieser Vorgang wird bei Vorliegen des
expandierten Ataxin-3-Proteins verstarkt (Durcan et al. 2012). Die indirekte DUB
von Parkin fuhrt zu seiner vermehrten autophagosomalen Degradation, was Dur-
can et al. mit erniedrigten Parkin-Protein-Leveln in der Zellkultur nachwiesen. Sie
vermuteten, dass der Abfall des Parkin-Protein-Levels mit dem Auftreten von
Parkinsonismus in SCA3-Patienten zusammenhangt (Durcan et al. 2011). Schols
et al. stellten fest, dass Parkinsonismus bei SCA3-Patienten nicht durch die aus-
gepragte Neurodegeneration der Substantia nigra bedingt ist, sondern durch die
Aussparung des Ncl. subthalamicus von der Neurodegeneration (Schols et al.
2015). Da der zugrunde liegende Pathomechanismus auch in der Erniedrigung
des Parkin-Protein-Levels liegen kann, wurde dieser Aspekt neben der Frage, ob
die molekulare Interaktion der beiden Proteine zu einer Anderung der Level des
Parkin-Proteins fuhrt, in dieser Promotion Uberprift. AuRerdem wurde ein Ein-
fluss der Ataxin-3- und Park2-Polymorphismen sowie der Anzahl der CAG-Wie-
derholungen auf die Expression von Parkin untersucht.

Die Kohorten der Kontrollen, der RISCA und der SCA3-Patienten zeigten keine
grolRen Expressionsunterschiede des Parkin-Proteins, sodass von keiner allge-
meinen Erniedrigung der Parkin-Protein-Level in SCA3-Patienten ausgegangen
werden kann. Fur den klinischen Verlauf lie3en sich Tendenzen aufzeigen. Es
zeigten sich niedrigere Level des Parkin-Proteins fur die SCA3-Patienten-Ko-
horte mit einem AAO von > 45 Jahren. Dies ist mit dem beobachteten hoheren
Level des expandierten Ataxin-3-Proteins fur diese Kohorte vereinbar, da eine
erhohte Degradation des Parkin-Proteins vorliegen kann. Passend zeigten sich

in der Auftragung der Gesamt-Ataxin-3- gegen die Parkin-Protein-Werte bei
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steigenden Werten des ersteren tendenziell abfallende Parkin-Protein-Werte.
Dies kann mit einer vermehrten Degradation von Parkin durch die hhere Kon-
zentration des expandierten Ataxin-3-Proteins in der Gesamt-Ataxin-3-Protein-
menge erklart werden (Durcan et al. 2011).

Fir die beobachtete Tendenz eines hoheren Parkin-Protein-Levels fur eine 1an-
gere Krankheitsdauer ist diese Erklarung nicht hinreichend. Die Parkin-Protein-
Level wurden bei hohen Leveln des expandierten Ataxin-3-Proteins erniedrigt er-
wartet. So sind Tendenzen zu verzeichnen und in starkeren Kohorten zu uber-
prufen (Abbildung 4.5). Zusammenhange mit dem SARA-Score, der CSDP oder
zwischen den Leveln des expandierten Ataxin-3- und Parkin-Proteins zeigten
sich nicht. AX 3 zeigte in seinem Krankheitsverlauf eine kurzzeitig mit Levodopa
behandelte Bradykinese und AX 17 ein RLS, das mit Parkinsonimus assoziiert
ist (Ferini-Strambi et al. 2018). Fur AX 3 wurde ein Signal im mittleren Bereich
gemessen. AX 17 exprimierte den niedrigsten gemessenen Parkin-Protein-Wert,
sodass die Hypothese von Durcan et al. einer Assoziation erniedrigter Parkin-
Protein-Level mit Parkinsonismus in dieser Promotion nicht ausgeschlossen wer-
den kann (Abbildung 4.4). Der gezielte Vergleich der Parkin-Protein-Level zweier
SCAS3-Patienten-Kohorten, von der eine nicht an Parkinsonismus leidet, kann

diese Hypothese in einer zukunftigen Studie moglicherweise belegen.

*

s ®
*

14 4

0
Kont:ollen RISICA SCA3-PIatienten
Abbildung 4.4: Parkin-Protein-Messwerte der SCA3-Patienten mit Parkinsonismus
Aufgetragen wurden die Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten gegen das AFc-
Signal des Parkin-Proteins. AX 3 und AX 17 sind farblich gekennzeichnet. Wahrend AX 3 ein dem
Median nahes Parkin-Protein-Level exprimierte, wurde bei AX 17, bei dem ein RLS vorlag, das
niedrigste Parkin-Protein-Signal der SCA3-Patienten und RISCA gemessen. Dies unterstitzt die
Hypothese von Durcan et al., dass niedrige Parkin-Protein-Level bei SCA3-Patienten mit einem
Parkinsonismus einhergehen (Durcan et al. 2011).

A Fc (% Signal
uber Puffer-Hintergrund)
T
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In der Analyse eines longitudinalen Zusammenhangs zeigten die Parkin-Protein-
Level in der ersten Messung fur die vier SCA3-Patienten und den RISCA eine
absteigende Dynamik. Diese war aufgrund der erhobenen Daten im Querschnitt
zu erwarten bzw. bestatigte die vorbeschriebene Abnahme des Parkin-Protein-
Levels bei ansteigendem Ataxin-3-Protein-Level. In der Wiederholung der Mes-
sungen in Proben von zwei SCA3-Patienten und dem RISCA kann diese An-
nahme bei ansteigender Dynamik nicht gestiutzt werden. Die Messwerte sind
nicht aussagekraftig.

