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1 Einleitung

1.1 Die Spinozerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3)

Die Spinozerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3) ist eine neurodegenerative
Erkrankung und wird auch Machado-Joseph-Erkrankung (MJD) genannt. Diese
Bezeichnung der Erkrankung kommt von den beiden Familien Machado und
Joseph, die beide von den portugiesischen Azoren stammen und bei denen die
Symptome der SCA3 erstmals beschrieben wurden (Nakano et al., 1972,
Rosenberg et al., 1976, Woods and Schaumburg, 1972). Die SCA3 wird
autosomal dominant vererbt und zahlt zum Formenkreis der Ataxie-Krankheiten.
Sie ist weltweit die haufigste Form der autosomal dominant vererbten,
zerebellaren Ataxie (ADCA) und macht in Deutschland ca. 40% dieser
Erkrankungsgruppe aus (Bird, 1993, Paulson, 2007, Whaley et al., 2011).

Der SCAS liegt eine Expansion von CAG-Wiederholungen im ATXN3-Gen auf
Chromosom 14932.1 zu Grunde. Bei Tragern dieser Mutation ist dieser Bereich
mit 55-86 CAG-Wiederholungen deutlich langer als der des ublichen 13-36
Basentriplets (Adegbuyiro et al., 2017, Kawaguchi et al., 1994). Daruber hinaus
gibt es einen Intermediar-Bereich von 45-54 CAG-Wiederholungen. Bei
Personen in diesem Bereich zeigt sich nicht immer eine Manifestation der
Erkrankung (Riess et al., 2008). Aufgrund der autosomal dominanten Vererbung
ist die Mutation auf einem Allel ausreichend, um an der SCA3 zu erkranken. Fast
alle SCA3-Patienten sind somit nur heterozygote Mutationstrager. Homozygote
Mutationstrager sind sehr selten, daher gibt es nur wenige Fall-Berichte (Lysenko
et al., 2010). Shang et al. haben in ihrer Metaanalyse von 14 homozygoten
Mutationstragern aus unterschiedlichen Kohorten zeigen koénnen, das
homozygote Mutationstréager im Vergleich zu heterozygoten Mutationstragern
friher erkranken und eine starkere Progredienz der Erkrankung aufweisen
(Shang et al., 2018). Generell zeigt sich bei Mutationstragern ein Effekt, den man
Antizipation nennt. Das bedeutet, dass die Anzahl der CAG-Wiederholungen in
der DNA eines SCA3-Patienten proportional mit der Auspragung der Erkrankung
und umgekehrt proportional mit dem Alter bei Erkrankungsbeginn (age at onset,
AAO) korreliert (Durr et al., 1996).



Diese Korrelationen wurden ebenfalls bei anderen Erkrankungen wie
beispielsweise Chorea Huntington, weiteren spinozerebellaren Ataxien (SCA1,

2,6, 7 und 17) und der Spinobulbaren Muskelatrophie Typ Kennedy festgestellt.

Tabelle 1.1: Zusammenfassende Informationen zu den bekannten Polyglutamin-
Erkrankungen

Erkrankung Betroffenes Expandierte Typische Symptome
Gen/Protein  Polyglutamin-
Anzahl *
Psychiatrische
Chorea HTT 36 - 121 Auffalligkeiten, kognitive
Huntington Huntingtin Einschrankungen, Chorea,
Dystonie
Spinobulbdre AR Muskelschwache,
Muskelatrophie Androgen 38 - 62 Faszikulationen, Dysarthrie,
Typ Kennedy  Rezeptor Dysphagie, Gyndkomastie
Ataxie, Sprachstérungen,
SCA1 AN 39-82 Spastik, kognitive
Ataxin-1 : 9,
Einschrankungen
Ataxie, Polyneuropathie,
SCA2 2;2)((:\:]22 32 -200 verminderte Reflexe,
Retinopathie bei Kindern
Ataxie, Parkinsonismus,
SCA3 ﬁ;ﬁ:}l}gs 55 - 86 Dysphagie, Depressionen,
Spastik, Schlafstérungen
CACNA1A Ataxie, Dysarthrie,
SCAG CACNA1A  21°33 Nystagmus, Tremor
ATXN7 Ataxie, Blindheit,
S Ataxin-7 SImes Herzfehler bei Kindern
TBP Ataxie, Krampfanfalle,
SCAL7 T_ATA-Box 47 - 63 kognlt_lve_Elnschrankungen,
bindendes psychiatrische
Protein Auffalligkeiten

* variiert je nach Literatur
SCA: Spinozerebellare Ataxie

Mit Ausnahme der Spinobulbaren Muskelatrophie Typ Kennedy, die X-

chromosomal vererbt wird, werden diese Erkrankungen autosomal dominant

vererbt. Da bei all diesen Erkrankungen eine Expansion des Basentriplet CAG

zu Grunde liegt und dieses Basentriplet CAG bei der Synthese von Proteinen fur

Glutamin kodiert, fasst man sie als Polyglutamin-Erkrankungen (polyQ)



zusammen. Aufgrund der Mutation zeigen diese Erkrankungen vergleichbare
Pathomechanismen. Dabei wird das flr die Erkrankung spezifische Protein durch
Glutamin, je nach Ausmalf der Expansion des Basentriplets CAG im betroffenen
Gen, verlangert (Tabelle 1.1). Dadurch kommt es zu einer fehlerhaften Funktion
und Interaktion des Proteins und zur Bildung von unldslichen Aggregaten. Diese
Aggregate konnen dabei in unterschiedlichen Formen (z.B. fibrillar oder
ringfdrmig, aber auch amorph) vorliegen (Adegbuyiro et al., 2017) und bilden
letztlich die fur die jeweilige Polyglutamin-Erkrankung charakteristischen
zytoplasmatischen oder intranuklearen Einschliisse (Legleiter et al., 2010). Wie
genau fehlgefaltete Proteine und Aggregate die Entstehung der Erkrankungen
beeinflussen, ist noch unklar. Es wird sogar uber eine protektive Wirkung von
Aggregaten diskutiert (Taylor et al., 2003).

Auch wenn die Polyglutamin-Erkrankungen einige Gemeinsamkeiten aufweisen,
fuhren die unterschiedlichen Funktionen und Lokalisationen der jeweils
betroffenen Proteine zu unterschiedlichen, krankheitsspezifischen Symptomen.
Bei der SCA3, welche in dieser Dissertation untersucht wurde, kommt es durch
diesen Pathomechanismus zur Degeneration im Bereich des Zerebellums, des
Hirnstamms, der Basalganglien, des Rickenmarks und des peripheren
Nervensystems (Murata et al., 1998, Rub et al., 2004, Rub et al., 2002a, Rub et
al., 2002b). Da die Aufgaben der betroffenen Bereiche stark variieren, kdnnen
SCA3-Patienten unterschiedliche Symptome in unterschiedlicher Intensitat
auspragen. SCA3-Patienten leiden an Bewegungsstérungen der Extremitaten
mit Problemen beim Gehen, Stehen und sogar Sitzen (Ataxie = griechisch fur
,das Fehlen von Ordnung®). Stérungen der Augenmotilitét, Dysarthrie, Dysphagie
und Spastiken gehoren ebenfalls zu den haufig beobachteten motorischen
Stérungen (Coutinho and Andrade, 1978, Schols et al., 1996). Ebenso kénnen
einige nicht-motorische Stérungen wie Schlafstérungen (z.B. das Restless-Leg-
Syndrom) (Schols et al., 1998), chronische Schmerzen (Franca et al., 2007),
Depressionen, vermindertes Sprechvermdgen und Gedachtnisstérungen bei den
Patienten auftreten (D'Abreu et al.,, 2010, Kawai et al., 2004, Zawacki et al.,
2002). Anhand der Symptomatik eines Patienten und des AAOs kann zwischen

verschiedenen Subtypen der Erkrankung unterschieden werden. In Schols et al.,



1996 werden drei dieser Subtypen beschrieben. Dabei definiert sich Subtyp 1
durch ein friihes AAO (10-30 Jahre), ausgepragter Rigiditat, Dystonie, Ataxie und
Spastiken. Bei Subtyp 2, dem haufigsten Subtyp, liegt das AAO zwischen 20 und
45 Jahren. Diese Patienten weisen vor allem schwere Ataxien und Spastiken auf.
Patienten, die dem Subtyp 3 zugeordnet werden, sind bei Erkrankungsbeginn 40
Jahre oder alter. Sie leiden vor allem unter verschiedenen Polyneuropathien,
Sensibilitatsstérungen und Muskelkrampfen. Die Progredienz der Erkrankung
wird von Subtyp 1 zu Subtyp3 langsamer. Beim Subtyp 4, welcher spater
zusatzlich beschrieben wurde, zeigen Patienten einen ausgepragten
Parkinsonismus (Paulson, 2007). Dabei spielt das AAO keine entscheidende
Rolle.

Um die Symptomatik besser und vor allem auch objektiver beurteilen zu kénnen,
werden bei der klinischen Untersuchung von SCA3-Patienten verschiedene
klinische Tests durchgefuhrt. Zur Beurteilung der Ataxie wird vorrangig der Scale
of the Assessment and Rating of Ataxia (SARA) verwendet. Dabei werden das
Gangbild, die Haltung beim Stehen und Sitzen, die Motorik der oberen und
unteren Extremitaten und auch die Sprachbildung untersucht und nach klaren
Vorgaben bewertet (Subramony, 2007). Zur Uberpriifung der nicht-ataktischen
Symptome wird der Inventory of Non-Ataxia Signs (INAS) verwendet. Hierbei
geht es unter anderem um Symptome wie Lahmungen, Spastiken oder
Muskelzuckungen (Jacobi et al., 2013a).

Neben der klinischen Untersuchung sollte bei der Diagnostik der SCA3 auf eine
ausgiebige Familienanamnese geachtet werden. Des Weiteren zahlt die Magnet-
Resonanz-Tomografie (MRT) zur Basisdiagnostik (van de Warrenburg et al.,
2014). In einer Zusammenfassung von 18 Studien von 1995 bis 2016 wurden
signifikante Atrophien in den zerebellaren Hemispharen, dem Vermis cerebelli,
dem gesamten Hirnstamm, dem Striatum, dem Thalamus und dem Rickenmark
der Halswirbelsaule beschrieben, die bei SCA3-Patienten nachgewiesen werden
konnten (Klaes et al., 2016). Diagnostisch wird die SCA3 durch eine genetische
Untersuchung bestéatigt, welche die Anzahl der CAG-Wiederholungen auf DNA-
Ebene bestimmt. Dabei sollte zusatzlich auf die gangigsten Ataxie-Formen
(SCAL, 2, 3, 6, 7) gescreent werden (van de Warrenburg et al., 2014).
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Die Therapie der SCA3 besteht bisher lediglich aus dem Einddmmen und
Verlangsamen der Symptome, da zurzeit keine kausale Therapie existiert. Mit
Medikamenten, aber auch physiotherapeutischen und logopadischen
Interventionen werden die Patienten behandelt (Wang, 2018). In verschiedenen
Studien wurden Substanzen wie Amantadin, Riluzol und Vareniclin zur
symptomatischen Behandlung getestet, jedoch konnten keine eindeutigen
Ergebnisse festgestellt werden (Botez et al., 1991, Ristori et al., 2010, Zesiewicz
et al.,, 2012). Versuche, eine kausale Therapie zu etablieren, blieben bislang
erfolglos. Beispielweise kam es im Maus-Modell durch die Gabe von Riluzol zwar
zu einer Verringerung des l6slichen Ataxin-3, jedoch blieb die Verbesserung der
Symptomatik aus (Schmidt et al., 2016).

Ein interessanter und wichtiger Angriffspunkt fir eine kausale Therapie ist das
sogenannte ,Disease protein lowering®“. Ein vielversprechender Ansatz daftr ist
der Einsatz von Antisense-Oligonukleotiden (ASO) und miRNA. In Maus-
Modellen zeigten sich dabei erste Erfolge (Evers et al., 2013, Moore et al., 2017,
McLoughlin et al., 2020, Martier et al., 2019). Jedoch ist bisher nicht geklart, ob
durch die verringerte Menge an Ataxin-3 das Gleichgewicht der Kérperfunktionen
nachhaltig gestort wird. In Zellmodellen kam es durch fehlendes Ataxin-3 zur
Desorganisation des Zytoskeletts und zu vermehrtem Zelltod (Rodrigues et al.,
2010). Dahingegen konnte in einem Mausmodell gezeigt werden, dass die
Fruchtbarkeit und Vitalitdit der Mause durch das Fehlen von Ataxin-3 nicht
beeinflusst werden und sich die Krankheitssymptome bessern (Schmitt et al.,
2007). In Fadenwirmen wurde sogar eine verbesserte Stress-Reaktion durch
den Verlust von Ataxin-3 festgestellt (Rodrigues et al., 2011). Somit bleibt bisher
unklar, welche Folgen die Reduktion von Ataxin-3 im menschlichen Kdrper hat.
Um den Erfolg von Therapieansatzen besser evaluieren zu kénnen, aber auch
neue Ziele fur einen kausalen Therapieansatz aufzuzeigen, bedarf es noch mehr
Grundlagenforschung. Daher wird in dieser Arbeit das Ataxin-3 Protein und der

direkte Interaktionspartner Parkin analysiert.
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1.2 Proteine

Das Ataxin-3 Protein wird aus dem ATXN3-Gen translatiert und ist ca. 41 kDa
schwer. Durch die Mutation im ATXN3-Gen kommt es zu einem polyQ
expandierten Ataxin-3 Protein. Die Gesamtheit des Ataxin-3 Proteins, also
sowohl das expandierte, pathologische als auch das nicht-expandierte, nicht-
pathologische Protein, wird full-length Ataxin-3 genannt. Beide Formen des
Proteins werden im gesamten Gehirn aber auch im restlichen Korper produziert.
Dabei sind beide Formen grof3tenteils im Zytoplasma zu finden (Paulson et al.,
1997). Unabhangig der Mutation kann Ataxin-3 in verschiedenen Isoformen
vorliegen. Es sind 20 funktionale Isoformen bekannt, die meistens durch
verschiedene Splice-Varianten entstehen und sich dadurch in ihrem C-terminalen
Ende unterscheiden (Bettencourt et al., 2010). Der grundséatzliche Aufbau des
Proteins bleibt dabei weitestgehend gleich. Der stark konservierte Bereich am N-
terminalen Ende enthalt die sogenannte Josephin-Domane mit zwei Kern-Export-
Signalen (NES) und der PolyQ-Bereich befindet sich zusammen mit dem Kern-
Lokalisations-Signal (NLS) am eher unstrukturierten C-terminalen Ende.
Zusatzlich befinden sich, je nach Isoform, zwei oder drei Ubiquitin-Interaktions-
Motive (UIM) im Ataxin-3 Protein (Masino et al., 2003) (Abb. 1.1).

Josephin-Domine Polyglutamin-Bereich
| S W

R oo [ om0 <

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung des Ataxin-3 Proteins

Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung des Ataxin-3 Proteins. In der N-terminalen
Josephin-Domane liegen zwei Kern-Export-Signale (NES). Nahe dem PolyQ-Bereich ist ein Kern-
Lokalisations-Signal zu finden. Zuséatzlich befinden sich je nach Isoform zwei bis drei Ubiquitin-
Interaktions-Motive (UIM) im Protein.

Der Aufbau des Proteins spielt bei der sogenannten ,Toxic fragment hypothesis*
eine wichtige Rolle. Ataxin-3 kann beispielweise durch Caspasen und Calpaine
proteolytisch gespalten werden (Haacke et al., 2007, Wellington et al., 1998).
Wahrend sich die dabei entstehenden N-terminalen Fragmente aufgrund der

darin liegenden nukledren Exportsignale (NES) vorwiegend im Zytoplasma
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befinden, gelangen die C-terminalen Fragmente aufgrund des
Kernlokalisationssignals (NLS) in den Zellkern. Das C-terminale Fragment des
expandierten Ataxin-3 Proteins kann dabei toxischere Auswirkungen haben, als
das des nicht-expandierten Proteins und somit eine Rolle in der Pathogenese der
SCAZ3 spielen (Abb. 1.2) (Hubener et al., 2011).

Cytoplasm

MES MES 260 MLS

as

[ -
w_/

Abbildung 1.2: Modell der Proteinspaltung durch Calpain I

Die Abbildung zeigt ein theoretisches Modell der Proteinspaltung durch Calpain Il. Die C-
terminalen Fragmente mit dem PolyQ-Bereich gelangen in den Zellkern, die N-terminalen
Fragmente verbleiben im Zytoplasma (Hubener et al., 2011).

Neben dieser Hypothese ist ein Hauptmerkmal der Pathogenese der SCA3 und
auch anderer PolyQ-Erkrankungen bereits bekannt. Durch das PolyQ-
expandierte Protein kommt es zur Bildung von fehlgebildeten und falsch
gefalteten Proteinen, deren Funktion und Interaktion dadurch gestort wird. Diese
Proteine kénnen nicht I6sliche Aggregate bilden, die wiederum zu intranukledren
und zytoplasmatischen Einschliissen fuhren (Zoghbi and Orr, 2000). Wie genau
diese Aggregate und Einschliisse an der Entstehung der Erkrankung beteiligt
sind, ist jedoch noch unklar. Die alleinige Ursache fiir die Erkrankung kénnen sie
nicht sein. Der Protein-Kontext, also die Funktion, die das Protein in
verschiedenen Stoffwechselwegen des Kérpers einnimmt, spielt ebenfalls eine
wichtige Rolle. Interaktionspartner des Ataxin-3 Proteins in den einzelnen
Stoffwechselwegen liegen je nach Individuum in unterschiedlichen Isoformen vor.

Bei einer Interaktion mit nicht-expandiertem Ataxin-3 spielen die
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unterschiedlichen Isoformen jedoch zunachst keine Rolle. Bei einer Interaktion
mit expandiertem Ataxin-3 kann es hingegen zu einer Veranderung des
jeweiligen Stoffwechselweges kommen. Dies kann Auswirkungen auf den
Organismus des jeweiligen Individuums haben und somit erklaren, weshalb
SCA3-Patienten mit der gleichen Anzahl an CAG-Wiederholungen
unterschiedlich stark ausgepragte Krankheitsverlaufe vorweisen (Paulson,
2007).

Das Ataxin-3 Protein hat im Kérper unterschiedliche Funktionen, die noch nicht
vollstandig erforscht sind. Eine bereits bekannte und wichtige Funktion hat
Ataxin-3 im Ubiquitin-Proteasom-System (UPS). Im UPS fungiert Ataxin-3 als
deubiquitinierendes Enzym (DUB) und erfillt dabei zwei verschiedene
Funktionen. Zum einen Ubernimmt Ataxin-3 mit der Josephin-Doméne eine
wichtige Rolle beim Proteinabbau durch Cystein-Proteasen (Nicastro et al., 2005,
Scheel et al., 2003). Zum anderen binden die UIMs des Ataxin-3 Proteins an
Ubiquitin-Konjugaten und ubiquitinierten Proteinen (Burnett et al.,, 2003,
Donaldson et al., 2003) und bringen diese so in nachste Nahe zueinander, damit
die ubiquitinierten Proteine durch die Konjugate geschnitten oder modifiziert
werden kénnen (Burnett and Pittman, 2005, Scaglione et al., 2011, Winborn et
al., 2008). Eine der Ubiquitin-Konjugate, mit der Ataxin-3 auf diese Weise
interagiert, ist die E3-Ubiquitin-Protein-Ligase CHIP (Scaglione et al., 2011).

Ein weiterer, wichtiger Interaktionspartner ist das Parkin Protein. Das Parkin
Protein ist eine E3-Ubiquitin-Protein-Ligase und wird durch das PARK2-Gen auf
Chromosom 6926 gebildet und besteht aus 465 Aminosauren, wobei 6 Isoformen
bekannt sind. Es wird ubiquitar exprimiert und befindet sich vorrangig im Zytosol.
Grundsatzlich besteht das Protein aus einer Ubiquitin-like-domain (UBL) am N-
terminalen Ende und drei Ring-Domanen, die sich eher zum C-terminalen Ende
hin orientieren (Abb. 1.3).
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung des Parkin Proteins

Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung des Parkin Proteins. Am N-terminalen Ende
befindet sich eine Ubiquitin-like-domain (UBL). Das Protein beinhaltet drei Ring-Doménen
(RING), die eher am C-terminalen Ende zu finden sind.

Das Protein Parkin ist an der Entstehung der Parkinson-Erkrankung beteiligt.
Verschiedene Mutationen im PARK2-Gen sind mit den unterschiedlichen Formen
der Erkrankung assoziiert. Beispielsweise ist fur das Juvenile rezessiv-vererbte
Parkinson-Syndrom eine loss-of-function-Mutation im PARK2-Gen verantwortlich
(Kitada et al., 1998). Die genaue Rolle des Proteins ist aber nicht bei jeder Form
bekannt. Neben dem PARK2-Gen haben zum Beispiel auch Mutationen in
anderen Genen wie dem PINK1- oder dem DJ-1-Gen einen Einfluss auf die
Pathogenese der Parkinson Erkrankung.

Parkin hat eine vielfaltige, regulierende Funktion in neuronalen und nicht-
neuronalen Zellen. Es katalysiert den Ubiquitin-Transfer von Enzymen auf
verschiedene Protein-Substrate und reguliert damit dessen Ablauf (Cookson,
2003, Houlden and Singleton, 2012, Zhang et al., 2015). Als Teil eines
Multiprotein-Ubiquitin-Ligase-Komplexes schiitzt es postmitotische Neuronen vor
der Apoptose durch Excitotoxizitat (Staropoli et al., 2003). Parkin kann aber auch
von defekten Mitochondrien rekrutiert werden, um deren Abbau in die Wege zu
leiten (Narendra et al., 2008).

Die beiden Proteine Ataxin-3 und Parkin interagieren in direkter Weise
miteinander, in dem eins der UIMs am C-terminalen Ende des Ataxin-3 Proteins
an die UBL im N-terminalen Ende des Parkins bindet (Bai et al., 2013). Dabei
kann Ataxin-3 Parkin deubiquitinieren und dadurch den Abbau von Parkin
beeinflussen. Durch expandiertes Ataxin-3 kann es zu einem vermehrten Abbau
von Parkin kommen (Durcan and Fon, 2011). Diese Erkenntnis kdnnte eine
Erklarung fur den bei einigen SCA3-Patienten auftretenden Parkinsonismus sein
(Durcan and Fon, 2013).

Ataxin-3 als Erkrankungsprotein und Parkin als direkter Interaktionspartner sind
fur die weitere Erforschung von grof3em Interesse. In dieser Arbeit sollen beide

Proteine als potenzielle Biomarker analysiert werden.
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1.3 Biomarker und klinische Tests

Als Biomarker werden objektiv erhobene Parameter bezeichnet, die der
Beurteilung eines physiologischen oder pathologischen Prozesses dienen oder
dessen Verlauf evaluieren. Biomarker sind in der Beurteilung einer Krankheit,
deren Diagnostik und zur Beurteilung einer Therapie unabdingbar. Dabei

unterscheidet man verschiedene Arten von Biomarkern (Abb. 1.4).
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Abbildung 1.4: Darstellung unterschiedlicher Biomarker Kategorien mit

Anwendungsbeispielen

Die Darstellung zeigt eine Ubersicht unterschiedlicher Biomarker Kategorien. Dabei ist jeder
Kategorie ein Anwendungsbeispiel zugeordnet. Abbildung modifiziert nach
https://www.fda.gov/drugs/biomarker-qualification-program/context-use

Der diagnostische Biomarker der SCAS ist die Anzahl der CAG-Wiederholungen
im expandierten ATXN3-Gen. Dieser Biomarker kann zwar sicher bestimmen, ob
jemand die Mutation tragt, jedoch lasst sich keine genaue Aussage daruber
treffen, ab wann und in welcher Auspragung diese Person an der SCA3
erkranken wird. Auch wenn im Durchschnitt festzustellen ist, dass mit steigender
CAG-Anzahl im expandierten ATXN3-Gen das AAO sinkt, lasst sich lediglich 50-
70% des Erkrankungsbeginns bei SCA3-Patienten dariiber erklaren (Bettencourt
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and Lima, 2011). Dadurch wird deutlich, dass zur bestmdglichen Beurteilung
einer Erkrankung und deren Behandlung mehrere valide Biomarker nétig sind.
Biomarker unterscheiden sich nicht nur in ihrem jeweiligen Anwendungsgebiet,
sondern auch in der Art und Weise, wie sie gemessen werden. Bei manchen
Biomarkern reicht ein einmaliges Feststellen ihrer An- bzw. Abwesenheit. So
konnten bereits einige das AAO bzw. das Ausmal} der Erkrankung modulierende
Faktoren identifiziert werden. Beispielweise konnte gezeigt werden, dass die
Anwesenheit eines Polymorphismus im APOE-Gen das AAO von SCA3-
Patienten senkt (Bettencourt et al., 2011). Bei anderen Biomarkern ist es nétig,
sie bei einer Person mehrfach (longitudinal im Krankheitsverlauf) zu messen und
die einzelnen Werte, aber auch deren Verlauf in Kontext zu anderen erkrankten
Personen und gesunden Kontrollprobanden zu setzen. Faktoren wie
beispielsweise die Neurofilament Leichtkette (NfL) gemessen im Blutserum
beeinflussen ebenfalls das AAO, aber auch die Progression der SCAS3-
Erkrankung. Die NfL-Konzentration im Blutserum ist bei SCA3-Patienten im
Vergleich zu gesunden, gleichaltrigen Kontrollprobanden erhéht und korreliert
dabei auch mit der Schwere der Erkrankung (Wilke et al., 2018, Li et al., 2019).
In neusten Studien wurde gezeigt, dass die NfL-Konzentration im Blutserum von
SCA3-Patienten bereits 7,5 Jahre vor dem Erkrankungsbeginn signifikant
ansteigt (Wilke et al., 2020).

Die weitere Erforschung von die SCA3 modulierenden Faktoren ist jedoch
dringend erforderlich, um einerseits die Mdglichkeiten zur genaueren Vorhersage
des Erkrankungsbeginns und -verlaufs zu verbessern und andererseits die
Aussagekraft klinischer Studien zu erhdhen, indem Teilnehmer besser
gematched in Gruppen eingeteilt und Therapieerfolge besser validiert werden
konnen. Die in dieser Arbeit untersuchten Proteine Ataxin-3 und Parkin kénnten
als prognostischer oder Verlaufsbiomarker aber vor allem auch als
pharmakodynamischer bzw. Therapiebiomarker eine wichtige Rolle spielen. Wie
bereits in Abschnitt 1.1 erlautert, ist das ,Disease protein lowering“, also das
Verringern der Ataxin-3 Konzentration, ein wichtiger Angriffspunkt einer kausalen
Therapie. Eine solche Therapie ware durch die valide Quantifizierung des Ataxin-

3 Proteins in verschiedenen Biomaterialien wie beispielsweise CSF oder
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peripherem Blut und seinen Bestandteilen deutlich besser und vor allem
objektiver zu beurteilen. Eine valide Messung von Parkin wiederum koénnte
wichtige Informationen liefern, welche Auswirkung das mutierte Ataxin-3 auf
seine direkten Interaktionspartner hat. Somit konnte Parkin ein wichtiger
pharmakodynamischer Biomarker bei der Erforschung der SCA3 sein, nicht
zuletzt auch in Bezug auf den Parkinsonismus, der bei einigen SCA3-Patienten

festzustellen ist.

In der Diagnostik und Beurteilung des Krankheitsverlaufs der SCA3 werden nicht
nur molekulare Marker, sondern auch einige klinische Scores verwendet. Zwei
der dabei gebrauchlichsten Scores sind der Scale of the Assessment and Rating
of Ataxia (SARA) und der Inventory of Non-Ataxia Signs (INAS), die bereits in
Abschnitt 1.1 ndher beschrieben wurden. Diese beiden Scores sind jedoch immer
nur eine Momentaufnahme des Patienten und unter anderem stark von der
Tagesform des Patienten und dem erhebenden Arzt abhéngig. Daher werden
auch kombinierte Scores wie der Cross-sectional (annual) disease progression
(CSDP), der Quotient aus SARA und Erkrankungsdauer, zu Rate gezogen. Im
Zuge dieser Arbeit werden diese Scores (SARA, INAS und CSDP) verwendet,
um die Schwere und den Verlauf der Erkrankung jedes individuellen
Mutationstragers zu beurteilen.

In Abschnitt 1.1 wurde ebenfalls erlautert, dass die MRT-Bildgebung bereits
wichtige Erkenntnisse Uber die genauere Lokalisation der Schadigungen durch
die SCA3 im Gehirn geliefert hat. Neueste Studien belegen nun auch den
Zusammenhang zwischen den Schadigungen im Gehirn und der Progression der
Erkrankung. Das Volumen der grauen Substanz in Kleinhirn, Pons und Mittelhirn
korreliert umgekehrt proportional zum International Cooperative Ataxia Rating
Scale (ICARS) und auch zur Anzahl der CAG-Wiederholungen des expandierten
ATXN3-Gens (Peng et al., 2019). Auch das Volumen von spinalen Bereichen
(Segment C2 und C3) und der Medulla oblongata ist bei SCA3-Patienten
verringert, wenngleich das Volumen der Pons bei SCA3-Patienten die grofite
Verminderung aufweist (Faber et al., 2021). Des Weiteren konnten bereits bei

prasymptomatischen Mutationstragern im Vergleich zu Kontrollprobanden
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Veranderungen in bestimmten Strukturen des Gehirns und des Riuckenmarks
identifiziert werden (Wu et al., 2017, Faber et al., 2021). Neuere MRT gestiitzte
Techniken wie morphometric MRI, diffusion tensor imaging (DTI), functional
magnetic resonance imaging (fMRI) und magnetic resonance spectroscopy
(MRS) kdnnen ebenfalls zur Identifizierung von praataktischen Mutationstragern
und zur Beurteilung des Krankheitsverlaufes bzw. eines Therapieerfolges
herangezogen werden. Dariber hinaus wurden durch diese Techniken die
pathophysiologischen Mechanismen der Entstehung und des Verlaufes der

Erkrankung besser veranschaulicht und somit verstanden (Wan et al., 2020).

Auch wenn zweifelsohne festzustellen ist, dass die klinischen Scores gut
durchdacht und so objektiv wie mdglich gestaltet sind, muss festgehalten werden,
dass die Erhebung dieser Scores einer gewissen Subjektivitat und der Erfahrung
des klinischen Personals unterliegen. Wie bereits erwahnt ist die Erhebung
dieser Scores zumeist nur eine Momentaufnahme eines Patienten, worauf die
Tagesform des Patienten, aber auch mogliche Lerneffekte bei wiederholter
Ausfuhrung der Tests einen Einfluss haben kénnen. Somit ist es schwer,
minimale Veranderungen (ber einen kurzen Zeitraum zu erkennen. Ahnliches gilt
auch fur bildgebende Verfahren. Diese sind zwar sehr objektiv, jedoch ist es auch
dabei schwierig minimale Ver&nderungen uber einen kurzen Zeitraum zu
detektieren. Dadurch wird deutlich, wie wichtig die Erforschung von anderen
objektiv messbaren, schnell und einfach verfigbaren Biomarkern zur Diagnostik

und Beurteilung von Therapieerfolgen ist.

1.4 Hochsensitive Messverfahren zur Proteinbestimmung in humanen
Biomaterialien

Proteine kdnnen nur dann als Biomarker von Bedeutung bei der Beurteilung von

Erkrankungen sein, wenn es valide Verfahren gibt, um sie zu messen. Fir solche

Messverfahren sind vor allem zwei Punkte wichtig. Zum einen sollte nur das zu

messende Protein detektiert und quantifiziert werden. Zum anderen sollte jedes

einzelne Protein-Molekul, das sich in einer Probe befindet, erfasst werden. In den

letzten Jahren wurden hierzu verschiedene Messverfahren entwickelt und auch
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schon erfolgreich in der Bestimmung verschiedener Biomarker etabliert. Vor
allem im onkologischen Bereich finden hochsensitive Messverfahren schon in
grol3er Breite ihre Anwendung. Aber auch im Bereich der neurodegenerativen
Erkrankungen wurden ahnliche Verfahren erfolgreich eingesetzt. Ein meso scale
discovery (MSD) Assay wurde beispielsweise zur Quantifizierung von
aggregiertem Huntingtin verwendet (Reindl et al.,, 2019). Auch expandiertes
Ataxin-3 wurde mittels eines MSD-Assays bereits in Blutplasma und Liquor
bestimmt (Prudencio et al., 2020). Ebenfalls im Liquor konnte auch Huntingtin in
l6slicher Form mithilfe eines single molecule counting (SMC) Immunoassays
quantifiziert werden (Wild et al., 2015). Mit einem SMC Immunoassay wurde auch
Ataxin-3 in Liquor und Blutplasma quantifiziert (Hubener-Schmid et al., 2021). Ein
weiteres hochsensitives Messverfahren ist die single molecule array (Simoa)
Methode. Diese wurde bereits verwendet um beispielsweise Neurofilamente
(NFL) in der Erforschung der Parkinson-Erkrankung, aber auch der SCA3, zu
quantifizieren (Hansson et al., 2017, Wilke et al., 2020). Diese Messverfahren
basieren alle auf einem &hnlichen Prinzip, bei dem zunachst die zu
quantifizierenden Proteine oder generell Molekile von Antikdrpern spezifisch
erkannt und anschlieRend auf unterschiedliche Art und Weisen erfasst und
gezahlt werden. Das in dieser Arbeit verwendete Time-Resolved Fluorescence
Resonance Energy Transfer (TR-FRET) Verfahren zur Messung der Proteine
Ataxin-3 und Parkin basiert ebenfalls auf diesem Prinzip. Das Verfahren wurde
bereits genutzt, um in der Erforschung der Huntington- und der Parkinson-
Erkrankung verschiedene Proteine zu quantifizieren. So konnten unter anderem
bereits Huntingtin (Cui et al., 2014, Liang et al., 2014) und a-Synuclein (Bidinosti
et al.,, 2012) mittels eines TR-FRET basierten Messverfahren nachgewiesen
werden. Bei der Erforschung der SCA3 wurde auch Ataxin-3 bereits mittels einer
solchen Methode quantifiziert (Martier et al., 2019, Gonsior et al., 2021, Nguyen
et al., 2013). Erste Versuche Parkin mittels einer TR-FRET basierten
Messmethode zu bestimmen, wurden bereits von Frau Dr. med. Kathrin Gonsior
im Rahmen ihrer Dissertation mit einem vielversprechenden Ergebnis
durchgefuhrt. Die Etablierung und Validierung dieses Assays wurde in dieser

Arbeit weitergeflhrt.
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Bei der Proteinbestimmung mittels TR-FRET werden zwei Antikbrper verwendet,
die spezifisch an bestimmte Proteine binden. Diese Antikdrper sind jeweils mit
den Luminophoren Terbiumkryptat (tb) oder der D2-Linie von Casium (D2)
(https://lwww.cisbio.com/drug-discovery/tr-fret-basics) Fluoreszenz-markiert.
Binden diese beiden Antikdrper nun am gleichen Protein und somit in nachster
Néhe zueinander, kommt es zu einem Energietransfer zwischen dem
sogenannten Donor (tb-markierter Antikdrper) und dem Akzeptor (D2-markierter
Antikdrper) (Cui et al., 2014) (Abb. 1.5).

Ernergietransfer

Donor-Antikdrper Akzeptor-Antikorper
(tb-markiert) A (D2-markiert)

- -~

Beispiel-Protein

Abbildung 1.5: Schematische Darstellung der Antikorperinteraktion bei der

Proteinbestimmung mittels TR-FRET

Die Donor- (blau) und Akzeptor-Antikdrper (grau) binden in néchster Néhe zueinander am selben
Protein. Nach Anregung des Donor-Antikérpers durch einen Lichtimpuls kommt es zum
Energietransfer von Donor- auf Akzeptor-Antikérper.