Einflusse der CAG-Wiederholungen und der Auspragungen der Atfaxin-3- und
Park2-Polymorphismen auf die gemessenen Parkin-Protein-Level konnten nicht
dargestellt werden. Die Tendenz einer Zunahme des Parkin-Protein-Levels bei
Anstieg der Anzahl der CAG-Wiederholungen passt zu der Annahme einer redu-
zierten Degradation von Parkin bei niedrigeren Leveln des expandierten Ataxin-
3-Proteins. Diese wurden in diesem Zusammenhang gemessen (Abbildung
3.39¢). Die Tendenzen hoherer Parkin-Protein-Werte der SCA3-Patienten-Ko-
horten mit den Genotypen G%7/C'118-C97/A1118 des Ataxin-3- und G'21/G'281 des
Park2-Gens sind mit der kleinen Kohorte der anderen Allelauspragungen des je-
weiligen Polymorphismus zu erklaren. Interessanterweise wurde bei RISCA 2,
der die zwei weniger haufigen Varianten G'23%/C"'2%° und A'281/A'281 des Park2-
Gens trug, die hochsten Parkin-Protein-Werte gemessen. Zusatzlich hatte
RISCA 2 das hochste Level des expandierten Ataxin-3-Proteins, sodass dieser
Messwert moglicherweise aufgrund einer veranderten Interaktion beider Proteine
zustande kommt. Fur diesen Umstand sind keine vorherigen Beobachtungen be-
schrieben worden. Er sollte daher in einer groReren Kohorte Uberpruft werden.
AulBerdem ist unklar, ob es sich um einen additiven Effekt beider Polymorphis-
men handelt oder der Genotyp A'?81/A"281 zy diesem hohen Level fiihrt. Die an-
deren SCA3-Patienten und RISCA mit dem Genotyp G'%39/C'239 hatten keine er-
hohten Parkin-Protein-Werte. Ein Einfluss dieses Polymorphismus fur sich ist un-
wahrscheinlich (Abbildung 4.5).

Zusammenfassend bestehen fur das Parkin-Protein keine eindeutigen unter-
schiedlichen Level im Krankheitsverlauf. Es kommt derzeit nicht als Verlaufsbio-

marker in Frage. Die Beobachtung der Tendenz geringerer Parkin-Protein-Level
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analog zu hohen Leveln des expandierten Ataxin-3-Proteins bei einem frihen
AAO und niedriger Anzahl der CAG-Wiederholungen, sollte Anlass sein seine
Korrelationen in einer starkeren Kohorte zu Uberprufen. Aulderdem sollten Par-
kinson-assoziierte Symptome standardisiert fur alle Patienten erfragt und doku-
mentiert werden, um Zusammenhange wie mit dem beschriebenen RLS klarer
darstellen zu konnen. Der sehr hohe Parkin-Protein-Wert bei gleichzeitigem Auf-
treten der Genotypen G'239/C'23% und A'281/A'281 des Park2-Gens und hohem Le-
vel des expandierten Ataxin-3-Proteins ist eine Beobachtung, die es in einer star-
keren Kohorte zu Uberprufen gilt. Sie l1asst eine veranderte Interaktion von Parkin

mit dem expandierten Ataxin-3-Protein vermuten.

Gemessene hohe Level des expandierten
Ataxin-3 fiir ein frithes AAO und
Annahme der steigenden Konzentration
des expandierten Ataxin-3- bei
steigendem Gesamt-Ataxin-3-Protein

Passende Messergebnisse:
Niedrige Parkin-Level bei frihem [
AAO und steigenden Gesamt- 1
Ataxin-3-Leveln

Vermehrte DUB von Hypothese:

Parkin durch das Abnehmende Parkin-Level
expandierte Ataxin-3 > - bei hohem expandierten
erhohte Degradation Ataxin-3-Level

Durcan et al., 2011

Erniedrigte Parkin-Level
bedingen
Parkinsonismus in SCA3

(Durcan et al., 2011)
bedingen Parksinsonismus

Kontrdre Messergebnisse:
Hohe Parkin-Level bei langer  EElC it L L
Krankheitsdauer

Gemessene hohe Level des
expandierten Ataxin-3 fiir
eine lange Krankheitsdauer

Cave: kleine
Kohortenstarke!

Abbildung 4.5: Hypothese: Erniedrigte Parkin-Protein-Level liegen bei hohem Level des
expandierten Ataxin-3-Proteins vor und begiinstigen Parkinsonismus bei SCA3-Patienten
Far das Parkin-Protein zeigten sich in dieser Promotion nur tendenzielle Zusammenhange. Diese
lassen die Hypothese, dass bei vermehrtem Vorliegen des expandierten Ataxin-3-Proteins, die
Parkin-Protein-Level durch eine erhdhte Degradierung, wie sie Durcan et al. (2011) beschrieben,
zum Teil zu. Die niedrigen Level des Parkin-Proteins bei einem friihen AAO und hohen Leveln
des Gesamt-Ataxin-3-Proteins sind hierzu passend. Widerspriichlich sind die tendenziell hohen
Parkin-Protein-Level nach einer langen Krankheitsdauer. Dies zeigt, dass die Tendenzen durch
Untersuchungen in einer groReren Kohorte verifiziert werden missen.

Die Hypothese, dass verminderte Parkin-Protein-Level mit Parkinsonismus in der SCA3 einher-
gehen, kann durch eine Einzelbeobachtung gestiitzt werden. Fir AX 17 mit einem RLS wurde
das niedrigste Parkin-Protein-Level aller SCA3-Patienten und RISCA gemessen.

Die stark variablen und teilweise widerspruchlichen Messergebnisse fuhrten zu
den Analysen moglicher EinflussgroRen der Messwerte.
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Die Patientenproben wurden aus den Zentren Tubingen, Bonn und Paris gesam-
melt. Diese nutzten unterschiedliche Blutrohrchensysteme fur die Proben, die mit
unterschiedlichen Verfahren weiterverarbeitet wurden. Hierbei unterschied sich
der Zeitraum zwischen Entnahme und Isolierung der Lymphozyten aus dem Voll-
blut aufgrund des postalen Versandes. Die Proben eines Zentrums (anonymisiert
als Nummer drei in dieser Promotion) waren als lysierte Lymphozyten aliquotiert
und fur einige Jahre bei -80 °C gelagert, bevor sie fur die Messungen bereitge-
stellt wurden. Im direkten Vergleich der Messwerte je Zentrum zeigten sich sig-
nifikant hohere Level des Parkin-Proteins des dritten Zentrums gegenuber dem
ersten (p-Wert: ****) und dem zweiten Zentrum (p-Wert: **). Dies bekraftigt die
Annahme aus der longitudinalen Analyse, dass eine langjahrige Lagerung der
Lymphozyten bei -80 °C eine Auswirkung auf die Messergebnisse haben kann.
Die anschliel3end durchgefuhrte Kohortenanalyse fur das AAO und die Krank-
heitsdauer unter Ausschluss der Parkin-Protein-Messwerte des dritten Zentrums
zeigte weiterhin keine signifikanten Zusammenhange bei fehlenden Ausreildern.
Es muss davon ausgegangen werden, dass im derzeitigen Stadium der Etablie-
rung eines Biomarkers fur die SCA3 Unterschiede bei der Probenentnahme, -
prozessierung und -lagerung eine wesentliche Rolle zur Vergleichbarkeit der
Messwerte spielt. Daher wurden zwei Kontrollstudien durchgefuhrt. Fur das Ata-
xin-2-Protein wurde eine Dynamik seines Levels nach Nahrungsaufnahme vor-
beschrieben (Sen et al. 2016). Dies wurde fur das Gesamt-Ataxin-3- und Parkin-
Protein Uberpruft. In beiden Kontrollstudien konnte keine Konstanz der beiden
Proteinlevel vor und nach Nahrungsaufnahme festgestellt werden. Es spielt eine
Rolle, ob eine Probe nuchtern oder nicht nuchtern entnommen wird. Die Dynamik
nach der Nahrungsaufnahme war nicht gleichgerichtet. Es kann keine pauschale
Aussage getroffen werden, dass ein nichterner Wert allgemein hoher bzw. nied-
riger ist. Es ist somit keine Grundlage fur eine Vergleichbarkeit gegeben. Der
Vergleich der EDTA-, CPDA- und CPT-Rdhrchen zeigte, dass die detektierten
Proteinsignale in den CPT-R6hrchen am hochsten und in den EDTA-Rohrchen
am geringsten ausfielen. Dies liegt vermutlich an dem Trennmedium aus Ficoll
und einer Polyestergelbarriere der CPT-Rohrchen, dass ein sofortiges Zentrifu-

gieren des Rohrchens mit einer Trennung der Lymphozyten und des Serums von
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den Erythrozyten erlaubt. Frau Dr. rer. nat. Hibener-Schmid stellte in einer Kon-
trollstudie mit CPDA-ROhrchen fur das Parkin-Protein fest, dass die sofortige Pro-
zessierung einer Probe zum signifikant besten Signal fuhrt. Nach vier Stunden ist
mit einem erheblichen Signalverlust zu rechnen (mundlich durch Fr. Dr. rer. nat.
Hubener-Schmid, Abbildung 4.6). Deswegen sollten CPT-Rdéhrchen in zukunfti-
gen Studien den Vorzug gegeben werden, wenn eine Isolierung der Lymphozy-

ten aus CPDA-Ro6hrchen nicht innerhalb einer Stunde moglich ist.
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Abbildung 4.6: Dynamik des Signalverlustes nach verzogerter Prozessierung der
Lymphozyten aus CPDA-R6hrchen
Aufgetragen wurden die Zeitpunkte der Isolierung der Lymphozyten aus CPDA-R&hrchen gegen
das gemessene AFc-Signal des Parkin-Proteins. Das hdchste Signal war nach direkter Isolation
zu messen. Nach vier Stunden zeigte sich ein Abfall des gemessenen Proteinlevels, das nach 48
Stunden weiter abfiel. (Fr. Dr. rer. nat. Hibener-Schmid (unveréffentlicht))

4.3 Schwachen dieser Promotion

Diese Promotion beruht auf dem Workpackage 4 von NeurOmics, das die Ziel-
setzung hatte, neue Biomarker fur die SCAS zu identifizieren (NeurOmics 2019c).
Die Vorgabe war Messungen der Proteinlevel von Parkin und a-Synuclein (An-
hang) in 15 symptomatischen und 15 prasymptomatischen Mutationstragern vor-
zunehmen und diese mit klinischen Daten zu vergleichen (NeurOmics 2012). Die
Messungen des expandierten und Gesamt-Ataxin-3-Proteins wurden erganzend
durchgefuhrt. Die Kohortenstarke der prasymptomatischen Mutationstrager
wurde nicht erreicht und die Ubertroffene Anzahl an SCA3-Patienten erwies sich
als zu gering, um eine ausreichende Effektstarke in den statistischen Tests zu

erzielen. Fur die ldentifizierung von Biomarkern sind keine Kohortenstarken
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vorbeschrieben. Fur RCT mit der Testung krankheitsmodifizierender Medika-
mente ist bekannt, dass fur die Beobachtung einer 50%-igen Reduktion der
CSDP innerhalb eines Jahres die Studie 175-202 Patienten (Chan et al. 2011,
Jacobi et al. 2015) umfassen muss. Dies gilt, wenn der SARA-Score zur Ver-
laufsbeurteilung genutzt wird, da der Krankheitsprogress sehr langsam fort-
schreitet. Wird zum Vergleich gegen eine Placebo-Kohorte getestet, muss die
Kohorte auf 328 SCA3-Patienten erweitert werden (Saute et al. 2015). Daraus
kann abgeleitet werden, dass in Querschnittsstudien zur Evaluation und Etablie-
rung von Biomarkern deutlich groRere Kohorten notwendig sind, um die margi-
nalen Unterschiede in den Krankheitsverlaufen deutlicher darzustellen. Solch
grolRe Kohortenstarken kdnnen nicht durch eine Population alleine abgedeckt
werden, sodass die Durchfuhrung multizentrischer Studien zuklnftig notwendig
ist (Saute und Jardim 2018). Ebenso muss versucht werden die Zahl der pra-
symptomatischen Mutationstrager zu erhohen. Diese profitieren am starksten
durch eine vor Symptomauftreten begonnene krankheitsmodifizierende Thera-
pie, sodass Biomarker gefunden werden sollten, die den prasymptomatischen
Zeitraum mit abbilden (Saute und Jardim 2018). Wu et al. haben okulomotorische
Storungen als klinischen Biomarker identifiziert, die vor Eintreten der Gangataxie
bei, laut SARA-Score, prasymptomatischen Mutationstragern zu beobachten wa-
ren (Wu et al. 2017). Diese konnen als Fruhzeichen der bald einsetzenden neu-
rologischen Symptomatik gewertet werden. Da durch krankheitsmodifizierende
Therapien keine Ruckbildung der Symptomatik erwartet wird (Saute und Jardim
2018), sind die okulomotorischen Stérungen jedoch eher ein Prognosebiomarker
fur das baldige Auftreten der Gangataxie und kein Surrogatmarker.