Dieser Energietransfer ist messbar, indem man zunachst den Donor mit einem
Lichtimpuls anregt. Dadurch entsteht ein Signal mit Hohepunkt bei 620 nm und
einer Dauer von mehreren 100 pys. Das Signal des Akzeptors wird nur dann
messbar, wenn es zum Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer kommt, und
besteht dann mit einem Maximum von 665 nm ebenfalls tber mehrere 100 ps.
Gemessen wird die Fluoreszenz-Intensitat bei den jeweiligen Wellenlangen (620
und 665 nm). Die Messung beginnt dabei um 100 us zeitverzdgert, um die
Hintergrund-Fluoreszenz, die lediglich bis 50 pus nach Lichtimpuls besteht, zu
eliminieren (Abb. 1.6).
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Abbildung 1.6: Schematische Darstellung des Energietransfers von Donor auf

Akzeptor, modifiziert nach Cui et al., 2014

Die Messung erfolgt zeitverzdgert, wodurch nur die Signale des Donors (blau) und des Akzeptors
nach dem Energietransfer (dunkelgrau) gemessen werden. Das Signal des Hintergrunds
(hellgrau) wird dadurch eliminiert und geht nicht mit in die weiteren Berechnungen ein. Das
Verhéltnis Ratio 665/620 wird fur die weiteren Berechnungen verwendet.

Das Verhaltnis der resultierenden Werte wird bestimmt und anschliel3end durch
nachfolgende Rechnung bereinigt (vgl. Abb. 1.7). Der dadurch berechnete Wert
der Signalstarke AF gibt die Proteinmenge in einer Probe an. Da in einer Probe
in der Regel nicht nur das zu messende Protein vorliegt, kann die Signalstarke
zusatzlich ins Verhdaltnis zur Gesamtproteinmenge gesetzt werden. Daraus
resultiert der Wert AFc (vgl. Abb. 1.7).

665

Ratio 55 (Probe) — Ratio % (Hintergrund)

AF = * 100

Ratio % (Hintergrund)
AF

AFc = -
Gesamtproteinmenge

Abbildung 1.7: Formeln zur Berechnung von AF und AFc

In dieser Arbeit wurden zur Bestimmung des full-length Ataxin-3 Proteins die
Antikorper N-term und 1H9 (vgl. Abschnitt 2.2.5) verwendet. Dabei wird der
polyklonale N-term Antikdrper tb-markiert und fungiert folglich als Donor,

wahrend der monoklonale 1H9 Antikérper D2-markiert ist und dementsprechend
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als Akzeptor dient. Beide Antikorper wurden bereits haufig vor allem in Western
Blot-Analysen oder ELISA-Messverfahren verwendet und sind dementsprechend
jeweils als einzelner Antikorper gut etabliert. Die Kombination aus beiden
Antikorpern in einer TR-FRET basierten Proteinbestimmung in lysierten PBMCs
wurde erstmals von Frau Dr. med. Kathrin Gonsior in ihrer Dissertation
angewandt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde dieses Verfahren weiter validiert und
etabliert und von unserem Arbeitskreis im Oktober 2020 erfolgreich publiziert
(Gonsior et al., 2021). Frau Dr. med. Kathrin Gonsior hat in ihrer Dissertation
ebenfalls erstmalig gezeigt, dass auch Parkin in lysierten PBMCs mittels einem
TR-FRET basierten Verfahren gemessen werden kann. Dabei wurden die
Antikorper Prk8 und Parkin2 (vgl. Abschnitt 2.2.5) verwendet. Der monoklonale
Antikdrper Prk8 wurde tb-markiert und als Donor verwendet, der polyklonale
Antikdrper Parkin2 wurde D2-markiert und diente als Akzeptor. In dieser Arbeit

wurde diese Messmethode weiter validiert und verbessert.

1.5 Genetische Variationen in den zu untersuchenden Genen ATXN3 und
PARK?2

Die genetische Variation zwischen menschlichen Individuen ist enorm vielfaltig.
Sie hat nicht nur augenscheinliche Auswirkung auf das aul3ere Erscheinungsbild
wie beispielweise Grol3e, Hautfarbe, Haarfarbe oder Augenfarbe, sondern auch
auf Korperfunktionen oder Verhaltensweisen. Darauf hat die zufallige Weitergabe
von Erbinformation durch Vater und Mutter an ihre Kinder einen gro3en Einfluss.
Hinzukommen aber auch unwillkirliche Veranderungen der Gene, die durch
Fehler bei deren Reproduktion entstehen. Dabei gibt es massive Fehler, die zum
Beispiel zu Trisomien fiihren, aber auch kleinere Fehler, die massive Folgen
haben kdnnen. Die wohl kleinsten Fehler bei der Reproduktion sind sogenannte
Punktmutationen. Punktmutationen kénnen in zwei Formen auftreten: Zugewinn
bzw. Verlust einzelner Basen im DNA-Strang oder Austausch einzelner Basen im
DNA-Strang. Sofern der Austausch einzelner Basen im DNA-Strang keine
pathologischen Folgen hat, wird er auch als Single Nucleotide Polymorphism
(SNP) bezeichnet.
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SNPs sind einzelne Abweichungen in einer Gensequenz zwischen
verschiedenen Individuen. Diese Abweichungen kénnen folgenlos bleiben, aber
auch zu Veranderungen bei dem Protein fuhren, fir welches die jeweilige
Gensequenz kodiert. Die Basenabfolge einer Gensequenz bestimmt die
Reihenfolge der Aminosauren eines Proteins und somit auch die Funktion des
Proteins. Zum Beispiel kodieren die Basentripletts CAG und CAA beide fiir die
Aminosaure Glutamin, wodurch ein SNP an dieser Position ein identisches
Protein zur Folge hatte. Wirde es durch einen SNP jedoch zu einem der
Basentripletts CAT oder CAC kommen, wéare ein Austausch der Aminosaure von
Glutamin zu Histidin im fertigen Protein das Resultat (Abb. 1.8). Dadurch kénnte
die Funktion des Proteins verandert werden. Im schlimmsten Fall kann eine
Punktmutation sogar zu einem sogenannten Stopp-Codon fiihren, was den
Abbruch der Transkription induziert, wodurch ein verkirztes und damit oft

fehlerhaftes Protein entstehen wirde.

Histidine

Aspartic
acid

Abbildung 1.8: Der genetische Code

Die Abbildung zeigt eine schematische Darstellung des genetischen Codes. Anhand dieser
Darstellung kann abgelesen werden, welche Basentripletts fur welche Aminoséaure kodieren.
Bildquelle: https://images.openscience-files.or.at/_/fa/dd/fadde4ab.jpg
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Im ATXN3-Gen wurden bisher viele Polymorphismen untersucht. Dabei wurden
bereits friih die drei Polymorphismen G®¢°TG/A®°TG (AS 212), C%®'GG/G%®'GG
(AS 318) und TACM®/TAAE (AS 361) (vgl. Tabelle 1.2) identifiziert und
festgestellt, dass diese bei SCA3-Patienten und Kontrollprobanden
unterschiedlich haufig vorkommen (Goto et al., 1997). Die Polymorphismen an
Basen-Position 669 und 987 fluhren letztlich zu einem Aminosauren-Austausch.
Die 212. Aminosaure des Ataxin-3 Proteins wird von Valin zu Methionin, die 318.
Aminosaure von Glycin zu Arginin. Methionin ist im Gegensatz zu Valin
schwefelhaltig und Arginin ist deutlich langer als Glycin. Beim Polymorphismus
an Basen-Position 1118 entsteht das Basentriplet TAA, das fur ein STOP-Codon
kodiert (Abb. 1.8). Anstatt des Einbaus von Tyrosin als 361. Aminosaure kommt
es dadurch sogar zum Abbruch des Proteins nach der 360. Aminosaure und
einem dementsprechend kirzeren Ataxin-3 Protein. Dass solche Veranderungen
oder sogar Kirzungen des Ataxin-3 Proteins eine Auswirkung auf die
Interaktionsfahigkeit des Proteins hat ist durchaus denkbar. Zuséatzlich hat eine
Analyse mit Beteiligung von 16 Nationen gezeigt, dass bei SCA3-Patienten zu 72
% die Kombination aller drei Polymorphismen zusammen vorliegen, wohingegen
diese Varianten bei gesunden Kontrollprobanden kaum vorliegen (Gaspar et al.,
2001). Somit ist es naheliegend, dass Polymorphismen Auswirkungen auf den
Verlauf bzw. sogar die Entstehung der SCA3 haben.

Tabelle 1.2: Ubersicht der analysierten SNPs

Gen Basenveranderung AS-Veranderung
ATXN3 Position 669: A/G AS 212:
GTG — ATG Valin — Methionin
Position 987*: G/C AS 318*:
CGG — GGG Glycin — Arginin
Position 1118*: A/C AS 361*:
TAC — TAA Tyrosin — Stopp
PARK2 Position 601: A/G AS 167:
AGC — AAC Serin — Asparagin
Position 1239: C/G AS 380:
GTA — CTA Valin — Leucin
Position 1281: A/G AS 394:
GAT — AAT Asparaginsdure — Asparagin

* Position abhéngig von der Anzahl der CAG-Wiederholungen, hier 13 angenommen
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Im PARK2-Gen sind ebenfalls Polymorphismen bekannt. Die Polymorphismen
AG®OIC/AASOIC (AS 167), G?39TA/CIZ3TA (AS 380) und G28IAT/ABIAT (AS
394) fuhren dabei jeweils zu einem Aminoséure-Austausch (vgl. Tab. 1.2). Die
dadurch veranderte Proteinstruktur des Parkins kann auch hier Auswirkungen auf
die Interaktionsfahigkeit des Proteins haben. Da hiervon auch die Interaktion der
beiden direkten Interaktionspartner Parkin und Ataxin-3 betroffen sein kann, ist
dies ein moglicher Ansatz, den Parkinsonismus, der bei einigen SCA3-Patienten

beobachtet wird, zu erklaren.

1.6 European Spinocerebellar Ataxia Type 3/ Machado-Joseph Disease
Initiative (ESMI)

Alle in dieser Arbeit untersuchten Proben stammen aus dem ESMI-Projekt.
Gefordert wurde das ESMI-Projekt international durch das EU Joint Programme
— Neurodegenerative Disease Research (JPND) zusammen mit der
Europaischen Kommission (Jpco-fuND) und auf nationaler Ebene durch das
Bundesministerium fur Bildung und Forschung.

Das ESMI-Projekt erstreckt sich dber mehrere europaischen Lander.
Deutschland ist dabei mit Standorten in Bonn, Tubingen, Aachen, Essen,
Heidelberg und Frankfurt vertreten. Innerhalb Europas kommen Standorte in
Portugal, GroRRbritannien und den Niederlanden hinzu. Dartber hinaus bestehen
Kooperationen mit Frankreich, der USA und Brasilien. Das Projekt wird von Prof.
Thomas Klockgether, dem Direktor der Klinik und Poliklinik fir Neurologie des
Universitatsklinikums Bonn und der Klinischen Forschung des Deutschen
Zentrums fur neurodegenerative Erkrankungen (DZNE), koordiniert.

Das Projekt hat zum Ziel, eine mdglichst grof3e Kohorte aus SCA3-Patienten zu
bilden. Dabei sollen auch Verwandte ersten Grades mit einbezogen werden, da
diese ein 50%iges Risiko haben, ebenfalls Trager der Mutation zu sein. Sie
kénnten daher als praataktische Mutationstrager weitere wichtige Erkenntnisse
liefern. Alle Daten sollen nach standardisierten Protokollen erhoben und in
gemeinsamen Datenbanken zusammengefihrt werden. Die Standardisierung
umfasst sowohl die Blutentnahme in klar vorgegebene Réhrchen und ggf. eine

Liquor-Entnahme als auch die Befunderhebung mit Ganganalysen, MRT-
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Bildgebung und Erfassung von Bewegungsaktivititen und der allgemeinen
Gewohnheiten nach hochstandardisierten Vorgaben.

Nicht zuletzt bietet das Projekt auch ein optimales Forum zum Austausch von
Wissenschaftlern, Arzten und Patientenorganisationen (ber die SCAS3-
Erkrankung. Relevante Informationen sind auf der Internetseite
www.dzne.de/forschung/studien/klinische-studien/esmi/  (Stand 03.02.2021
12:50) zu finden.

1.7 Ziel der Arbeit

Zuverlassige Biomarker gewinnen in der heutigen Medizin mehr und mehr an
Bedeutung. Durch sie ist es mittlerweile mdglich, nicht nur eine bereits
aufgetretene Erkrankung gezielt zu behandeln und diese Behandlung auch
beurteilen zu kdnnen, sondern auch Erkrankungen bei Patienten zu erkennen,
bevor sie irreversiblen Schaden angerichtet haben und deren Progression zu
verlangsamen oder gar ihre Entstehung zu verhindern.

Auch fur die Diagnostik, Prognose und Therapie bei der SCA3 sind zuverlassige
Biomarker von groRer Bedeutung. Mit ihrer Hilfe kbénnen Krankheitsverlaufe
besser vorausgesagt und Therapierfolge beurteilt werden. Dabei ist neben ihrer
Zuverlassigkeit auch die Verfugbarkeit sehr wichtig. Ein Biomarker sollte ohne
grolRe Belastung fir den Patienten erhebbar sein. Daher spielen Marker, die
durch eine einfache vendse Blutentnahme gewonnen werden kénnen, eine grol3e
Rolle. Aufgrund dessen ist einer der Hauptpunkte dieser Arbeit die Etablierung
von Protein-Messungen mittels TR-FRET in Peripheral Blood Mononuclear Cells
(PBMC). Dabei werden die Proteine full-length Ataxin-3 und Parkin quantifiziert.
In friheren Versuchen haben Frau Dr. rer. nat. Jeannette Hibener-Schmid und
Frau Dr. med. Kathrin Gonsior bereits einen TR-FRET-Assay zur Quantifizierung
von full-length und expandiertem Ataxin-3 und Parkin verwendet. Fir die
Messung von full-length Ataxin-3 wurde dabei eine Antikérperkombination aus
1H9-D2 und N-term-Tb etabliert, welche in dieser Arbeit modifiziert und validiert
wurde. Zur Messung von Parkin wurde in friilheren Versuchen von Frau Dr. med.
Kathrin Gonsior eine Antikérperkombination aus Parkin2-D2 und Prk8-Tb in

verschiedenen Biomaterialien getestet. Diese Antikdrperkombination wurde in
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dieser Arbeit aufgegriffen und fur die Quantifizierung von Parkin mittels TR-
FRET-Assay in PBMCs etabliert.

Die Eignung von full-length Ataxin-3 und Parkin als potenzielle Biomarker soll
Uberpruft werden. Hierzu werden Korrelationen zwischen den Proteinen und
klinischen Parametern, wie Erkrankungsbeginn oder bekannten, klinischen
Scores (SARA, INAS und CSDP), erstellt und evaluiert.

Des Weiteren wurde in dieser Arbeit evaluiert, ob der TR-FRET-Assay zur
Quantifizierung von full-length Ataxin-3 und Parkin auch in anderen
Biomaterialien wie Blutplasma, Liquor, Fibroblasten, induced pluripotent stem
cells (iPSCs) oder Gehirngewebe genutzt werden kann. Dabei sollte nicht nur die
Durchfihrbarkeit Uberpruft werden, sondern auch zeitgleich die Konzentration
der Proteine in den anderen Biomaterialien mit der Konzentration der Proteine in
den PBMCs verglichen werden.

Darlber hinaus stellte sich weiterhin die Frage, welche Faktoren die Entstehung,
den Erkrankungsbeginn, die Schwere und die Progression der SCA3-Erkrankung
modulieren. In dieser Arbeit wurde der Einfluss einzelner bekannter SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism) auf die Erkrankung untersucht. Die daflir notwendigen
Versuche wurden gréf3tenteils durch die Studentin Frau Annika Lambert im
Rahmen eines 6-wo6chigen Laborpraktikums unterstitzt.

Zur besseren Vergleichbarkeit und zum Ausschluss mdglicher Unterschiede bei
der Bestimmung der CAG-Wiederholungen des expandierten Ataxin-3 durch
unsere europaischen Partner wurden diese fiur samtliche ESMI-Probanden in
Zusammenarbeit mit Frau Dr. med. dent. Anna Kaucher erneut bestimmt.