Fir die Identifikation von modifizierenden Einflissen der Allelauspragungen der
untersuchten Polymorphismen waren die Kohortenstarken zu gering. Bei einma-
liger Auspragung einiger Polymorphismen waren keine statistischen Analysen fur
diese moglich. Fehlendes Biomaterial fur die DNA-Sequenzierungen war ein
Grund fur die teilweise noch kleinen Kohorten. Um diesem vorzubeugen, sollte
fur Folgestudien bei allen Patienten Blut in EDTA-R6hrchen enthommen werden.
Die genetischen Analysen komplettieren die Messungen der Proteinlevel und er-

ganzende Aussagen zu den Einzelfallbeobachtungen, wie dem hohen Parkin-
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Protein-Level der Kombination der Allelauspragungen G'23%/C"23° und A1281/A1281
des Park2-Gens, werden moglich.

Eine Aussage zu einer Assoziation von niedrigen Parkin-Protein-Leveln und Par-
kinsonismus von SCA3-Patienten kann aufgrund von luckenhaften klinischen In-
formationen zu Parkinsonismus oder nicht ataktischen Symptomen nicht getrof-
fen werden. Es erfolgte keine generelle Absprache, die klinisch-neurologische
Untersuchung auf diesen Fokus auszurichten. In Zukunft sollte zur Beantwortung
dieser Fragestellung beispielsweise standardisiert der INAS miterfasst werden.
Ein anderer Aspekt ist die Korrelation der Proteinlevel mit dem AAO. Die SCA3-
Patienten waren in unterschiedlichem Alter, sodass ein fruihes AAO junger Pati-
enten mit einer kurzen Krankheitsdauer und das der alteren Patienten mit einer
langen Krankheitsdauer verbunden war. Die Krankheitsdauer ist als Einflussfak-
tor dieser Analysen zu beachten. Um diesem zu entgehen, ware die Isolierung
von Lymphozyten und die Messung der Proteinlevel zum Zeitpunkt des AAO von
groRem Interesse. Diese Messwerte konnen auch Auskunft Uber die Dynamik der
Proteinlevel von der prasymptomatischen zur symptomatischen Phase geben.
Die CSDP, wie sie hier berechnet wurde, ist klinisch nicht korrekt. Um den realen
Krankheitsfortschritt zu ermitteln, ist es notwendig den SARA-Score zum Zeit-
punkt des AAO zu kennen und diesen von der aktuellen SARA-Score-Punktzahl
abzuziehen. Bei einem Patienten wird beispielsweise bei seinem AAO eine
SARA-Score-Punktzahl von funf Punkten ermittelt. Man weil3 nicht, in welchem
Zeitraum sich diese Punktzahl aufgebaut hat. Sein Score nimmt in den nachsten
zwei Jahren um einen Punkt auf sechs SARA-Score-Punkte zu. Das entspricht
einer realen CSDP von 0,5 SARA-Score-Punkten pro Erkrankungsjahr. Berech-
net werden jedoch nach der in dieser Promotion verwendeten Definition 3,0
Punkte pro Erkrankungsjahr. Die fur die SCA3-Patienten ermittelten CSDPs wa-
ren vermutlich bei kurzen Krankheitsdauern falsch zu hoch. Um diesem vorzu-
beugen, ist die Dokumentation des SARA-Scores zum Zeitpunkt des AAO von
Bedeutung und sollte immer mit angegeben werden.

In der Bestimmung des expandierten Ataxin-3-Proteins wird der MW-1-Antikor-
per verwendet, der ab einer PolyQ-Lange von 15 Glutaminen an das Protein bin-

det. Da die physiologische Anzahl zwischen 13 und 41 Wiederholungen liegt
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(Lima et al. 2005), bindet der Antikorper an das physiologische Ataxin-3-Protein
und fuhrt zu einem falsch hohen Signal. Es verhindert signifikantere Unterschiede
der SCA3-Patienten gegenuber der Kontrollkohorte. Dies kann beim Aufzeigen
feiner Unterschiede der Expression des expandierten Ataxin-3-Proteins zwi-
schen den prasymptomatischen Mutationstragern und den Kontrollen eine Rolle
spielen. Idealerweise wird ein Antikorper verwendet, der im Falle der SCA3 ab
42 oder mehr Glutaminen an das Ataxin-3-Protein bindet.

Neben diesem Aspekt besteht bei Immuno-Assays, die zwei Antikorper zur De-
tektion des Proteins nutzen, die Gefahr eines Hook-Effektes. Durch ein Missver-
haltnis von zu viel Protein bei zu niedrigen Antikorperkonzentrationen konnen
falsch niedrige Messwerte resultieren. Unter diesen Umstanden besteht eine Sat-
tigung der Antikorper-Protein-Bindung, bei der moglicherweise nicht beide Anti-
korper gleichzeitig, sondern je einer der Antikdrper an dem Protein bindet und
kein Energietransfer stattfindet (Tate und Ward 2004). So kommt ein paradox
niedriges Proteinsignal bei hoher Proteinkonzentration zu Stande. Um dem zu
entgehen, muss ein spezifischerer Antikorper etabliert oder die Konzentrationen
der Proben fur diesen Assay verdunnt werden (Hubl 2018). Ein Hinweis fur einen
vorliegenden Hook-Effekt kann ein deutlich niedrigerer Messwert der Positivkon-
trolle des uberexprimierten Proteins als die der zu analysierenden Proben sein.
Bei der Verwendung von Immuno-Assays mit zwei Antikorpern, wie es der TR-
FRET-Assay ist, muss bei der Interpretation paradoxer Ergebnisse an die metho-
dischen Limitationen gedacht werden.

Die Analysen der Proben der verschiedenen Zentren, die Kontrollstudien mit den
verschiedenen Blutrohrchensystemen und der Zusammenhang mit der Nah-
rungsaufnahme zeigten, dass die Probengewinnung in den Blutrohrchen, die Iso-
lierung, die Lyse der Lymphozyten und die Lagerung zu gleichen Bedingungen
bzw. mit denselben Verfahren durchgefuhrt werden mussen. Dieses Wissen
formte sich erst in diesem Promotionszeitraum. Die Messwerte der Proteinlevel
sind daher nur eingeschrankt miteinander vergleichbar. Die Stabilitat der Lym-
phozyten bei langerer Lagerung bei -80 °C sollte im Hinblick auf die Verlasslich-
keit der Messwerte in einer Kontrollstudie evaluiert werden. In Folgestudien sollte

vereinbart werden, dass Blutentnahmen ndchtern erfolgen und dieselben
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Blutrohrchen zur Blutenthahme verwendet werden. Die genauen Anforderungen
der Isolierung, der Lyse und der Lagerung der Lymphozyten mussen festgelegt

sein.

4.4 Ausblick

Diese Promotion befasste sich hauptsachlich mit der ldentifizierung maoglicher
Biomarker der SCA3, die zur Beurteilung des Verlaufs und somit in therapeuti-
schen RCTs angewendet werden konnen. Die Notwendigkeit von solchen Surro-
gatmarkern ist durch den klinisch langsamen Verlauf gegeben. Bei Nutzung von
klinischen Verlaufs-Scores sind lange Studienzeitraume notwendig. Aul3erdem
kann die prasymptomatische Phase mit diesen nicht abgebildet werden (Lima
und Raposo 2018). In dieser Promotion stellt das expandierte Ataxin-3-Protein
den vielversprechendsten Kandidaten dar. Es waren in der kleinen Kohorte deut-
liche signifikante Zusammenhange mit den klinischen Verlaufsparametern dar-
zustellen. Nichtsdestotrotz muss aufgrund der Erkenntnisse erforderlicher Stan-
dardisierungen und groRerer Kohortenstarken eine erneute Prufung stattfinden.
Moglicherweise bilden sich die Tendenzen, die bei dem Gesamt-Ataxin-3- und
Parkin-Protein beobachtet wurden, unter diesen Bedingungen zu signifikanten
Zusammenhangen aus. Die Prifung des Einflusses der genetischen Polymor-
phismen auf die Expression der Proteinlevel hilft die Messwerte besser zu kate-
gorisieren und zu interpretieren. AuRerdem konnen sie ein therapeutisches Ziel
bei Nutzung von Allel-spezifischen Oligonukleotiden darstellen, um pathologi-
sche Funktionen des expandierten Ataxin-3-Proteins stumm zu stellen. Die Um-
setzung einiger dieser Anforderungen wird in einem NeurOmics folgenden For-
schungsprojekt ESMI umgesetzt. Durch eine multizentrische Organisation wird
eine grol3e Kohortenstarke von SCA3-Patienten und prasymptomatischen Muta-
tionstragern gewahrleistet. Durch ein striktes Standardisierungsprotokoll sind die
Messwerte der Proben besser zu vergleichen. Beispielsweise sind der Zeitpunkt
der letzten Blutentnahme, das weitere Vorgehen bei dem jeweils benutzten Blut-
rohrchen und der Versand der Proben genau beschrieben.

Fur die Messung des expandierten Ataxin-3-Proteins wurde durch Frau Anna
Kaucher ein TR-FRET-Assay etabliert, dass anstelle des MW1-Antikorpers den
Anti-Ataxin-3-Antikorper-Klon 1C2 (Merck Millipore, Darmstadt, DE) nutzt.

158



Diskussion

Dieses bindet ab einer Glutaminanzahl von 37 und spezifischer das expandierte
Ataxin-3-Protein. Dies hilft die Menge des detektierten physiologischen Ataxin-3-
Proteins zu vermindern und eine bessere Trennscharfe zwischen den Kontrollen
und SCA3-Patienten zu schaffen (personliche Kommunikation Fr. Kaucher und
Fr. Dr. rer. nat. Hibener-Schmid).

Ein anderer Aspekt von ESMI ist die Etablierung von Biomarkern mittels TR-
FRET in zerebrospinalen Liquor (Bundesministerium fur Bildung und Forschung
2019; Santana 2016). Fur HD existiert bereits mit dem Single Molecule Counting
Immunoassay (Singulex) eine weitere hochsensitive Methode, bei der Fodale et
al. erfolgreich Huntingtin in zerebrospinalem Liquor nachweisen konnten. Es ba-
siert, wie der TR-FRET-Assay, auf der spezifischen Bindung zweier fluoreszenz-
markierter Antikorper, deren Signal Uber eine konfokale Lasereinheit gemessen
wird. Durch den Einsatz zusatzlicher magnetischer Partikel und separaten Inku-
bationszeiten der beiden Antikorper konnte die Sensitivitat der Messung in zere-
brospinalem Liquor verbessert werden (Fodale et al. 2017). Wie unter 4.2 be-
schrieben, bildet das expandierte Ataxin-3-Protein in den Lymphozyten keine Ag-
gregate. Die Messung in zerebrospinalem Liquor bietet neue Mdglichkeiten zur
Beurteilung von Biomarkern, da dieser die betroffenen Gewebe direkt umspduilt.
Die Punktion zur Gewinnung zerebrospinalen Liquors ist jedoch invasiver als eine
venose Punktion. Sowohl der TR-FRET- und als auch der Singulex-Assay sollten
in beiden Biofluiden Uberpruft werden, um die jeweils sensitivste Methode bei
gleichzeitigem Versuch einer niedrigen Invasivitat zu etablieren. Auch wenn die
Moglichkeit eines Hook-Effektes bei beiden Verfahren besteht, Uberwiegen ihre
Vorteile. Sie zeichnen sich durch ihre Zeitersparnis gegenuber eines Western
Blot-Assays und der Mdoglichkeit sehr viele Proben gleichzeitig zu analysieren
aus (bis zu 192 bei der in dieser Promotion genutzten Platte). In zukunftigen Stu-
dien sollte auf sie gesetzt werden.