Zum Schluss wurde die Eignung von full-length Ataxin-3 und Parkin als
Biomarker fur die Diagnostik, den Verlauf und die Therapiebeurteilung der SCA3
bewertet. Dabei wurden der Nutzen und die Grenzen dieser Messmethode

analysiert.
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2 Material und Methoden

2.1 Statement zum Ethikvotum

Alle Arbeiten mit humanem Biomaterial wurden durch die Ethikkommission

geprift und unter der Nummer 598/2011BO1 genehmigt. Die Abnahme der

Proben bei den européischen Partnern wurde durch lokale Ethik-Behérden

rechtlich gepruft und genehmigt.
2.2 Material

2.2.1 Gerate und Softwares

Tabelle 2.1: Ubersicht der verwendeten Gerate

Bezeichnung
BioPhotometer

Inkubationsschuttler Multitron Il
Microplate Reader Synergy HT
Multimode Plate Reader
EnVision 2105 mit

TRF Light Unit 337 nm
Sequencer CEQ 8000
Sequencer CEQ 8800
Sicherheitswerkbank HERA safe
SpeedVac Vakuum Trockner
Typ 1008

Thermocycler G-Storm GS1

Thermomixer compact

Ultraschallhomogenisator Sonoplus

GM 2200
Vortex Schittler VF2

Wasserbad 1083
Wasserbad Typ WB 7

Zentrifuge 5415 R

Hersteller

Eppendorf

Hamburg, Deutschland

Infors AG

Bottmingen-Basel, Schweiz
BioTek Instruments

Winooski, Vermont, USA
PerkinElmer

Waltham, Massachusetts, USA

Beckman Coulter

Brea, Kalifornien, USA

Beckman Coulter

Brea, Kalifornien, USA

Heraeus

Hanau, Deutschland

GFL Gesellschaft fir Labortechnik
Burgwedel, Deutschland

Alpha Metrix Biotech

Rddermark, Deutschland
Eppendorf

Hamburg, Deutschland

Bandelin

Berlin, Deutschland

Janke & Kunkel, IKA Werke
Staufen im Breisgau, Deutschland
GFL Gesellschaft fiur Labortechnik
Burgwedel, Deutschland
Memmert

Schwabach, Deutschland
Eppendorf
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Zentrifuge 5810 R

Zentrifuge Avanti J-30I

Hamburg, Deutschland
Eppendorf

Hamburg, Deutschland
Beckman Coulter
Brea, Kalifornien, USA

Tabelle 2.2: Ubersicht der verwendeten Softwares

Gerat/ genutzt fur
Abbildungen

Berechnungen und
Abbildungen

Microplate Reader
Synergy HAT (Bradford)
Multimode Plate Reader

EnVision 2105 (TR-FRET)
Sequencer CEQ 8000 und

Sequencer CEQ 8800
Statistische Auswertung
und Abbildungen

Name Hersteller
GraphPad 7  PRISM
San Diego, Kalifornien, USA
Excel, Microsoft
Power Point  Redmond, Washington, USA
KC4 v3.4 BioTek Instruments
Winooski, Vermont, USA
EnVision PerkinElmer
Manager Waltham, Massachusetts, USA
GenomelLab  SCIEX
System Darmstadt, Deutschland
SPSS IBM
Statistics Ehningen, Deutschland

2.2.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.3: Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung
384-Well Platte

6-Well Platte

96-Well Platte

CPT

CryoTubes

EDTA Rohrchen

Falcon 15 ml

Falcon 50 ml

Originalname
CulturPlate-384 F

6-well-plate

96-well-plate

BD Vacutainer CPT

TPP cryotubes
polypropylene 2.0 ml
S-Monovette 1.8ml K3E

Cellstar Tube 15 ml

Cellstar Tube 50 ml

Hersteller
PerkinElmer
Waltham,
Massachusetts, USA
Greiner Bio-One
Frickenhausen,
Deutschland
Greiner Bio-One
Frickenhausen,
Deutschland
Becton Dickinson
Franklin Lakes,
New Jersey, USA
Merck,
Darmstadt, Deutschland
SARSTEDT
Nimbrecht,
Deutschland
Greiner Bio-One
Frickenhausen,
Deutschland
Greiner Bio-One
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Magnetstander

Pipettenspitzen

Reaktionsgefal® 1,5 ml

Reaktionsgefal 200 pl

Reaktionsgefal 2 ml

UV-Licht-stabiles

Reaktionsgefald

Zellgefaf

2.2.3 Kits

12-Tube Magnet
Pipette tip 1000 pl,
Pipette tip 200 pl,

Pipette tip 20 pul
Reaction Tube 1,5 ml

0.2 ml 8-Strip PCR Tube

Reaction Tube 2 ml

Safe-Lock Tubes 1.5ml,
amber

Cellstar Cell Culture
Flasks

Tabelle 2.4: Ubersicht der verwendeten Kits

Bezeichnung
Amicon Ultra 10K

Hersteller

Frickenhausen,
Deutschland
Qiagen

Hilden, Deutschland
SARSTEDT
NUmbrecht,
Deutschland
Greiner Bio-One
Frickenhausen,
Deutschland
STARLAB
Hamburg,
Deutschland
Greiner Bio-One
Frickenhausen,
Deutschland
Eppendorf
Hamburg,
Deutschland
Greiner Bio-One
Frickenhausen,
Deutschland

Merck Millipore

centrigual filter device
Attractene Transfection Reagent

Dynabeads Protein G
Immunoprecipitation Kit

FlexiGene DNA-Kit

GenomeLab DTCS — Quick Start Kit
QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

Size Standard Kit

Burlington, Massachusetts, USA
Qiagen

Hilden, Deutschland

Thermo Fisher Scientific
Waltham, Massachusetts, USA
Qiagen

Hilden, Deutschland

Beckman Coulter

Brea, Kalifornien, USA

Qiagen

Hilden, Deutschland

Qiagen

Hilden, Deutschland

DNA Size Standard Kit — 600
Beckman Coulter, Brea, Kalifornien,
USA
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2.2.4 Puffer, Losungen und Chemikalien

Tabelle 2.5: Ubersicht der verwendeten Puffer und Lésungen

Bezeichnung
6x Ladepuffer
Orange
Detektionspuffer

Dilution Puffer
Elution Puffer
Lysepuffer
Puffer A
Puffer B

RIPA Puffer
Stopp-Mix

TBE-Puffer
TE Puffer

Beschreibung/Inhalt
0,2% Orange G, 15% Ficoll 400

50mM NaH2PO4, 400mM NaF, 0,1% BSA,

0,05% Tween-20

50mM Trizma Base (pH 8,0)

50mM Trizma Base (pH 8,0), 10mM Glutathion

DPBS, 1% Triton X-100, 1x Complete Protease Inhibitor
100mM NaCl, 50mM NaH2PO4, 10% Glycerol,

1x Complete Protease Inhibitor, 1ImM DTT

1M NacCl, 50mM NaH2PO4, 10% Glycerol, 1ImM DTT,
1% Triton X-100, 1x Complete Protease Inhibitor

RIPA Lysis and Extraction Buffer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
7% Glycogen, 425mM Na-Acetat (pH 5,2),

14mM Na-EDTA

45mM Tris-Borat, 1mM EDTA

50mM Tris (pH 7,5), 2mM EDTA, 100mM NacCl

Tabelle 2.6: Ubersicht der verwendeten Chemikalien und Biomaterialien

Bezeichnung
Agarose

Ampicillin

Betain
Bradford-Reagenz
BSA-LGsung
Complete Protease
Inhibitor
DMEM-Medium
dNTPS

DPBS

Ethanol
Ethidiumbromid

Glutathion
Sepharose 4B

Beschreibung/Inhalt

Ampicillin

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Betaine

Merck, Darmstadt, Deutschland

Protein Assay Dye Reagent Concentrate

Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA

Bovine Serum Albumin Fraction V

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

cOmplete, EDTA-free

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle Medium

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
PCR Grade Nucleotide Mix

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
Ethanol absolute p.A.

PanReac Applichem, Darmstadt, Deutschland

Glutathione Sepharose 4B
GE Healthcare, Chicago, lllinois, USA
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IGEPAL

IPTG
Isopropanol
Kanamycin
Lysozym
Medium LB
Parkin Protein
Pooled human
donor CSF
Pwo Taq + Puffer
Q-Solution
Taq + Puffer
Triton X-100
Trypsin
Tween-20

Wasser

YT-Medium

IGEPAL CA-630

Merck, Darmstadt, Deutschland

IPTG

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

2-Propanol

Honeywell, Bukarest, Rumanien

Kanamycinsulfat

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Lysozyme from chicken egg white

Merck, Darmstadt, Deutschland

Difco LB Broth, Miller

Becton Dickinson, Franklin Lakes, New Jersey, USA
Recombinant Human Parkin

Boston Biochem, Cambridge, Massachusetts, USA
Cerebrospinal Fluid (CSF) — Normal — Bulk Volumes
Lee Biosolutions, Maryland Heights, Missouri, USA
Pwo DNA-Polymerase und Puffer

Peglab, Erlangen, Deutschland

Q-Solution

Qiagen, Hilden, Deutschland

Tagq DNA-Polymerase und 10x Puffer

Qiagen, Hamburg, Deutschland

Triton X-100

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Trypsin from bovine pancreas

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tween 20 for molecular biology

PanReac Applichem, Darmstadt, Deutschland
Ampuwa

Kabi Fresenius, Bad Homburg, Deutschland
2xYT-Medium flr die Molekularbiologie

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
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2.2.5 Antikorper

Tabelle 2.7: Ubersicht der verwendeten Antikorper

Bezeichnung Immunogen Hersteller Artikelnummer
des Herstellers

Prk8-Th AS 399-465 abcam ab77924
human Parkin Cambridge,
monoclonal Vereinigtes Konigreich

Parkin2-D2 AS 250-350 abcam ab87198
human Parkin Cambridge,
polyclonal Vereinigtes Konigreich

1H9-D2 AS 112-249 Chemicon MAB5360
human Ataxin-3 Temecula,
monoclonal Kalifornien, USA

N-term-Tb AS 1-215 abcam ab96316
human Ataxin-3  Cambridge,
polyclonal Vereinigtes Konigreich

2.2.6 Primer

Tabelle 2.8: Ubersicht der verwendeten Primer

Gen Bezeichnung Sequenz 5° — 3¢
ATXN3  P290 MJD1VSR TACTAGAGCTTATTTGCCAG
P291 MJD734R CAGAGCCCTCTGCAAATCCT
R478 MJD Ex10-R-S GGTACTGCTCCTTAATCCAGGG
R479 MJD52 CCAGTGACTACTTTGATTCG
P248 SCA3 R TGGCCTTTCACATGGATGTGAA
P249 PolyQ F CCAGTGACTACTTTGATTCG

PARK2  P239 Parkin Ex4 F1 AAAGGCCCCTGTCAAAGAGT
P240_Parkin_Ex4 R2 TCATTTTCCTGGCAGTCTCA
P241_Parkin Ex10 F1 CTGCCGGGAATGTAAAGAAG
P242_Parkin_Ex10 R1 GGAACTCTCCATGACCTCCA
P243 Parkin_Ex11_F2 CCGACGTACAGGGAACATAAA
P244 Parkin_ Ex1l R1 CTGCTCAGCACAGACTCACC

Alle Primer wurden hergestellt von der Firma Metabion, Planegg/Steinkirchen, Deutschland. Je
PCR wurden 10 pmol des jeweiligen Primers verwendet.
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2.3 Methoden
2.3.1 Blut

2.3.1.1 Blutentnahme

Die Blutentnahme geschah anhand eines von ESMI vorgegebenen,
standardisierten Verfahren an den unterschiedlichen klinischen Standorten der
beteiligten Institute. In den verschiedenen Kliniken wurde den SCA3-Patienten,
praataktische Mutationstragern und Kontrollpersonen nach der
Standardprozedur der jeweiligen Kliniken Blut enthommen. Dabei war darauf zu
achten, dass die Kanule, die zur Venenpunktion genutzt wurde, mit den im
Materialteil 2.2.2 aufgefiihrten Réhrchen kompatibel war. Die R6hrchen wurden
in einer fest vorgegebenen Reihenfolge befillt. Fir diese Promotions-Arbeit
wurden die EDTA-R6hrchen fur die Gewinnung von DNA und die Cell Preparation
Tubes (CPTs) fur die Gewinnung von Peripheral Blood Mononuclear Cells
(PBMCs) bendtigt.

2.3.1.2 Isolation der DNA aus Blut

Zur Isolation der DNA wurden die Materialien aus dem FlexiGene Kit von Qiagen
verwendet. In ein 15 ml Falcon wurden 2,5 ml FG1-Puffer vorgelegt und 1 ml
EDTA-BIlut hinzugegeben. Das Falcon wurde 5mal invertiert und anschlieBend
10 Minuten bei 3000 g zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstands wurde das
Falcon fir 2 Minuten umgedreht offen auf einem sauberen Papiertuch stehen
gelassen, damit das darin enthaltene Pellet trocknete. Dann wurden 0,5-1 ml
FG2-Puffer-Protease-Gemisch auf das Pellet gegeben und direkt, bis das Pellet
in Lésung Ubergegangen war, gevortext. Nach einer 10-minttigen Inkubation im
Wasserbad bei 65°C wurden 0,5 ml 100% Isopropanol in das Falcon pipettiert.
Anschliel3end wurde das Falcon bis zur Ausfallung der DNA mehrfach invertiert.
Die ausgefédllten DNA-Faden wurde mit einer kleinen Pipettenspitze
aufgenommen und in 70% Ethanol gewaschen. Danach wurde die DNA in ein
1,5 ml Reaktionsgefal3 gegeben und dieses zum Trocknen fir mindestens 5
Minuten offenstehen gelassen. Je nach Gré3e der DNA-Faden wurden 100-150
ul FG3-Puffer hinzugeflgt. Damit die DNA in Losung uberging, wurde das
Reaktionsgefal? fur 2 Stunden bei 65°C und 650 Umdrehungen pro Minute (rpm)
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im Heizblock inkubiert. In manchen Fallen musste das Reaktionsgefald sogar
Uber Nacht im Heizblock belassen werden, bis sich das Pellet komplett aufgeldst
hatte. Die Konzentration der isolierten DNA wurde in einem Photometer
bestimmt. Dazu wurde ein Tropfen der geldsten DNA in ein BioPhotometer
eingesetzt und die Extinktion bei 260 nm gemessen. AnschlielRend wurde die
DNA bei -20°C eingefroren.

2.3.1.3 Isolation der PBMCs

Da die weiteren Untersuchungen an PBMCs durchgefiihrt wurden, mussten
diese zunachst aus dem Vollblut isoliert werden. Dazu wurden die CPT-R6hrchen
direkt nach der Blutabnahme 8-10mal invertiert. Anschliel3end wurden sie in einer
Zentrifuge mit Ausschwungrotor und ausgeschalteter Bremse fur 30 Minuten bei
1700 relativer Zentrifugalbeschleunigung (rcf) und Raumtemperatur zentrifugiert.
Aufgrund des in den CPT-Rohrchen befindlichen Dichtetrennsystems befinden
sich die PBMCs nach der Zentrifugation in der weil3lichen Zellschicht oberhalb
des Gradienten. Diese Zellschicht wurde mit einer Pasteur-Pipette
aufgenommen, in ein 15 ml Falcon tberfuhrt und mit DPBS auf 15 ml aufgefulit.
Das Falcon wurde dann mit eingeschalteter Bremse fur 15 Minuten bei 300 rcf
und Raumtemperatur zentrifugiert. Daraufhin wurde der Uberstand verworfen,
das Pellet in 15 ml DPBS resuspendiert und erneut, wie vorher beschrieben,
zentrifugiert. Im Anschluss daran wurde der Uberstand verworfen und die PBMCs
bei -80°C eingefroren. Zum Platzsparen im Gefrierschrank oder zum Verschicken
von Proben wurden die PBMCs teilweise in 1,5 ml CryoTubes tberfuhrt. Hierzu
wurde das Pellet in 1 ml DPBS aufgenommen und in ein CryoTube gegeben.
Nach einer 15-minitigen Zentrifugation mit eingeschalteter Bremse bei 300 rcf
und Raumtemperatur wurde der Uberstand verworfen und die PBMCs bei -80°C
eingefroren. Die Proben, die nicht in Tibingen enthommen wurden, kamen
entweder als Zellpellet in einem 1,5 ml CryoTube oder einem 15 ml Falcon bei
uns im Labor an und wurden dementsprechend mit dem oben beschriebenen

Protokoll weiterbearbeitet.
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2.3.1.4 Lyse der PBMCs

Um weitere Untersuchungen durchfihren zu kénnen, mussten die zuvor
isolierten PBMCs lysiert werden. Hierzu wurden die eingefrorenen PBMCs in
einem Wasserbad mit 37°C zlgig aufgetaut. Zum Waschen der PBMCs wurden
in einer sterilen Werkbank die Zellpellets aus den CryoTubes in 1 ml DPBS
aufgenommen und in 15 ml Falcons tberfuhrt. Anschlie3end wurden die Falcons
gevortext, bis sich die Pellets vollstandig aufgel6st hatten. Danach wurden die
Falcons bei 500 rcf fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt.
Dieser Waschvorgang wurde insgesamt zweimal wiederholt. Den gewaschenen
PBMC-Pellets wurden im Anschluss je nach GroRe des Pellets 50-200 pl
Lysepuffer hinzugegeben. Nach einer 30-minitigen Inkubationszeit auf Eis und
wiederholtem Vortexen der Falcons waren die Zellen lysiert. Bei einigen Proben
war es notwendig, weitere 50 pl Lysepuffer hinzu zugegeben, damit die PBMCs
vollstandig lysiert wurden. Durch diesen Vorgang entstanden sogenannte
Homogenate, die aus dem Zellinhalt und den Resten der Zellwande bestehen.
Diese PBMC-Homogenate wurden in CryoTubes uberfuhrt und bei -80°C

eingefroren.
2.3.2 DNA-Methoden

2.3.2.1 Fragmentlangenanalyse des expandierten CAG-Bereiches

Zur einheitlichen Bestimmung des expandierten CAG-Bereiches im ATXN3-Gen
aller ESMI-Probanden wurde eine Fragmentlangenanalyse  mittels
Kapillarelektrophorese vorgenommen. Bei diesem Verfahren wurde zun&chst
eine Polymerasekettenreaktion (PCR) mit einem Fluoreszenz-markierten Primer
durchgefuihrt. Die PCR wurde in einem 100 pl ReaktionsgefaR im Kuhlblock
angesetzt (vgl. Tab. 2.9) und anschlieBend im G-Strom Thermocycler

prozessiert. Dabei lief das in der Tabelle 2.10 aufgelistete Programm ab.
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Tabelle 2.9: PCR-Ansatz zur Fragmentlangenanalyse

Menge [pl] Material
12,8 Wasser
2,5 10x Puffer
0,5 dNTPS

4 Q-Solution
2 Primer P247
2 Primer P248
0,2 Tag-Polymerase
3 DNA

Tabelle 2.10: Programm des G-Strom Thermocyclers fiur die PCR zur
Fragmentlangenanalyse

Zyklen Temperatur [°C] Dauer [min]

1 94 5
94 1
30 60 1
72 2
1 72 10
1 10 0

Die Denaturierungsschritte (Schritte bei 94°C) stellen sicher, dass die DNA nur
noch in Einzelstrangen vorliegt. Bei der Primerhybridisierung (Schritte bei 60°C)
lagern sich die Primer spezifisch an die DNA an. Dabei ist die Temperatur dem
Wirkungsoptimum der Primer angepasst. Wahrend der Elongationsphasen
(Schritte bei 72°C) baut die Tag-Polymerase beginnend am 3‘-Ende des
angelagerten Primers die fehlenden Nukleotide an. Zwischen der PCR und der
Analyse der Fragmentlange lagen maximal 48 Stunden. Zur Uberprifung des
Erfolges der PCR und zur Einschatzung der Menge des PCR-Produkts wurde
eine Gelelektrophorese (2.3.2.2) durchgefuhrt. Anschlieend wurde das PCR-
Produktes im Sequenzer CEQ 8800 analysiert. Die Fluoreszenz-markierten
PCR-Produkte und ein ebenfalls Fluoreszenz-markierter Grol3enstandard (Size-
Standard s. Tab. 2.6) wurden anschlie3end in einer mit einem Polymer gefillten
Kapillare der Grofie nach aufgetrennt. Hierfir wurde eine 96-Well-Platte
verwendet. In jede Vertiefung wurden 34,5 pl SLS-Puffer, 0,5 pl Gré3en-Standard
600 und 5 pl verdiinntes PCR-Produkt pipettiert. Dabei wurden entweder 1:20-
oder 1:200-Verdinnungen des PCR-Produktes  verwendet. Als
Verdunstungsschutz wurde in jede Vertiefung ein Tropfen Mineral-Ol gegeben.
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Die Lange des CAG-Bereichs wurde im Anschluss durch den verwendeten

GroRenstandard berechnet.

2.3.2.2 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese gehort zu den Elektrophorese-Verfahren. Als
Tragermedium dient ein Agarosegel. Sie wird verwendet um Gemische aus
Proteinen, DNA oder RNA aufzutrennen.

Zum Auftrennen der PCR-Produkte wurde ein 1% Agarosegel aus TBE-Puffer
und Agarose Pulver hergestellt und solange in der Mikrowelle erwérmt, bis sich
das gesamte Agarose Pulver aufgeldst hatte. Danach wurde 0,5 mg/ml
Ethidiumbromid hinzugegeben und das Gel in der gewtinschten Form mit einer
unterschiedlichen Anzahl an Taschen (je nach Anzahl der Proben) gegossen und
danach fur mindestens 20 Minuten abkuhlen gelassen. Das anschlie3end feste
Gel wurde dann in den Elektrophorese-Apparat mit 1x TBE-Puffer als Ladepuffer
gelegt. Die aufzutrennenden Proben wurde 3:1 mit 6x Ladepuffer Orange
gemischt und in die Taschen des Gels pipettiert. Zur Gré3en-Orientierung wurde
in eine Tasche der Marker Lambda DNA/Hindlll gegeben. Dann wurde die
Elektrophorese-Kammer mit der externen Stromversorgung verkabelt und eine
Spannung von 80-120 V angelegt. Nach 30-60 Minuten wurde der Strom
abgeschaltet. Je nach Lange des DNA-Stranges in den Proben, lauft dieser im
Gel unterschiedlich weit von der Kathode zur Anode. Anhand des Markers konnte

die GrofRe des Produktes identifiziert werden.

2.3.2.3 Sequenzierung von Single Nucleotide Polymorphism (SNP)

In der Literatur sind sowohl fiir Ataxin-3 als auch fir Parkin mehrere SNPs
beschrieben. Voruntersuchungen haben gezeigt, dass diese SNPs
Auswirkungen auf die Messbarkeit und/oder die Menge der Proteine haben
konnen. Um diese These zu tberprifen, wurden je drei SNPs im PARK2- und im
ATXN3-Gen sequenziert. Zur Sequenzierung wurden mehrere PCR-Reaktionen
hintereinander durchgefiihrt, wobei das letzte PCR-Produkt nur noch aus

Einzelstrdngen bestand. Diese wurden dann im Sequenzer analysiert.
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Die erste PCR war je nach untersuchtem SNP unterschiedlich. Hierzu wurden
die Ansatze aus Tabelle 2.11 verwendet und die passenden Programme aus

Tabelle 2.12. wurden im G-Storm Thermocycler durchgefuhrt.

Tabelle 2.11: Ubersicht der PCR-Ansatze fir die unterschiedlichen SNPs

ATXN3 SNP A/G669  ATXN3 SNPs G/C987 & PARK2 SNPs
C/A1118
14,3 pl Wasser 24 ul Wasser 13,3 pl Wasser
2 ul 10x Puffer 3ul Pwo Puffer 2 ul 10x Puffer
0,5 ul dNTPS 0,33 ul  dNTPS 0,5 pl dNTPs
1l Primer290 0,66 ul  Primer R478 1l Primer F
1 pl Primer291 0,66 ul  Primer R479 1 pl Primer R
0,2 ul Taqg 0,2 ul Pwo Taq 0,2 ul Taq
1l DNA 1,5l DNA 2 pl DNA

Zur Detektion des SNP A/G669 (rs 1048755) im ATXN3-Gen wurde der Ansatz in Spalte 1
genutzt. Der Ansatz in Spalte 2 wurde zur Detektion der SNPs G/C987 (rs 12895357) und
C/A1118 (rs 7158733) verwendet. Die SNPs im PARK2-Gen (rs1801474, rs1891582 und
rs1801334) wurden mit dem Ansatz in Spalte 3 amplifiziert.

Tabelle 2.12: Ubersicht der Programme des G-Strom Thermocyclers

ATXN3 SNP A/G669  ATXN3 SNPs G/C987 & PARK?2 SNPs
C/Al1118
94°C 5 min 94°C 5 min 95°C 5 min
30x 94°C 1 min 10x 94°C 30 sec 10x 95°C 30 sec
56°C 1 min 65-55°C 30 sec 65-55°C 30 sec
72°C 1 min 68°C 45 sec 72°C 30 sec
72°C  5min  25x 94°C 30sec 25x 95°C 30 sec
10°C o0 55°C 30 sec 55°C 30 sec
68°C 45 sec 72°C 30 sec
68°C 5 min 72°C 7 min
10°C 0 10°C 0

Da bei den SCA3-Patienten und praataktischen Mutationstragern zwei
unterschiedlich lange ATXN3-Allele aufgrund der unterschiedlichen Anzahl an
CAG-Wiederholungen vorliegen und die SNPs Aminosaure AS987 und AS1118
hinter dem dafur verantwortlichen CAG-Bereich liegen, mussten diese PCR-
Produkte mithilfe einer Gelelektrophorese (vgl. 2.3.3) aufgetrennt werden, um die
beiden Allele in der anschlieenden Sequenzierung separat betrachten zu
kénnen. Dazu wurden die zwei Banden, die sich aufgrund der unterschiedlichen

CAG-Wiederholungen und den damit unterschiedlichen GréRen des PCR-
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Produktes bei der Gelelektrophorese aufgetrennt hatten, aus dem Gel
ausgeschnitten. Das sich im Gel befindende PCR-Produkt wurde anschliel3end
mittels des QIAquick Gel Extraktion Kits nach Angabe des Herstellers extrahiert
und aufgereinigt.

Nach dieser ersten PCR folgte eine Kettenabbruchsynthese nach Sanger, bei der
es durch den Einbau von Didesoxynukleotiden zum Kettenabbruch kommt. Dabei
wurde das PCR-Produkt mit Wasser so verdunnt, dass es circa 50 bis 100 fmol
DNA enthielt. Dies liel3 sich anhand der Bandendicke im Agarosegel einschétzen.
Bei dieser Methode wird das PCR-Produkt zuerst denaturiert bevor die restlichen
Materialien hinzugegeben werden. Das heif3t, zunachst wird nur das PCR-
Produkt bei 98°C fur 3 min erhitzt. Danach wurde der Thermocycler kurz gestoppt
und die restlichen Materialien (s. Tab. 2.13 und 2.14) wurden hinzugefugt.
Anschlie3end lief das Programm des G-Storm Thermocyclers, wie in Tabelle 2.15

beschrieben, weiter.

Tabelle 2.13: Grundgerust des Ansatzes fir die Kettenabbruchsynthese nach
Sanger

Menge [ul] Material

11 PCR-Produkt
3 Quick Start Mix
2 Betain

1,2 Primer

Tabelle 2.14: Ubersicht der verwendeten Primer fur die Kettenabbruchsynthese
nach Sanger

Gen ATXN3 PARK?2
SNP AS212 AS987 +AS1118 Exon4 Exonl0 Exonll
Primer P291 P478 P240 P242 P244

Alle Primer sind in Tabelle 2.8 in Abschnitt 2.2.6 n&her beschrieben.
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Tabelle 2.15: Programm des G-Storm Thermocyclers fiur die
Kettenabbruchsynthese nach Sanger

Zyklen Temperatur Dauer

[°C] [sec]
1 98 180
Pause und Zugabe der
Materialien
96 20
31 58 25
60 240
1 10 o0

Die PCR-Produkte wurden anschlieRend gereinigt und somit die PCR vollstandig
zum Stillstand gebracht. Hierzu wurden 10 ul PCR-Produkt und 15,5 ul Stopp-
Mix zusammen in ein UV-stabiles Reaktionsgefald gegeben. Nach Zugabe von
60 pul eiskaltem 100% Ethanol wurde das Gemisch fur 30 Minuten bei full speed
und 4°C zentrifugiert. Dabei bildete sich am Boden des Reaktionsgefales ein
Pellet. Die dariberstehende Flussigkeit wurde vorsichtig abgeschittet. Danach
wurden 190 pl eiskaltes 70% Ethanol hinzugegeben und erneut fir 20 Minuten
bei full speed und 4°C zentrifugiert. Wieder wurde der Uberstand vorsichtig
abgeschuttet. AnschlieRend wurden 90 pl eiskaltes 70% Ethanol hinzugegeben
und fur 15 Minuten bei full speed und 4°C zentrifugiert. Nach dem erneuten
Abschutten des Uberstandes wurde das Pellet im SpeedVac Vakuum Trockner
fur 12 Minuten bei 30°C getrocknet. Dann wurde das Pellet in 42 ul SLS-Puffer
resuspendiert und fir mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur in der
Dunkelheit inkubiert.

Das gereinigte PCR-Produkt wurde zum Schluss im Sequenzer CEQ 8000 nach

Herstellerangaben analysiert.
2.3.3 Proteine

2.3.3.1 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Gesamtproteingehalt der PBMC-Homogenate wurde mittels des Verfahrens
nach Bradford bestimmt (Bradford, 1976). Dieses Verfahren ist eine schnelle und
sensitive Methode, den Proteingehalt zu bestimmen und basiert auf der Bindung
des Farbstoffes Coomassie Brilliant Blue G-250 an Proteinen. Die Bindung fuhrt
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zu einer Farbveranderung, die durch eine Messung der Absorption bei 595 nm
quantifiziert werden kann.

Um weniger Material zu verbrauchen, wurden einige Modifikationen am
ursprunglichen Verfahren (Bradford, 1976) vorgenommen. Nachdem die Proben
langsam auf Eis aufgetaut waren, wurden jeweils 1-5 pl der lysierten PBMCs in
ein Well einer 96-Well-Platte pipettiert und mit Wasser auf 100 ul aufgefullt. Fur
die Eichreihe wurde eine 0,25 mg/ml BSA-Ldsung hergestellt und dann jeweils 0,
1, 2, 5, 10, 15 und 20 pl dieser Losung mit Wasser auf 100 pl aufgeftllt. Zwei
Teile Bradford-Reagenz wurden mit drei Teilen Wasser verdinnt und
anschlieBend je 100 pl zu den verdinnten Proben und der Eichreihe gegeben.
Nach 5 Minuten Inkubationszeit wurde die Extinktion bei 595 nm durch den
Mircoplate Reader gemessen. Anhand der Eichkurve wurde der

Gesamtproteingehalt jeder Probe berechnet.

2.3.3.2 Proteinbestimmung mittels TR-FRET

In dieser Arbeit wurden die Proteinanteile von l6slichem Parkin und I6slichem full-
length Ataxin-3 in verschiedenen humanen Korperflussigkeiten bestimmt. Hierzu
wurde ein TR-FRET Assay verwendet. Diese Methode basiert auf einer sehr
spezifischen Bindung zweier Fluoreszenz-markierter Antikbrper an ein
bestimmtes Protein-Molekil, deren Fluoreszenzemission nach Anregung durch
einen Laser gemessen werden kann.

In eine Vertiefung einer 384-Well-Platte wurden 5 pl PBMC-Homogenat
vorgelegt. Zur Messung von Parkin wurde die Proben mit einer Gesamt-Protein-
Konzentration von 0,2 bis 0,4 pg/ul eingesetzt. Bei der Messung von full-length
Ataxin-3 zeigte sich keine Konzentrationsabhangigkeit, weshalb daftir die Proben
in einer 1:4-Verdunnungen eingesetzt wurden. Anschlie3end wurde 1 pl eines
Gemisches aus Detektionspuffer und zwei Fluoreszenz-markierter Antikdrpern
(vgl. Tab. 2.7) hinzugegeben. Die Antikdrper wurden zuvor von der Firma Cisbio
mit Terbium (Tb) und der D2-Linie von Casium (D2) Fluoreszenz-markiert. Fur
die Messungen von Ataxin-3 wurden die Antikdrper N-term-Tb mit einer
Konzentration von 0,5 ng/pl und 1H9-D2 mit einer Konzentration von 10 ng/pul
verwendet. FUr die Messungen von Parkin wurden die Antikdrper Prk8-Th mit

einer Konzentration 0,3 ng/ul und Parkin2-D2 mit einer Konzentration von 10
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ng/ul verwendet. Da beide Antikorper Fluoreszenz-markiert sind, sollte das
Gemisch so wenig Licht wie moéglich ausgesetzt werden. Nach dem Beftllen der
Platte wurde diese lichtdicht in Alufolie eingepackt und bei 4°C gelagert. Nach
einer Inkubationszeit von 24 Stunden erfolgte die Messung durch einen

Multimode Plate Reader. Dabei wurde einmal bei 620nm und einmal bei 665nm
gemessen. Der dabei erhaltene Wert Ratio % (Probe) wurde wie folgt weiter

verrechnet:

_ Ratio % (Probe) — Ratio % (Leerwert)

AF * 100

Ratio % (Leerwert)

AF

AFc =
¢ Gesamtproteingehalt

Bei jeder Messung von Proben wurden eine Negativkontrolle und eine
Positivkontrolle mitgemessen. Als Negativkontrolle diente der Lysepuffer aus
2.3.1.4. Als Positivkontrolle wurde eine 1:20 Verdinnung des Proteingemisches
mit dem Uberexprimierten GFP-Ataxin-3 70Q verwendet (Herstellung s. 2.3.3.3).
Sowohl die Proben als auch die Positiv- und Negativkontrollen wurden immer im

Duplikat in den Assay eingesetzt.

2.3.3.3 Herstellung von Zellkultur-Homogenaten mit Uberexprimierten
GFP-Ataxin-3 15Q, 70Q und 148Q mithilfe von Attractene
Transfection Reagent in HEK 293T-Zellen
Bei der Proteinkonzentrations-/ oder -mengenbestimmung mittels TR-FRET ist
es notwendig, bei jedem Messvorgang mindestens eine Positivkontrolle und eine
Negativkontrolle mitlaufen zu lassen. Nur so kann mit Sicherheit gesagt werden,
dass die Messung aussagekraftig ist und sich die Messwerte in einem
verlasslichen Bereich bewegen. Als Positivkontrolle bei der Messung von full-
length Ataxin-3 wurden Zellkultur-Homogenate mit tiberexprimierten GFP-Ataxin-
3 mit jeweils 15, 70 und 148Q verwendet. Diese mussten vorab in
eukaryontischen Zellen exprimiert werden. Hierzu wurden HEK 293T-Zellen mit
GFP-ATXN3 15, 70 oder 148Q Plasmid-DNA aus DH5 a E. coli mittels Attractene

Transfection  Reagent transfiziert. Die  Glycerolstocks mit den
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dementsprechenden DH5 a E. coli Kulturen wurden freundlicherweise von

Jonasz Weber zur Verfiigung gestellt.

2.3.3.3.1 Umgang mit der Zellkultur

Die HEK 293T-Zellen wurden zunachst gesplittet. Dafir wurde das DMEM-
Medium, in dem die Zellen kultiviert wurden, abgesaugt und den Zellen
anschlieBend zum Waschen 5-10 ml PBS hinzugegeben. Nach vorsichtigem
Schwenken wurde das PBS wieder abgesaugt. Durch Zugabe von 1 ml Trypsin
und einer nachfolgenden 2-mindtigen Inkubation bei 37°C wurden die Zellen vom
Boden der Flasche abgel6st. Die Zellen wurden dann in 10 ml DMEM-Medium in
Losung gebracht. 3 ml dieser Lésungen wurden behalten und mit 7 ml neuem
DMEM-Medium versetzt. Danach wurden die Zellen zum Wachsen bei 37°C und
5% CO2 kultiviert.

2.3.3.3.2 Isolation der Plasmid-DNA

Zeitgleich wurden drei unterschiedliche DH5 a E. coli Kulturen, die Plasmid-DNA
mit jeweils GFP ATXN3 15Q, 70Q oder 148Q enthalten, angeziichtet. Hierzu
wurden die jeweiligen Bakterien aus einem Glycerolstock enthommen und in 12
ml Medium LB mit Kanamycin in einer Konzentration von 1:1000 dberfuhrt. Die
Ansétze wurden mindestens 12 Stunden bis zur sichtbaren Tribung bei 37°C
und 220 rpm inkubiert. Anschlielend wurde die Plasmid-DNA mithilfe des
QIAprep Spin Miniprep Kits aus den Bakterien isoliert. 5 ml des
Bakterienansatzes wurden bei 8000 rom und Raumtemperatur fir 3 Minuten
zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das entstandene
Bakterienpellet in 250 pl P1 Puffer resuspendiert und in ein 2 ml Reaktionsgefafr
Uberfuhrt. Danach wurden 250 ul P2 Puffer hinzugegeben und direkt 4-6mal
invertiert. Maximal 5 Minuten spater wurden dann 350 ul N3 Puffer hinzugegeben
und wieder 4-6mal invertiert. Im Anschluss folgte eine 10-minltige Zentrifugation
bei 13000 rpm und Raumtemperatur. Alle weiteren Zentrifugationen wurden
ebenfalls bei 13000 rpm und Raumtemperatur durchgefihrt. 800 ul des
entstandenen Uberstandes wurden in eine QIAprep 2.0 spin column pipettiert.
Diese wurde dann 1 Minute zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des Durchflusses

wurden zum Waschen 500 pl PB Puffer hinzugegeben und anschliel3end erneut
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1 Minute zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde mit 750 ul PB Puffer wiederholt.
Danach wurde wieder 1 Minute zentrifugiert, um den restlichen Waschpuffer zu
entfernen. Die QIAprep 2.0 spin column wurde nachfolgend in ein frisches 1,5 ml
Reaktionsgefall gestellt und 50 pl EB Puffer in die Mitte der QIAprep 2.0 spin
column pipettiert. Nach einer Minute Inkubationszeit wurde letztmals 1 Minute
zentrifugiert. Die fertig isolierte Plasmid-DNA befand sich nun im 1,5 ml
Reaktionsgefald. Der DNA-Gehalt wurde anschlieend im Photometer bei 260

nm bestimmt.