Neben den vorgestellten Proteinen sind fur das Ataxin-2-Protein (Uchihara et al.
2001; Nobrega et al. 2015), die Superoxiddismutase (SOD) und Glutathionper-
oxidase (GSH-Px) (de Assis et al. 2017) sowie das leichte Serum-Neurofilament
(Wilke et al. 2018) Veranderungen ihrer Konzentration bei Vorliegen des expan-
dierten Ataxin-3-Proteins vorbeschrieben. Fur die SOD und GSH-Px wurden
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unterschiedliche Aktivitaten bei prasymptomatischen und symptomatischen
SCA3-Mutationstragern festgestellt (de Assis et al. 2017). Dies lasst diese beiden
Enzyme als Verlaufsbiomarker geeignet erscheinen. Verschiedene Proteine bil-
den diverse Aspekte der Pathogenese unterschiedlich gut ab. Fur die jeweilige
Fragestellung miussen daher separate Biomarker verglichen und etabliert wer-
den. Als Marker zur Beurteilung der Neurodegenration wirde sich zum Beispiel
die Prufung des leichten Serum-Neurofilaments anbieten. Bei einer therapeuti-
schen RCT mittels ASOs kommt das expandierte Ataxin-3-Protein, das unter die-
ser Therapie reduziert werden sollte, in Frage.

Diese Promotion zeigt, dass messbare Zusammenhange des expandierten Ata-
xin-3-Proteins mit den Parametern des Krankheitsverlaufs signifikant sind. Far
das Gesamt-Ataxin-3- und Parkin-Protein sind diese als Tendenzen zu erkennen.
Ob sie als Surrogatmarker in Frage kommen, kdnnen Studien groRerer Kohor-
tenstarken und ausgepragter Standardisierung naher eingrenzen. Letztlich aber
wird diese Frage bei der Anwendung des Biomarkers in einer RCT mit einem
krankheitsmodifizierenden Medikament geklart werden konnen. Das Level des
Biomarkers kann durch den therapeutischen Effekt des Medikamentes unabhan-
gig von der mit der Krankheit zusammenhangenden Dynamik verandert werden

und somit doch nicht geeignet sein (Saute und Jardim 2018) (Abbildung 4.7).
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Abbildung 4.7: Zusammenfassung der im Ausblick beschriebenen nachsten Schritte

Blau: bereits fir ESMI umgesetzt; Griin: nachste Schritte; Orange: abschlielender Schritt

Die Erkenntnis dieser Promotion ist die Notwendigkeit starker Kohorten und obligater Standardi-
sierungen, um die Etablierung eines Biomarkers vorzunehmen. Dieses wurde fir ESMI durch ein
multizentrisches Vorgehen und genau dargelegten Standardisierungen umgesetzt. In den nachs-
ten Schritten sollte die vergleichende Analyse verschiedener Biomaterialien, Methoden und Bio-
markern fiir die jeweilige Fragestellung erfolgen. Ob sich der Biomarker fiir das Uberwachen eine
Therapieerfolges im Rahmen einer RCT eignet, kann abschlielend erst wahrend dieser erfolgen.
Eine eigene vom Krankheitsverlauf unabhangige Dynamik des Biomarkers auf das Therapeuti-
kum kann bis zu diesem Zeitpunkt nicht ausgeschlossen werden (Saute und Jardim 2018).
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5 Zusammenfassung

Die Spinozerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3) ist eine autosomal-dominant vererb-
bare neurodegenerative Erkrankung, deren pathologischer Mechanismus auf ei-
ner erhohten Anzahl der CAG-Wiederholungen auf dem Ataxin-3-Gen beruht. Als
Konsequenz erfolgt fur das Ataxin-3-Protein eine pathologische Erweiterung sei-
ner Glutaminanzahl, was zu einer fehlerhaften Faltung und Aggregation des Pro-
teins in Neuronen fuhrt. Das expandierte Ataxin-3-Protein und seine veranderten
Rollen in zellularen Signalwegen haben einen neurotoxischen Effekt, der einen
vermehrten Zelluntergang mit sich bringt. Parkin, eine E3-Ubiquitin-Ligase, wird
durch das Park2-Gen kodiert und 10st bei Vorliegen verschiedener Mutationen
auf diesem ein juveniles hereditares Parkinson-Syndrom aus. Das Parkin-Protein
wird von Ataxin-3 deubiquitiniert, was bei Vorliegen seiner expandierten Form
zunimmt. Durch die Deubiquitinierung kommt es zu einer vermehrten autopha-
gosomalen Degradation von Parkin und einem nachgewiesenen Abfall seines
Levels. Es existieren keine krankheitsmodifizierenden Therapien fur die SCA3
und randomisierte-klinische Studien scheitern an den unzureichenden Anderun-
gen der Score-Punktzahlen in den Studienzeitraumen. Es konnen bislang keine
Verlaufe in prasymptomatischen Mutationstragern abgebildet werden, die einer
genetischen Beratung und der Entscheidung eines Therapiestarts helfen wurden.
Diese Promotion beschaftigte sich mit der Analyse, ob die Level des expandier-
ten und Gesamt-Ataxin-3- sowie des Parkin-Proteins mit dem klinischen Verlauf
der SCAS korrelieren und sie somit als Verlaufsbiomarker und Surrogatmarker
fur klinische Studien in Frage kommen. Aul3erdem wurde der Einfluss der Anzahl
der CAG-Wiederholungen und die Auspragung dreier Polymorphismen des Ata-
xin-3- und Park2-Gens auf die Klinik und die Expressionslevel der Proteine ge-
pruft.