2.3.3.3.3 Transfektion der HEK 293T-Zellen mit der Plasmid-DNA

Die Transfektion der HEK 293T-Zellen mit der Plasmid-DNA wurde mithilfe des
Attractene Transfection Reagent durchgefuhrt. Die Plasmid DNA wurde zunachst
mit TE Puffer verdinnt, sodass 100 pl Losung eine DNA-Konzentration von 0,1
Mg/l enthielten. Danach wurden 4,5 pl Attractene Transfection Reagent
hinzugefugt und das Gemisch fir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Wahrend der Inkubationszeit wurden die zuvor erneut gesplitteten HEK 293T-
Zellen gezahlt und so verdinnt, dass sich in 2 ml Medium 3,5 x 10° Zellen
befanden. Diese 2 ml Zellsuspension wurden in eine Vertiefung einer 6-Well-
Platte gegeben und anschlieBend das Transfektionsgemisch tropfenweise
hinzugeflgt. Nach einer Inkubationszeit von 48-72 Stunden bei 37°C und 5%
CO2 wurde die Transfektionseffizienz mittels Fluoreszenzmikroskop Uberprift. In
allen Ansatzen waren grin leuchtende Zellen zu erkennen. In den Ansatzen mit
GFP ATXN3 148Q waren zusétzlich grin leuchtende Proteinablagerungen zu

sehen.

2.3.3.3.4 Lyse der HEK 293T-Zellen

Im letzten Schritt wurden die Zellen lysiert. Dazu wurden die Zellen am Boden
der Vertiefung mittels Zellschaber abgelost. Die Zellen wurden zusammen mit
dem Medium in ein Falcon ubertragen. Die Vertiefungen wurden mit 1 ml PBS
ausgespult und dieser 1 ml ebenfalls in das Falcon gegeben. Anschliel3end
wurde das Falcon fur 5 Minuten bei 1200 rpm und Raumtemperatur zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und zum Waschen des Zellpellets 2 ml PBS

hinzugegeben. Nach erneuter 5-minitiger Zentrifugation bei 1200 rpm und
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Raumtemperatur wurde der Uberstand wieder verworfen und das Falcon auf Eis
gelagert. 80 pl RIPA Puffer mit 1x Complete Protease Inhibitor wurden
hinzugegeben. Nach 30-minutiger Inkubation und wiederholtem Vortexen waren
alle Zellen lysiert. Das nun vorliegende Proteingemisch mit dem jeweiligen
Uberexprimierten GFP-Ataxin-3 (15Q, 70Q oder 148Q) wurde in je ein 1,5 ml
Reaktionsgefal® tberfuhrt und bei -80°C eingefroren. Die Proteinkonzentration
wurde mittels der Methode nach Bradford (2.3.3.1) bestimmit.

2.3.3.4 Herstellung von GST-Parkin V380- und L380- Fusionsproteinen
mithilfe eines pGEX 6p1 Expressionsvektors in E. coli BL21

Die Einzelbestimmung des Proteins Parkin mittels TR-FRET ist bisher selten
durchgefiihrt worden. In der Literatur finden sich kaum Informationen dartuber.
Zur Etablierung dieser Methode fur Parkin und auch als Positivkontrolle bei den
TR-FRET Messungen musste daher rekombinantes Parkin hergestellt werden.
Dazu wurden GST-Parkin V380- und L380-Fusionsproteine mithilfe eines pGEX
6pl1 Expressionsvektors in E. coli BL21 produziert.

Zuerst wurde je eine Kultur der Bakterien fur GST-Parkin V380- und L380-
Fusionsproteine in 7,5 ml 2xYT-Medium mit Ampicillin (1:1000) in einem 50 mi
Falcon angesetzt und tber Nacht bei 37°C und 220 rpm inkubiert. Die gesamten
7,5 ml der Uber-Nacht-Kulturen wurden danach in 500 ml 2xYT-Medium mit
Ampicillin in einer Konzentration von 1:1000 Uberfuhrt und nochmals bei 37°C im
Schittelinkubator bei 220 rpm bis zu einer optischen Dichte von ODsgs=0,6
inkubiert. AnschlieBend wurde IPTG in einer Konzentration von 1:1000
hinzugeben und weitere 3 Stunden bei gleichen Bedingungen inkubiert. Im
Anschluss daran wurden die Ansatze bei 4°C und 1500 g fur 30 Minuten
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Pellets bei -80°C eingefroren.
Zum Aufreinigen wurde das Bakterien-Pellet in 10 ml Puffer A unter Zugabe von
80 mg Lysozym und 100 pl Triton X-100 in einem Eisbad aufgetaut und fir 30
Minuten geschittelt. Danach wurden die Bakterien mit Ultraschall 3-mal fur 30
Sekunden mit 40% Power lysiert. Es folgte eine 30-minutige Zentrifugation bei
4°C und 25.500 g, um die schweren Zellbestandteile vom l6slichen Protein zu
trennen. Dieser Schritt wurde mit dem Uberstand wiederholt. Der nach der

zweiten Zentrifugation angefallene Uberstand, der die jeweiligen Fusionsproteine
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enthielt, wurde in je ein frisches 15 ml Falcon Ubertragen und ins Eisbad gestellt.
Anschliel3end wurde 1 ml Glutathion Sepharose 4B in einem 15 ml Falcon bei
4°C und 500 g fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet wurde mit 5 ml PBS gewaschen. Danach wurden die Sepharose-
Beads durch eine 10-minitige Zentrifugation bei 4°C und 500 g sedimentiert.
Dieser Waschvorgang wurde ein weiteres Mal wiederholt. Der zuvor ins Eisbad
gestellte Uberstand wurde zu den gewaschenen Sepharose-Beads gegeben.
Das Gemisch wurde fir 90 Minuten bei 4°C und 10 rpm im Schattler inkubiert
und anschlieBend fir 10 Minuten bei 4°C und 500 g zentrifugiert. Der dabei
entstandene Uberstand wurde verworfen, das Sediment mit 5 ml Puffer B
gewaschen und danach fur 10 Minuten bei 4°C und 500 g zentrifugiert. Erneut
wurde der Uberstand verworfen. Dieser Waschschritt wurde 2mal mit Puffer A
wiederholt. Das gewaschene Sediment wurde in ein 2 ml Reaktionsgefaf
Uberfihrt und 500 pl Elution Puffer hinzugegeben. Nach einer 10-mindtigen
Inkubation bei Raumtemperatur und 10 rpm wurde das Gemisch fir 10 Minuten
bei 4°C und 500 g zentrifugiert. Der Uberstand, der nun das eluierte Protein
beinhaltet, wurde vorsichtig abgenommen und in ein frisches 2 ml
Reaktionsgefal3 Uberfuhrt. Diese Elution wurde insgesamt 3mal durchgefuhrt. Die
dabei entstandenen Uberstande wurde mittels Amicon Ultra 10K device nach
Herstellerangaben aufkonzentriert und anschlieend zusammengefuhrt. Das
somit aufgereinigte Protein wurde mit Dilution Puffer auf 500 ul verdinnt und bei
-80°C eingefroren. Die Proteinkonzentration wurde durch Quantifizierung gegen
einen BSA-Standard mithilfe einer SYPRO Ruby Farbung bestimmt und das
Uberexprimierte Vorliegen des V380- bzw. L380-Fusionsproteins durch eine
Gelelektrophorese (vgl. 2.3.2.2) nachgewiesen.

2.3.3.5 Herstellung einer CSF-Kalibrationsmatrix mithilfe von Dynabeads
Protein G

Damit die Proteinmessung mittels TR-FRET in CSF-Proben etabliert werden

konnte, war eine Negativkontrolle unbedingt notwendig, da der daftir gemessene

Wert fur die Korrelation der Messergebnisse benotigt wird. Eine solche

Negativkontrolle, wie es z.B. fur die Proteinbestimmung in lysierten PBMCs der

zur Lyse verwendete Lysepuffer war, fehlte jedoch fur die CSF-Proben. Daher
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wurde versucht, eine CSF-Probe herzustellen, die kein Ataxin-3 beinhaltet und
somit als Negativkontrolle dienen kénnte.

Zu 470 pl pooled human donor CSF-Probe wurden zunachst 25 pl eines Mixes
aus 20x Complete Protease Inhibitor und 4% IGEPAL hinzugegeben. Das
Gemisch wurde fur 45 min bei -80°C eingefroren. Nach dem Auftauen wurden 5
pul 100% Triton-X 100 hinzugefigt, sodass das Gemisch letztendlich 0,2%
IGEPAL, 1% Triton-X 100 und 1x Complete Protease Inhibitor enthielt. Diesem
Gemisch wurden anschlie3end 350 ng 1H9-Antikorper (Tab. 2.7), der spezifisch
an Ataxin-3 bindet, hinzugegeben. Es folgte eine 90-mindtige Inkubation bei 4°C
und 14 rpm im Rotationsmischer, damit sich die Antikérper und die Proteine
verbinden konnten. Wahrenddessen wurden die Dynabeads Protein G
vorbereitet, indem 15 pl Dynabeads in einem 2 ml Reaktionsgefal in einen
Magnetstander gestellt wurden. Die magnetischen Dynabeads lagerten sich an
dem Magneten an und der Uberstand wurde verworfen. AnschlieRend wurde der
CSF-Ansatz zu den Dynabeads gegeben. Damit die Dynabeads an den
Antikorper-Proteinkomplex binden konnten, wurde das Gemisch fur 30 min bei
Raumtemperatur und 14 rpm inkubiert. Danach wurde das Gemisch wieder in
den Magnetstander gestellt, damit die Dynabeads-Antikérper-Proteinkomplexe
an den Magnet binden konnten. Der Uberstand wurde abgenommen und mit
diesem wurden die vorherigen Schritte mit neuen Dynabeads und einer 60-
minutigen Bindungsphase wiederholt. Dadurch sollte sichergestellt werden, dass
das gesamte Ataxin-3 aus dem Gemisch entfernt wurde. Das entstandene
Produkt wurde CSF-Kalibrationsmatrix genannt. Die beiden entstandenen
Dynabeads-Antikorper-Proteinkomplexe  wurden zusammen in 400 pl
Waschpuffer aufgenommen, kurz gevortext und in den Magnetstander gestellt.
Die Komplexe lagerten sich am Magnet an und der Uberstand wurde verworfen.
Anschlieend wurden 20 pl Elutionspuffer zu den Komplexen gegeben, das
Gemisch fur 2 Minuten leicht geschittelt und wieder in den Magnetstander
gestellt. Durch den Elutionspuffer I6sten sich die Dynabeads-Antikrperkomplexe
wieder vom Ataxin-3. Nachdem sich die Komplexe am Magneten angelagert
hatten, wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen. In ihm befand sich das aus

der CSF-Kalibrationsmatrix entfernte Ataxin-3. Dieser Uberstand mit dem aus der
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CSF-Kalibrationsmatrix entfernten Ataxin-3, der CSF-Kalibrationsmatrix, eine
CSF-Probe (CSF pur) und die CSF-Probe mit 1% Triton X-100, 0,2% IGEPAL
und 1x Complete Protease Inhibitor wurden mittels des TR-FRET Assays
quantifiziert. Die CSF-Kalibrationsmatrices und das dabei isolierte Ataxin-3

wurden bei -80°C eingefroren.

2.4 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung wurde das Programm SPSS Statistics von IBM
(Ehningen, Deutschland) verwendet. Damit wurden die erhobenen und
gemessenen Daten katalogisiert. Anhand dieser Daten wurden mithilfe des
Programms Tabellen und Graphen erstellt. Mittelwerte, Medianwerte,
Standardabweichungen und Ausreier wurden ermittelt. Zur Uberprifung der
Signifikanz wurde der t-Test fur unabhangige Variablen genutzt. In den Graphen
gezeigte kleine Sternchen sagen nichts, wie in anderen Darstellungen Ublich,
Uber die Signifikanz aus. Die kleinen Kreise und Sternchen stehen fur Ausreil3er,
die Uber der zweifachen Standardabweichung (kleine Kreise) oder sogar tber der

dreifachen Standardabweichung liegen (kleine Sternchen).
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3 Ergebnisse

3.1 Ziel der Studie

Die Analyse von Biomarkern ist fur die Erkennung und Behandlung von
Erkrankungen unabdingbar. Fur die SCA3 sind unter anderem die Proteine
Ataxin-3 als Erkrankungsprotein und Parkin als dessen direkter
Interaktionspartner potenzielle Biomarker. Um dies zu analysieren, wurde SCA3-
Patienten, praataktischen Mutationstragern und Kontrollpersonen Blut
abgenommen und zeitgleich die klinischen Parameter SARA-Score und INAS-
Score sowie, falls gegeben, das Alter bei Erkrankungsbeginn und die
Krankheitsdauer erhoben. Dies geschah im Rahmen von ESMI durch Partner an
mehreren europdischen Standorten. In dieser Arbeit wurden Proben aus Bonn,
Coimbra, London und Tubingen analysiert. Daflr wurden aus den Blutproben
DNA und PBMCs gewonnen. Die DNA wurde verwendet, um einerseits nochmals
einheitlich an einem Standort die Lange des CAG-Bereiches im ATXN3-Gen und
andererseits bekannte SNPs im ATXN3- und PARK2-Gen zu bestimmen. In den
PBMCs wurden die Proteingehalte von full-length Ataxin-3 und Parkin mittels der
Gesamtproteinbestimmung nach Bradford und der Proteinbestimmung mit dem
TR-FRET-Assay gemessen (vgl. Abb. 3.1.1). Samtliche gemessenen und
erhobenen Daten wurden im Folgenden analysiert und miteinander verglichen,

um full-length Ataxin-3 und Parkin als potenzielle Biomarker zu tberprufen.
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Abbildung 3.1.1: Ablauf der Studie

Von SCAS3-Patienten, praataktischen Mutationstragern und Kontrollpersonen wurde Blut
entnommen und verschiedene klinische Parameter wie beispielsweise SARA-Score oder INAS-
Score erhoben. Aus dem Blut wurden DNA und PBMCs isoliert. Mit der DNA wurden die Lange
des CAG-Bereiches im ATXN3-Gen und bekannte SNPs im ATXN3- und PARK2-Gen bestimmt.
In den PBMCs wurde die Menge der Proteine Ataxin-3 und Parkin durch die
Gesamtproteinbestimmung nach Bradford und der Proteinbestimmung mittels TR-FRET
gemessen und berechnet. Die erhobenen klinischen Parameter wurden untereinander und mit
den Mengen der Proteine Ataxin-3 und Parkin verglichen.

3.2 Etablierung des TR-FRET-Assays

3.2.1 Etablierung des TR-FRET-Assays fur das losliche full-length Ataxin-
3 Protein
Losliches Ataxin-3 Protein, unabhangig ob das normale, spezifisch das mutierte
oder beide zusammen (full-length), wurde bisher eher selten in humanen
Patientenmaterialien quantifiziert. Flr die Bestimmung von Ataxin-3 Proteinlevel
wurde in unserem Institut bisher ein TR-FRET-Assay verwendet (Gonsior et al.,
2021, Martier et al.,, 2019, Nguyen et al., 2013). Fur die Quantifizierung von
l6slichem full-length Ataxin-3 hatte Frau Dr. med. Kathrin Gonsior in ihrer
Dissertation in einem TR-FRET-Assay die Antikérper 1H9 und N-term zur
Messung in unterschiedlichen Biomaterialien verwendet. Dabei wurde der N-
term-Antikorper mit Terbium (Tb) und der 1H9-Antikdrper mit der D2-Linie von
Casium (D2) Fluoreszenz-markiert. Diese Antikbrperkombination wurde in dieser

Arbeit fur die sichere Quantifizierung in PBMCs validiert und weiterentwickelt.
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Fur eine sichere Quantifizierung ist eine lineare Korrelation zwischen den
Messwerten fur das Iosliche Ataxin-3 und der Ataxin-3 Konzentrationen
unabdingbar. Um dies zu Uberprifen, wurden zunéchst Zellkultur-Homogenate
hergestellt, in denen jeweils Ataxin-3 15Q, 70Q oder 148Q Uberexprimiert waren
(s. 2.3.3.3). Diese Homogenate wurden dann als Kontrollreihen in verschiedenen
Konzentrationen gemessen, um einen linearen Messbereich fir die
nachfolgenden Analysen zu bestimmen. Dabei stellte sich der Bereich zwischen
den Konzentrationen von 0,25 bis 500 ng/ul Ataxin-3 Protein als optimal dar. Um
dies zu bestatigen, wurden die Homogenate mit jeweils Ataxin-3 15Q oder 70Q
in den Konzentration 0,25; 1,25; 2,5; 6,25; 12,5; 18,75; 25; 125; 250 und 500
ng/pl in zweifacher Ausfiihrung gemessen. Danach wurde fiir jede Konzentration
der Mittelwert errechnet. Die Mittelwerte wurden dann mit den eingesetzten
Konzentrationen verglichen (Abb. 3.2.1). Dabei zeigten sich fur beide
Homogenate (15Q r2=0,811; 70Q r2=0,553) lineare Korrelationen zwischen den
beiden Messgrof3en. Zugleich konnte tberprift werden, ob die Expansion des
CAG-Bereiches im ATXN3 Gen fur die Messungen des full-length Ataxin-3
Proteins eine Rolle spielte. Die AFc-Werte fur das mutierte Ataxin-3 (70Q) lagen
im Durchschnitt 3,22 Punkte Uber den AFc-Werte fur das nicht-pathologische
Ataxin-3 (15Q). Die Steigung der beiden Regressionsgeraden war gleich (Abb.
3.2.1).
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Abbildung 3.2.1: Analyse des linearen Messbereiches von Ataxin-3

Auf der X-Achse ist die Ataxin-3 Konzentration, auf der Y-Achse der Mittelwert AFc der
Messergebnisse aufgetragen. Es ergab sich sowohl fir das Homogenat mit dem
Uberexprimierten Ataxin-3 15Q als auch fiir das mit dem Uberexprimierten Ataxin-3 70Q eine
lineare Korrelation zwischen den beiden Messgréf3en.

Fur eine solide Messung war die Reproduzierbarkeit der Messungen ebenfalls
sehr wichtig. Zur Uberprifung der Reproduzierbarkeit wurden zwei
unterschiedliche Tests durchgefiihrt: der Intra- und Interplattentest. Fir den
Intraplattentest wurden zwei verschiedene Proben an verschiedenen Positionen
einer 384-Well-Platte gemessen (Abb.3.2.2).
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1 2| 3| 4] 5| 6] 7 8 9| 10| 11 12 13| 14 15 16| 17| 18| 19| 20| 21| 22 23 24
A [Probe 1|Probe 1 Probe 2 |Probe 2
B |Probe 2 |Probe 2 Probe 1|Probe 1
C Probe 2 |Probe 2
D Probe 1|Probe 1
E Probe 2 [Probe 2
F Probe 1|Probe 1
G [Probe 1|Probe 1 Probe 2 |Probe 2
H |Probe 2 |Probe 2 DPBS |DPBS Probe 1|Probe 1
|
J Probe 2 |Probe 2
K Probe 1|Probe 1
L Probe 2 [Probe 2
M Probe 1|Probe 1
N
O |Probe 1|Probe 1 Probe 2 |Probe 2
P |Probe 2 |Probe 2 Probe 1|Probe 1

Abbildung 3.2.2: Verteilungsmuster der Proben auf der 384-Well-Platte fur den

Intraplattentest
Probe 1 entspricht dem selbst hergestellten Ataxin-3 148Q 1:4 verdunnt, Probe 2 dem selbst
hergestellten Ataxin-3 148Q 1:16 verdinnt. DPBS steht fiir die Negativkontrolle.

Beim Interplattentest wurden zwei verschiedene Proben auf 14 unterschiedlichen
384-Well-Platten im Duplikat gemessen. Bei beiden Tests wurde als Probe 1 das
Homogenat mit dem Uberexprimierten Ataxin-3 148Q 1:4 verdinnt und als Probe
2 das gleiche Homogenat 1:16 verdinnt verwendet. Verglichen wurden bei
beiden Tests die direkt vom Platten-Reader gemessenen Werte Ratio 665/620.
Dadurch wurden Veradnderung der Resultate, die moglicherweise durch das
Verrechnen der Werte mit der Gesamtprotein-Konzentration entstehen kénnten,
ausgeschlossen.

Beim Intraplattentest fur das ldsliche Ataxin-3 ergab sich fir Probe 1 ein
Variationskoeffizient von 3,40% (Abb. 3.2.3). Fur Probe 2 zeigte sich ein
Variationskoeffizient von 4,29%. Damit lagen beide Variationskoeffizienten in
einem sehr akzeptablen Bereich.

Beim Interplattentest fuir das I6sliche full-length Ataxin-3 zeigte sich fur Probe 1
ein Variationskoeffizient von 11,17% (Abb. 3.2.4). Fir Probe 2 lag der
Variationskoeffizient bei 9,93%. Somit waren beide Variationskoeffizienten etwas
hoher als die Variationskoeffizienten beim Intraplattentest. Dennoch lagen beide

in einem akzeptablen Bereich.
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Abbildung 3.2.3: Intraplattentest fur das I6sliche Ataxin-3

Probe 1 entsprach dem Homogenat mit Uberexprimiertem Ataxin-3 148Q 1:4 verdinnt, Probe 2
dem gleichen Homogenat 1:16 verdinnt. Fir beide Proben wurden 20 Messwerte auf der
gleichen 384-Well-Platte erhoben. Die Messwerte fir beide Proben variieren dabei zwischen 3
und 4,5%.
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Abbildung 3.2.4: Interplattentest fur das l6sliche Ataxin-3

Probe 1 entsprach dem Homogenat mit Gberexprimiertem Ataxin-3 148Q 1:4 verdinnt, Probe 2
dem gleichen Homogenat 1:16 verdinnt. Beide Proben wurden im Duplikat auf 14
unterschiedlichen Platten gemessen. Die Variationskoeffizienten lagen zwischen 9 und 11,5%.

3.2.2 Etablierung des TR-FRET-Assays fur das l6sliche Parkin Protein

Ein TR-FRET-Assay zur Quantifizierung von loslichem Parkin wurde bisher sehr
selten verwendet. Dementsprechend war in der Literatur dazu kaum etwas zu
finden. Frau Dr. med. Kathrin Gonsior hatte in ihrer Dissertation im Rahmen des
Neuromics-Projekts (ein Vorlaufer der ESMI) unter anderem auch I8sliches
Parkin in verschiedenen Biomaterialien gemessen und dabei die Antikérper Prk8
und Parkin2 (s. 2.2.5 Tab. 2.6) genutzt. Dafur wurde der Prk8-Antikdrper mit
Terbium (Tb) und der Parkin2-Antikorper mit der D2-Linie von Casium (D2)
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Fluoreszenz-markiert. Diese Antikdrperkombination galt es in dieser Arbeit flir die
Quantifizierung von l6slichem Parkin in PMBCs zu validieren und
weiterzuentwickeln.

Zunachst wurde Uberprift, ob die fur eine sichere Quantifizierung notwendige,
lineare Korrelation zwischen den Messwerten AFc und der Konzentration des
l6slichen Parkin Proteins vorliegt. Dazu wurde zundchst kommerziell
erworbenes, rekombinantes Parkin Protein (s. 2.2.4 Tab. 2.6) in verschiedenen
Konzentrationen eingesetzt. Dabei stellte sich der Bereich zwischen 0,1 und 100
pg/ul als optimaler Messbereich heraus. Zur Bestétigung wurde Parkin in den
Konzentrationen 0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 2,5; 5; 7,5; 10; 25; 50; 75 und 100 pg/pul
in vierfacher Ausfihrung gemessen. AnschlielRend wurde der Mittelwert der vier
Messungen fur jede Konzentration errechnet. Die errechneten Mittelwerte
wurden dann mit den eingesetzten Konzentrationen verglichen (Abb. 3.2.5). Es
zeigte sich eine sehr starke, lineare Korrelation (r2=0,997) zwischen den beiden

MessgroRRen.
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Abbildung 3.2.5: Linearer Messbereich des Parkin TR-FRET Assays

Auf der X-Achse ist die Parkin Konzentration in pg/ul, auf der Y-Achse der Mittelwert AFc der
Messergebnisse aufgetragen. Es zeigte sich eine sehr starke, lineare Korrelation zwischen den
beiden Messgrofien.

Des Weiteren war es wichtig, die Reproduzierbarkeit des Assays zu

gewahrleisten. Dazu wurden zwei verschiedene Tests durchgefihrt: der Intra-
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und Interplattentest. FlUr den Intraplattentest wurden zwei unterschiedliche
Proben auf einer 384-Well-Platte an verschiedenen Positionen gemessen (vgl.
Abb. 3.2.2). Fir den Interplattentest wurden zwei unterschiedliche Proben auf
acht verschiedenen 384-Well-Platten im Duplikat gemessen. Bei beiden Tests
wurde als Probe 1 das kommerziell erworbene, rekombinante Parkin in der
Konzentration 75 pg/upl und als Probe 2 das kommerziell erworbene Parkin in der
Konzentration 5 pg/pl verwendet. Verglichen wurden bei den Tests diesmal nicht
der errechnete AFc-Wert, sondern der direkt vom Platten-Reader gemessene
Wert Ratio 665/620. Somit konnten samtliche Veranderungen der Resultate
durch  verschiedene Rechenschritte ausgeschlossen werden. Beim
Intraplattentest fur das I6sliche Parkin zeigte sich fur Probe 1 ein
Variationskoeffizient von 7,39% (Abb. 3.2.6). Fur Probe 2 ergab sich ein etwas
geringerer  Variationskoeffizient  von  4,85%. Damit  lagen die
Variationskoeffizienten fur beide Proben in einem sehr akzeptablen Bereich.

Ahnliches galt fur den Interplattentest fiir das lésliche Parkin (Abb. 3.2.7). Fir
Probe 1 ergab sich ein Variationskoeffizient von 6,30%. Der Variationskoeffizient
fur Probe 2 lag bei 5,39%. Somit waren auch die Variationskoeffizienten fir beide
Proben beim Interplattentest in einem sehr akzeptablen Bereich. Die Ergebnisse
der beiden Tests lieRen darauf schlie3en, dass Proben mit einer geringeren
Parkin-Konzentration (im zuvor als optimal festgestellten Bereich) etwas
zuverlassiger bestimmt werden konnten als Proben mit einer héheren Parkin-

Konzentration.
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Abbildung 3.2.6: Intraplattentest fur das I6sliche Parkin

Probe 1 entsprach dem kommerziell erworbenen Parkin in der Konzentration 75 pg/ul, Probe 2
dem kommerziell erworbenen Parkin in der Konzentration 5 pg/ul. Fur beide Proben wurden 20
Messwerte auf derselben 384-Well-Platte erhoben. Die Messergebnisse fir beide Proben
variierten dabei zwischen 4,8 und 7,9%.
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Abbildung 3.2.7: Interplattentest fur das I6sliche Parkin

Probe 1 entsprach dem kommerziell erworbenen Parkin in der Konzentration 75 pg/ul, Probe 2
dem kommerziell erworbenen Parkin in der Konzentration 5 pg/ul. Beide Proben wurden jeweils
im Duplikat auf 8 verschiedenen 384-Well-Platte gemessen. Beide Variationskoeffizienten lagen
zwischen 5 und 6,5%.

Die Bindung der Antikérper an das Protein ist fir diesen Assay essenziell. Daher
wurde Uberprift, ob in der Literatur bekannte SNPs im PRK2-Gen (Diplomarbeit
von J.J. Weber) eine Auswirkung auf die Bindungsfahigkeit der Antikérper und
somit auf die Messergebnisse haben kénnten. Der SNP G239TA/C1239TA im
PRK2-Gen sorgt daftir, dass bei der Translation ein Parkin Protein entsteht, bei
dem die Aminosaure an Stelle 380 von Valin zu Leucin geéndert wird (vgl.
Abschnitt 1.5). Da sich diese Aminosdure zwischen den Bindungsstellen der
beiden Antikorper Prk8-Tbh (AS 399-465) und Parkin2-D2 (AS 250-350) (s. 2.2.5

Tab. 2.7) befindet, kdnnte eine mogliche Anderung der 3D-Struktur des Proteins,
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zu einem Unterschied in der Bindungsfahigkeit der Antikdrper am Parkin Protein
fuhren. Um dies zu Uberprifen, wurden Homogenate mit GST-Parkin V380- und
L380-Fusionsproteinen hergestellt (s. 2.3.3.4). Diese Proteingemische wurden in
den Konzentrationen 5 und 50 pg/pl im Duplikat in den TR-FRET-Assay
eingesetzt. Dabei zeigten sich fur das Parkin V380 (ohne den SNP) bei beiden
Konzentrationen héhere Messwerte AFc als fur das Parkin L380 (mit dem SNP)
(Abb. 3.2.8). Bei einer Konzentration von 50 pg/pl erreichte das Parkin L380 nur
83,3% des Messwertes des Parkins V380. Bei einer Konzentration von 5 pg/pl

waren es sogar nur 66,8%.
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Abbildung 3.2.8: Vergleich Parkin V380 und L380 in den Konzentrationen 5 und
50 pg/ul

Das Parkin V380 mit der wildtypischen Variante zeigte in beiden untersuchten Konzentrationen
héhere Messwerte A Fc als das Parkin L380 mit dem SNP.

3.2.3 Etablierung des TR-FRET-Assays in CSF

Um ein solides Messverfahren zu entwickeln und etablieren, bedarf es einiger
Gegebenheiten. Eine der Grundvoraussetzungen sind dabei Negativ- und
Positivkontrollen, um sicher zu gehen, dass auch tatsachlich das gesuchte
Protein detektiert wird. Beim TR-FRET-Assay zur Quantifizierung von Ataxin-3
und Parkin in PBMCs diente der Lysepuffer, mit dem die PBMCS lysiert wurden,
als Negativkontrolle und eigens hergestellte Homogenate mit Gberexprimiertem

Ataxin-3 bzw. kommerziell erworbenes Parkin als Positivkontrolle. Fiur die

60



Messung der Proteine in CSF-Proben kdnnten die gleichen Positivkontrollen
genutzt werden. Jedoch bendtigte man eine andere Negativkontrolle, da die
CSF-Proben nicht so vorbehandelt werden kénnen wie die PBMCs. Ahnlich zu
gefundenen Publikationen (Bidinosti et al, 2012; Wild et al., 2015) wurde versucht
den CSF-Proben verschiedene Substanzen hinzuzufliigen, um Zellen, die sich im
CSF befanden, aufzuschlieBen und somit die zu messenden Proteine
zuganglicher zu machen. Analog zum Lysepuffer bei den lysierten PBMCs
konnten diese Substanzen danach als Negativkontrolle genutzt werden. Den
CSF-Proben wurden IGEPAL, Triton-X 100, Tween 20 und Complete Protease
Inhibitor in unterschiedlichen Kombinationen und Konzentrationen zugeftigt. In

Tabelle 3.1 wurden die drei unterschiedlichen Ansatze beschrieben.

Tabelle 3.1: Beschreibung der Ansatze

0,2% IGEPAL

1 1% Triton X-100

1x Complete Protease Inhibitor
5 10 % Tween 20

1x Complete Protease Inhibitor
3 1% Tween 20

1x Complete Protease Inhibitor

Um zu Uberprifen, ob diese Anséatze eine TR-FRET Messung im CSF von
Patienten und Kontrollprobanden ermdglicht, wurden zunachst nur Messungen
fur Ataxin-3 durchgefuhrt. Dabei wurde die Antikdrperkombination zur
Bestimmung von full-length Ataxin-3 (N-term-Tb + 1H9-D2) und die beiden
Antikdrperkombinationen MW1-D2 + 1H9-Tb und 1C2-D2 und 1H9-Tb, die Frau
Anna Kaucher in ihrer Dissertation zur Bestimmung des mutierten Ataxin-3
etablierte, verwendet. Die Ansétze wurden mit je einer CSF-Probe eines
Kontrollprobanden und eines manifest erkrankten SCA3-Patienten hergestellt.
Zusammen mit dem Lysepuffer, der bei den Messungen in PBMCs als
Negativkontrolle genutzt wurde, wurden dann fur die Ansatze 1 und 2 (Tab. 3.1)
Messungen mit allen drei Antikérperkombinationen durchgefuhrt. Fir den Ansatz
3 (Tab. 3.1) wurden lediglich mit der Antikorperkombination fur das full-length

Ataxin-3 Messungen durchgefuhrt. Hierbei wurde der vom Platten-Reader direkt
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gemessene Wert Ratio 665/620 angegeben, da der zur weiteren Berechnung
notwendige Messwert (vgl. 2.3.3.2) einer Negativkontrolle nicht vorlag.
Gemessen wurde jeweils zu sechs unterschiedlichen Zeitpunkten: direkt nach
dem Pipettieren, nach 1 Stunde bei 4°C, nach 4,5 Stunden bei 4°C, nach 22
Stunden bei 4°C, nach 24 Stunden bei 4°C und nach einer weiteren Stunde bei
Raumtemperatur (insgesamt also 25 Stunden) (analog zu den Studien in Daldin
et al., 2017). Mit den unterschiedlichen Messzeitpunkten wurde tberpruft, ob die
Inkubationszeit zur Bindung der Antikbrper am Protein oder die dabei
herrschende Temperatur eine Auswirkung auf die Bindungsfahigkeit der
Antikdrper und damit auf die Messergebnisse hatten. Gezeigt werden die
Ergebnisse der Messung nach 24 Stunden bei 4°C (Abb. 3.2.9). Die restlichen
Messungen zeigten sehr ahnliche Ergebnisse, aus diesem Grund wurden diese
Analysen hier nicht weiter aufgefihrt. Bei keiner der beschriebenen Zugaben
(Tab. 3.1) bzw. durchgefiihrten TR-FRET-Messungen zu verschiedenen
Zeitpunkten konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den Messergebnissen
fur die CSF-Proben und dem Lysepuffer, der kein Protein enthélt, festgestellt
werden. Teilweise waren die Messwerte fir den Lysepuffer hoher als die der
CSF-Proben.
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Abbildung 3.2.9: Messergebnisse der unterschiedlichen Ansatze

Bei keinem der Ansatze und bei keiner der Antikdrperkombinationen konnte ein signifikanter
Unterschied zwischen den CSF-Proben und dem Lysepuffer, der kein Protein enthalt, festgestellt
werden. Teilweise war sogar der Messwert des Lysepuffers héher als der der CSF-Proben.
Daraufhin sollte eine passende Negativkontrolle etabliert werden. Wie bereits
ahnlich in Bidinosti et al., 2012 durchgefuhrt, wurde versucht, einer pooled human
donor CSF-Probe das zu messende Protein Ataxin-3 zu entfernen. Dabei wurden
die Materialien des Dynabeads Protein G Kits und passende Antikorper
verwendet, um gezielt Ataxin-3 aus der CSF-Probe zu entfernen. Dies wurde mit
dem Ataxin-3 spezifischen Antikorper 1H9 versucht (s. 2.3.3.5). Das entstandene
Produkt sollte danach als Negativkontrolle genutzt werden. Das Verfahren wurde
insgesamt dreimal durchgefuhrt, da es keine Literatur hierzu gab und daher
unklar war, welche Antikdrper-Mengen, Inkubationszeiten zur Bindung der
Antikdrper an den Proteinen und Bindungsphasen der Dynabeads an den
Antikdrper-Protein-Komplexen am besten geeignet waren. Die Unterschiede in

der drei Durchgénge wurden in Tabelle 3.2 aufgefiuhrt.
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Tabelle 3.2: Unterschiede in der Durchfihrung des Verfahrens zur Herstellung
einer CSF-Kalibrationsmatrix