Hierfur wurden die Proteinlevel mit hochsensitiven und -spezifischen TR-FRET-
Assays in lysierten Lymphozyten von 24 SCA3-Patienten, funf Angehorigen, von
denen vier sicher die Mutation trugen (RISCA), und 31 Kontrollen aus drei euro-
paischen Zentren gemessen. Diese wurden mit den klinischen Verlaufsparame-

tern wie ataktischer Symptombeginn (AAO), Krankheitsdauer, SARA-Score,
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Krankheitsfortschritt (cross-sectional disease progression, CSDP) sowie den ge-
netischen Auspragungen des Ataxin-3- und Park2-Gens korreliert. Aul3erdem
wurden Kontrollstudien hinsichtlich der Notwendigkeit eines standardisierten Vor-
gehens durchgefuhrt.

Fir das expandierte Ataxin-3 zeigten sich signifikant hohere Proteinlevel fur Pa-
tienten mit einem frihen AAO, einer langen Krankheitsdauer, einem hohen
SARA-Score und einer langsamen CSDP. Dieses Protein scheint ein geeigneter
Kandidat fur einen Verlaufsbiomarker zu sein. Fur das Gesamt-Ataxin-3- und
Parkin-Protein stellten sich Tendenzen im Krankheitsverlauf dar, deren Signifi-
kanz bei Folgestudien naher bewertet werden muss. Aufgrund der fehlenden
Standardisierung waren die Messwerte der verschiedenen Zentren stark varia-
bel. Durch Kontrollstudien zeigte sich die Bedeutsamkeit der verwendeten Blut-
rohrchen, des nahrungsabhangigen Zeitpunkts der Probenentnahme und der
langjahrigen Lagerung der lysierten Lymphozyten bei -80 °C. Die Kohortenstar-
ken waren nach Literaturrecherche zu gering, um eine ausreichende Evaluierung
durchzufuhren, sodass diese in Folgestudien deutlich erh6ht werden muss.
Unter der Bedingung, der gewonnenen Erkenntnisse fur eine notwendige Stan-
dardisierung und Erweiterung der Kohortenstarken, legen die Ergebnisse dieser
Promotion nahe, dass mit dem expandierten Ataxin-3 und eventuell mit dem Ge-
samt-Ataxin-3- sowie Parkin-Protein Verlaufsbiomarker fur die SCA3 etabliert
werden konnen. Dies ware ein Fortschritt im Hinblick auf die Durchfuhrung und
Bewertung valider randomisierter-klinischer Studien zur Testung krankheitsmo-

difizierender Therapien.
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Anhang

Anhang

Bestandteil von Task 2 des Workpackage 4 in NeurOmics war neben den Mes-
sungen der Level des Parkin-Proteins die Messung der Level des a-Synuclein-
Proteins. Da bislang keine molekulare Interaktion des Ataxin-3-Proteins mit a-
Synuclein beschrieben wurde, waren die Ergebnisse nicht Bestandteil der Pro-

motion und werden exemplarisch dargestellit.

Vergleich der Kontroll-, RISCA- und SCA3-Patienten-Kohorte

Die Messung der a-Synuclein-Protein-Level erfolgte wie bei den anderen Protei-
nen dieser Promotionen Uber einen spezifischen TR-FRET-Assay in lysierten
Lymphozytenproben.

Ob die Expression von a-Synuclein bei SCA3-Patienten und prasymptomati-
schen Mutationstragern verandert ist, wurde durch eine Kohortenanalyse Uber-
pruft. Tendenziell zeigte die RISCA-Kohorte die niedrigsten Proteinlevel und die
Kohorten der Kontrollen und SCA3-Patienten eine breite Streuung. AX 3 wurde
wegen einer Bradykinese in seinem Krankheitsverlauf mir Levodopa behandelt

und hatte das zweithdchste a-Synuclein-Proteinlevel (Abbildung A).
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Abbildung A: Korrelation des a-Synuclein-Proteins mit dem Erkrankungsstatus
Aufgetragen wurden die Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten gegen das gemes-
sene AFc-Signal des a-Synuclein-Proteins. Nach Ermittlung einer Normalverteilung stellte die di-
cke horizontale Mittellinie stellt das arithmetische Mittel bzw. den Median und die beiden diinnen
Linien ober- und unterhalb die SD bzw. den IQA dar. Zwischen den einzelnen Kohorten liel sich
kein signifikanter Unterschied der a-Synuclein-Protein-Expression berechnen. Zudem zeigten
sich die Messwerte der Kontroll- und SCA3-Patienten-Kohorte stark gestreut. AX 3 hatte das
zweithdchste gemessene Level der SCA3-Patienten. Er zeigte in seinem Krankheitsverlauf eine
Bradykinese. AX 17, der an einem Parkinson-assoziierten RLS litt, hatte einen Messwert im un-
teren Bereich.
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Korrelation des a-Synuclein-Proteins mit den klinischen Parametern

FUr a-Synuclein sollten ein moglicher Einsatz als Verlaufsbiomarker in therapeu-
tischen RCTs und die Abbildung der prasymptomatischen Phase gepruft werden.
HierfUr wurden statistische Auswertungen fur mogliche Korrelationen mit klini-
schen Parametern durchgefuhrt. Eine Signifikanz errechnete sich in keiner der
Auswertungen. Durch die breite Streuung war die Einschatzung moglicher Ten-
denzen schwierig. Gering hohere Werte zeigten sich fur ein AAO von > 45 Jahren
(Abbildung B.a), einer Krankheitsdauer von > 10 Jahren (Abbildung B.c) und ei-
ner CSDP von < 1,8 SARA-Score-Punkten pro Erkrankungsjahr (Abbildung B.g).
Fir die Krankheitsdauer lief3 sich eine tendenzielle PLK des a-Synuclein-Protein-
Levels feststellen (Abbildung B.d).

Es konnten zusammenfassend fur Parameter eines milden Krankheitsverlaufs
hohe a-Synuclein-Protein-Level gemessen werden. Das Alter der SCA3-Patien-
ten kann trotz fehlender Signifikanz eine Einflussgrofe auf a-Synuclein-Protein-
Level sein. Hierfur sprechen die tendenziell niedrigen Messwerte der RISCA-Ko-
horte.

Kontrollstudie: Einfluss von Nahrungsaufnahme und der verwendeten Blut-
rohrchensysteme

In zwei Kontrollstudien wurden der Einfluss von Nahrung und verschiedener Blut-
rohrchensysteme auf die Messwerte der a-Synuclein-Protein-Level gepruft. In
der ersten Studie zeigte sich nach der Nahrungsaufnahme eine signifikante Ab-
nahme der Messwerte in den Lymphozytenproben aus CPDA (p-Wert: 0,0020)
(Abbildung C.a) und EDTA-R6hrchen (p-Wert: 0,0020) (Abbildung C.b). Diese
Dynamik konnte in der zweiten Kontrollstudie mit Teilnahme anderer Kontrollen
als Tendenz bestatigt werden. Statt der EDTA-R6hrchen wurden CPT-ROhrchen
im Vergleich mit den CPDA-RdOhrchen verwendet. Das gemessene AFc-Signal
des a-Synuclein-Proteins der Proben aus den CPT-Rohrchen war zu beiden
Messzeitpunkten signifikant hoher als das der CPDA-Rohrchen (nuchtern p-
Wert: 0,0022; nicht nachtern p-Wert: 0,0043) (Abbildung C.c,d).
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Abbildung B: Korrelation des a-Synuclein-Proteins mit den klinischen Parametern
Aufgetragen wurden die (a,c,e,g) Kohorten der Kontrollen, RISCA und SCA3-Patienten und (b)
das AAO, (d) die Krankheitsdauer, (f) der SARA-Score und (h) die CSDP der SCA3-Patienten
linear gegen das gemessene AFc-Signal des a-Synuclein-Proteins.

Es wurden weder in der Analyse der Kohorten noch bei der Ermittlung einer linearen Korrelation
signifikante Zusammenhange berechnet. Durch die breite Streuung der Messwerte der SCA3-
Patienten waren Tendenzen schwer zu bestimmen. So zeigten die SCA3-Patienten (a) mit einem
AAO von > 45 Jahren, (c) einer Krankheitsdauer von > 10 Jahren und (g) einer CSDP von < 1,8
SARA-Score-Punkten pro Erkrankungsjahr ein etwas hoheres Level des a-Synuclein-Proteins.
(d) Ebenso lie3 sich eine tendenzielle PLK des a-Synuclein-Protein-Levels mit der
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Erkrankungsdauer sehen. Diese klinischen Parameter sind mit einem milden Krankheitsverlauf
assoziiert, sodass das Patientenalter das o-Synuclein-Protein-Level mit beeinflussen kann. Eine
signifikante Korrelation des a-Synuclein-Protein-Levels mit dem Alter der SCA3-Patienten und
RISCA bestand fiir diese Kohorte nicht (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung C: Prifung des Einflusses von Nahrungsaufnahme und Blutréhrchensyste-

men auf die Level des a-Synuclein-Proteins
Aufgetragen wurden die zwei Zeitpunkte der Blutentnahme gegen das gemessene AFc-Signal
des a-Synuclein-Proteins (a) in CPDA-Rd&hrchen, (b) in EDTA-RShrchen, (c) nochmals in CPDA-
Roéhrchen und (d) in CPT-Rohrchen. Manner (blau) und Frauen (rot) sind farblich gekennzeichnet.
Die einzelnen Probanden erhalten verschiedene Symbole (s. Legende). (a+b) In der ersten
durchgefiihrten Kontrollstudie berechnete sich fiir alle Probanden mit dem Wilcoxon-Test nach
der Nahrungsaufnahme eine abnehmende Dynamik der Proteinlevel von a-Synuclein (CPDA p-
Wert: 0,0020; EDTA p-Wert: 0,0020). (c+d) Diese konnte auch im zweiten Kontrollexperiment,
bei dem anstelle der EDTA-R6hrchen die CPT-Rohrchen verwendet wurden, als Tendenz nach-
vollzogen werden. Einige Kontrollen hatten nach dem Fruhstlck ansteigende Werte. Nach Ver-
gleich des Fruhstilicksprotokolls waren sie an keiner Auffalligkeit festzumachen. Das gemessene
Signal der aus den CPT-Rd&hrchen isolierten Lymphozyten war fir beide Entnahmezeitpunkte
signifikant héher als das der CPDA-Rohrchen (niichtern p-Wert: 0,0022; nicht niichtern p-Wert:
0,0043).
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Dr. med. Ludger Schdls und das betreuende Arzteteam der Ataxie-Ambulanz der
Neurologischen Poliklinik des Universitatsklinikums Tubingen durch.

Die statistische Auswertung erfolgte eigenstandig durch mich.

Ich versichere, das Manuskript selbstandig verfasst zu haben und keine weiteren

als die von mir angegebenen Quellen verwendet zu haben.

Tubingen, den 29.04.2019

Kathrin Gonsior
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Veroffentlichungen: Prasentationen und Poster

NeurOmics Annual Meeting, 07.03. - 09.03.2016, Barcelona:
e Young Investigator Session, 07.03.2016: The influence of parkin in the path-

ogenesis of Spinocerebellar Ataxia Type 3

e Poster Session, 08.03.2016: The influence of parkin in the pathogenesis

of Spinocerebellar Ataxia Type 3

89. Kongress der Deutschen Gesellschaft fiir Neurologie,
21.09. - 24.09.2016, Mannheim:

e Poster Session: Neurodegeneration Il: Syndrome & Genetik, 23.09.2016:

Analysis of the influence of parkin and alpha-synuclein as potential bio—
marker in the pathogenesis of SCA3

NeurOmics Final Meeting, 03.05. - 05.05.2017, Berlin:

e Poster Session, 04.05.2017: The influence of parkin and alpha-synuclein in

the pathogenesis of Spinocerebellar Ataxia Type 3 (SCA3)

e Workpackage 4 Session: Identification of hypothesis-driven biomarkers for

disease progression, 05.05.2017: Task 2: The influence of parkin and alpha-

synuclein in the pathogenesis of Spinocerebellar Ataxia Type 3 (SCA3)
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