350 ng Antikdrper 1H9

90 min Inkubation zur Bindung der Antikorper

15 pl Dynabeads

30 min und 1 h Inkubation bei RT zur Bindung der Dynabeads
2 ug Antikérper 1H9

120 min Inkubation zur Bindung der Antikorper

50 ul Dynabeads

30 min und 1 h Inkubation bei RT zur Bindung der Dynabeads
2 ug Antikérper 1H9

24 h Inkubation zur Bindung der Antikorper

50 pl Dynabeads

4 h und 20 h Inkubation bei 4°C zur Bindung der Dynabeads

Die Produkte der drei Durchgange werden im Folgenden Kalibrationsmatrix 1-3
genannt. Um zu Uberprifen, ob einer dieser Kalibrationsmatrizes als
Negativkontrolle im TR-FRET-Assay fur CSF-Proben genutzt werden kdnnte,
wurden verschiedene Messungen mit dem Platten-Reader durchgefihrt. Es
kamen, wie bei den Messungen der ersten drei Ansatze (Abb. 3.2.9), drei
unterschiedliche  Antikorperkombinationen ~ zum Einsatz. Far  die
Kalibrationsmatrix 1 wurden Messungen mit den Antikdrperkombinationen N-
term + 1H9 (fur full-length Ataxin-3) und MW1 + 1H9 (fur expandiertes Ataxin-3)
durchgefuhrt. Fur die Messungen der Kalibrationsmatrizes 2 und 3 wurde noch
die Antikorperkombination 1C2 + 1H9 (ebenfalls fir expandiertes Ataxin-3)
hinzugenommen. Es wurden 4 verschiedene Proben im Duplikat eingesetzt: eine
native CSF-Probe, eine CSF-Probe, die wie Ansatz 1 (Tab. 3.1) behandelt wurde,
die jeweilige Kalibrationsmatrix und das Ataxin-3, das beim jeweiligen Durchgang
(Tab. 3.2) entfernt und anschliel3end aufkonzentriert wurde. Letzteres wurde mit
in die Messungen aufgenommen, um nachzuweisen, dass in den CSF-Proben
Ataxin-3 enthalten war und entfernt wurde. Die Messungen mit dem Platten-
Reader wurden dabei zu mehreren Zeitpunkten durchgefihrt. Fur die
Kalibrationsmatrix 1 wurde direkt nach der Zugabe der AntikGrperkombinationen
zu den verschiedenen Proben, nach 1 Stunde, 4,5 Stunden, 22 Stunden und 24
Stunden Inkubation bei 4°C sowie nach 1 weiteren Stunde bei Raumtemperatur

(insgesamt 25 Stunden) gemessen. Fir die Kalibrationsmatrizes 2 und 3 wurde
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zusatzlich nach 3 weiteren Stunden bei Raumtemperatur (insgesamt 27 Stunden)
gemessen

Gezeigt werden die Ergebnisse der Messung nach 24 Stunden Inkubation bei
4°C und der Messungen nach 1 weiteren Stunde bei Raumtemperatur
(insgesamt 25 Stunden). Da die Messungen zu den anderen Zeitpunkten
ahnliche Ergebnisse zeigten, wurde auf deren Darstellung verzichtet. Bei den
Ergebnissen fur die Kalibrationsmatrix 1 war unabhangig des Messzeitpunktes
kein Unterschied zwischen den Messwerten der nativen CSF-Probe, der CSF-
Probe, die wie Ansatz 1 (Tab. 3.1) behandelt wurden und der Kalibrationsmatrix
1 festzustellen (Abb. 3.2.10 A+B). Lediglich der Wert der Messung mit der
Antikorperkombination N-term + 1H9 fur das Ataxin-3, das mithilfe der
Dynabeads aus der CSF-Probe entfernt wurde, war deutlich hoher als der
Messwert der anderen Proben. Dabei war der Messwert nach 24 Stunden
wiederum etwas hoher als der Messwert nach 25 Stunden mit einer Stunde bei
Raumtemperatur. Die Ergebnisse fir die Kalibrationsmatrizes 2 und 3 zeigten ein
sehr ahnliches Bild (Abb. 3.2.11 und 3.2.12). Teilweise war der Messwert fur die
Kalibrationsmatrix, die als Negativkontrolle dienten und daher den geringsten
Wert aufzeigen sollte, sogar hoher als der Messwert fiir die native CSF-Probe
bzw. die CSF-Probe, die wie Ansatz 1 (Tab. 3.1) behandelt wurde.

Kalibrationsmatrix 1 nach 24h 4°C Kalibrationsmatrix 1 nach 25h (1h RT)

S 0020 Probe S 0ox0 Probe
@ [JCSF nativ © CICSF nativ
o EcSsF Ansatz 1 9 EcsF Ansatz 1
‘g 0,015 BICsF Kal-Mix 1 ‘g 0,015 McsF Kal-Mix 1
= Ataxin-3 — Ataxin-3
® .Dynabeads ® Dynabeads
£ 0010 £ 0010
H :
S 0,005 © 0,005
= =
= =

0,000 term + 1Ho MW1 + 1H9 0,000 term + 1He MW + 1H9
A Antikorperkombination B Antikorperkombination

Abbildung 3.2.10: Ergebnisse fir die Kalibrationsmatrix 1

Bei der Messung mit der Antikérperkombination N-term + 1H9 zeigte sich unabhéangig des
Messzeitpunktes ein deutlich héherer Messwert fir das Ataxin-3, das mithilfe der Dynabeads aus
der CSF-Probe entfernt wurde, als fur die anderen Proben (CSF nativ, CSF behandelt wie Ansatz
1 (Tab. 3.1), CSF Kalibrationsmatrix 1). Dabei war der Messwert nach 24 Stunden Inkubation bei
4°C hoher als der nach 1 weiteren Stunde bei Raumtemperatur (insgesamt 25 Stunden).
Zwischen allen weiteren Messwerten ergaben sich keine Unterschiede.
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Kalibrationsmatrix 2 nach 24h 4°C Kalibrationsmatrix 2 nach 25h (1h RT)

Probe Probe
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A Antikorperkombination B Antikorperkombination

Abbildung 3.2.11: Ergebnisse fir die Kalibrationsmatrix 2

Der Messwert fUr das Ataxin-3, das mithilfe der Dynabeads aus der CSF-Probe entfernt wurde,
war unabhéngig des Messzeitpunktes und der Antikdrperkombination am hdchsten. Zwischen
den Messergebnissen fir die native CSF-Probe, die CSF-Probe, die wie Ansatz 1 (Tab. 3.1)
behandelt wurde und die Kalibrationsmatrix 2 ergaben sich kaum Unterschiede. Teilweise war
der Messwert der Kalibrationsmatrix 2, die als Negativkontrolle dienen sollte, héher als die
Messwerte der anderen CSF-Proben.

Kalibrationsmatrix 3 nach 24h 4°C Kalibrationsmatrix 3 nach 25h (1h RT)
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Abbildung 3.2.12: Ergebnisse fur die Kalibrationsmatrix 3

Zwischen den Messwerten fur die native CSF-Probe, die CSF-Probe, die wie Ansatz 1 (Tab. 3.1)
behandelt wurden und die Kalibrationsmatrix 3 waren keine Unterschiede festzustellen. Teilweise
war der Messwert fir die Kalibrationsmatrix 3, die als Negativkontrolle dienen und daher den
geringsten Wert aufweisen sollte, sogar hoher als der Messwert der nativen CSF-Probe. Der
hochste Wert zeigte unabhangig des Messzeitpunktes und der Antikérperkombination die Probe
mit dem Ataxin-3, das mittels der Dynabeads aus der CSF-Probe entfernt wurde.

Diese Messergebnisse zeigten, dass keine der Kalibrationsmatrizes als
Negativkontrolle fur den TR-FRET-Assay dienen kann. Die teilweise deutlich
hoheren Messwerte fur das Ataxin-3, das mithilfe der Dynabeads aus der CSF-
Probe entfernt wurde, zeigten aber auch, dass Ataxin-3 aus der CSF-Probe
entfernt wurde und dementsprechend in CSF enthalten sein muss. Jedoch
scheint die Menge an I6slichem Ataxin-3 in CSF-Proben zu gering zu sein, als
dass sie mit dem TR-FRET-Assay in der bestehenden Form gemessen werden

konnte.
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3.2.4 TR-FRET-Assay in anderen Biomaterialien

Am Ende der Etablierungsarbeiten wurde Uberpriift, ob der TR-FRET-Assay
grundsatzlich auch in anderen Biomaterialien anwendbar ware. Dazu wurden full-
length Ataxin-3 und Parkin in drei weiteren Biomaterialien (Induzierten
pluripotenten Stammzellen (IPSC), Fibroblasten und humanem Hirngewebe)
quantifiziert. Die Biomaterialen stammten nicht von Probanden des ESMI-
Kollektivs, sondern von Probanden aus vorgehenden Studien, die im Institut
durchgefuhrt wurden. Die Verfugbarkeit dieser Biomaterialien an unserem Institut
war ein Grund, weshalb die Wahl auf diese drei Biomaterialien fiel. Es gab aber
auch andere Grunde, weshalb diese Biomaterialien interessant fur die
Quantifizierung der beiden Proteine sein konnten. IPSCs kdnnten eine Rolle in
moglichen Therapiekonzepten spielen. Fibroblasten sind zwar recht invasiv, aber
auch einfach zu gewinnen und koénnten somit als Biomaterial fur
Verlaufskontrollen genutzt werden. Dahingegen kann humanes Hirngewebe im
Regelfall nur post mortem gewonnen werden. Jedoch konnte die Quantifizierung
der Proteine in humanem Hirngewebe wichtige Erkenntnis tber die Erkrankung
liefern und dadurch moégliche Therapieansatze aufzeigen. Fir die Messungen in
IPSCs und Fibroblasten standen Proben von jeweils drei Kontrollprobanden und
drei SCA3-Patienten zur Verfigung (Zur Verfligung gestellt von Prof. Ludger
Schoéls und Dr. Stefan Hauser, Neurologische Universitatsklinik, Tubingen). Fur
die Messungen in humanem Hirngewebe waren es drei Proben von
Kontrollprobanden und sechs von SCA3-Patienten (Zur Verfigung gestellt von
Eleonora Aronica, Department of (Neuro-)Pathology, University of Amsterdam).
Die Proben wurden zunéchst analog zu den PBMC-Proben mit Lysepuffer (2.2.4)
versetzt, um die Zellen zu lysieren und die l6slichen Proteine zugénglich zu
machen. Dadurch konnte der Lysepuffer als Negativkontrolle verwendet werden.
Die TR-FRET-Assays fur die Quantifizierungen von full-length Ataxin-3 und
Parkin wurden so angewendet, wie sie fur die Messungen in PBMCs etabliert
wurden.

Full-length Ataxin-3 konnte in IPSCs, Fibroblasten und humanem Hirngewebe
nachgewiesen werden (Abb.3.2.13). Dabei war auffallig, dass der Proteingehalt

in den drei Biomaterialien bei Kontrollprobanden héher war und starker streute
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als bei den SCA3-Patienten. Hierbei wurden diese Abweichungen nicht auf ihre

Signifikanz gepruft, da die Anzahl der gemessenen Proben zu gering war.

Ataxin-3 in anderen Biomaterialien
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Abbildung 3.2.13: full-length Ataxin-3 in anderen Biomaterialien

In den drei aufgefuihrten Biomaterialien konnte full-length Ataxin-3 nachgewiesen werden. Dabei
ergaben sich bei allen drei Biomaterialien hohere Messwerte fur Kontrollprobanden als fur SCA3-
Patienten.

Bei der Quantifizierung von Parkin zeigten die Ergebnisse ein anderes Bild
(Abb.3.2.14). Parkin konnte nur in IPSCs klar nachgewiesen werden. Dabei lagen
die Messwerte fur SCA3-Patienten Uber denen fur Kontrollprobanden. Mit dem
TR-FRET-Assay war es nicht mdglich Parkin in Fibroblasten eindeutig zu
detektieren. Die Messwerte lagen sowohl fir Kontrollprobanden als auch fur
SCA3-Patienten nur knapp uber null bzw. waren sogar negativ. In humanem
Hirngewebe konnte Parkin bei Kontrollprobanden klar nachgewiesen werden. Bei
den SCA3-Patienten gab es eine grol3e Streuung der Messwerte von teilweise

negativen bis hin zu deutlich positiven Werten.
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Parkin in anderen Biomaterialien
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Abbildung 3.2.14: Parkin in anderen Biomaterialien

Parkin konnte in IPSCs klar nachgewiesen werden. Dabei lagen die Messwerte fir SCA3-
Patienten Uber den flur Kontrollprobanden. In Fibroblasten konnte Parkin nicht eindeutig detektiert
werden. Sowohl fir SCA3-Patienten als auch fiir Kontrollprobanden ergaben sich teilweise sogar
negative Werte. In humanem Hirngewebe von Kontrollprobanden konnte Parkin Kklar
nachgewiesen werden. Bei SCA3-Patienten ergaben sich klar positive, aber auch teilweise
negative Werte.

Aufgrund der geringen Anzahl an gemessenen Proben wurde bei diesen
Untersuchungen keine statistische Analyse durchgefuhrt. Jedoch wurden vor
allem fir die Messungen von ldslichem full-length Ataxin-3 in allen drei
Biomaterialien und fir die Messungen von I6slichem Parkin in IPSCs
interessante Tendenzen und Ansatze gezeigt, die in weiterfiUhrenden Arbeiten

aufgegriffen werden konnten.
3.3 Ergebnisse der statistischen Auswertung

3.3.1 Ubersicht der ESMI-Kohorte

Fir diese Arbeit konnte von 98 Probanden aus vier verschiedenen Zentren
(Bonn, Coimbra, London und Tubingen) ein vollstandiger Datensatz (mit allen
bendtigten klinischen Parametern) und Probenmaterial gesammelt werden.
Zusatzlich konnte durch die Hilfe der Universitatsklinik Heidelberg ein
homozygoter Patient in die Studie aufgenommen werden. In der Tabelle 3.3 ist
eine Ubersicht Uber die Kohorte dargestellt, aus der die Mittelwerte (M) (mit

Standardabweichung (SD)) der Gruppen (Kontrollen, praataktische
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Mutationstrager und SCA3-Pateinten) fur die erhobenen klinischen Parameter
hervorgehen. Dabei wurde der homozygote Patient in einer separaten Spalte

aufgefuhrt.

Tabelle 3.3: Ubersicht Uiber die Kohorte

Bei Alter bei Probenentnahme, Alter bei Erkrankungsbeginn, CAG-Wiederholungen, SARA-
Score, INAS-Score und CSDP-Score ist jeweils der Mittelwert der Gruppen und in Klammern die
Standardabweichung angegeben.

Kontrollen Praataktische SCA3- Homozygoter

Mutationstrager | Patienten Patient
29

8 60 1

Anzahl nach

Ppgi gedz  gmds 4

Alter bei

Probenentnahme in [I:23EVES)) 31 (5,8) 52 (10,1) 46

Jahren

Alter bei

Erkrankungsbeginn - - 40 (10,1) 30

in Jahren

CAG-

WREGINECU 24 (36) /- | 20(6,6)/70 (14) | ‘o an 60/66
: 4,1)

normal / mutiert

0,5(0,6) 1(0,8) 16 (8,4) 23

1(0,8) 2 (1,6) 6 (2,5) 8

- - 1,47 (0,74) 1,44

Die Kontrollprobanden waren im Durchschnitt signifikant 10 Jahre jlnger als die
SCA3-Patienten (p<0,0001). Die praataktischen Mutationstrager waren
wiederum durchschnittlich signifikant 11 Jahre jinger als die Kontrollprobanden
(p=0,02) und wurden grofdtenteils als direkte Verwandte von erkrankten
Personen rekrutiert. Die Abweichung von 21 Jahren zwischen den SCA3-
Patienten und den praataktischen Mutationstragern war ebenfalls statistisch
signifikant (p<0,0001) (Tab. 3.3, Abb. 3.3.1).
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Abbildung 3.3.1: Alter bei Probenentnahme bei unterschiedlichem

Erkrankungsstatus
Die SCA3-Patienten waren bei der Probenentnahme im Durchschnitt mit 52 Jahren am altesten.
Der Unterschied von SCA3-Patienten zu den Kontrollprobanden (M=42) und den praataktischen
Mutationstragern (M=31) war dabei statistisch signifikant (beide p<0,0001). Zwischen den
Kontrollen und den préaataktischen Mutationstragern war die Abweichung ebenfalls signifikant
(p=0,02). M=Mittelwert

Um auszuschlieRen, dass grundlegende Gegebenheiten wie das Geschlecht
oder das Zentrum, das die Probanden erfasst hatte, einen Einfluss auf die
erhobenen klinischen Parameter hatten, wurden die Daten zunachst
dahingehend analysiert. Es gab keine signifikanten Unterschiede beim Alter bei
Probenentnahme zwischen weiblichen und mannlichen Probanden (Abb. 3.3.2
A). Das Gleiche galt fur das Alter bei Erkrankungsbeginn (Abb. 3.3.2 B). Bei den
Ergebnissen der klinischen Tests SARA und INAS gab es ebenfalls keine
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Geschlechtern (Abb. 3.3.2
C+D). Bei den Diagrammen zu Alter bei Erkrankungsbeginn, SARA- und INAS-
Score wurden nur die Werte von manifest erkrankten SCA3-Patienten in die
Auswertung einbezogen. Demzufolge konnten die erhobenen klinischen
Parameter in den folgenden Analysen vom Geschlecht unabh&ngig miteinander

verglichen werden.
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Abbildung 3.3.2: Verschiedene klinische Parameter bei unterschiedlichem

Geschlecht

Das Geschlecht hatte in dieser Kohorte keinen Einfluss auf die erhobenen klinischen Parameter.
Der Unterschied zwischen maénnlichen und weiblichen Probanden beim Alter bei
Probenentnahme (A) und bei Erkrankungsbeginn (B) war nicht signifikant. Ebenfalls gab es keine
signifikanten Abweichungen zwischen den Geschlechtern bei den klinischen Tests SARA (C) und
INAS (D).

Tabelle 3.4: Ubersicht tber die Anzahl der Probanden eingeteilt nach
erfassenden Zentren

Kontrollen Praataktische
Mutationstrag

SCAS3-
Patienten

gesamt

[Bonn [ 2 12 | 19
1 0 18 | 19
12 3 24 | 39
Tibingen 11 3 7 | 21
29 8 61 | 98

Die Ubersicht aus Tabelle 3.4 zeigte die Aufteilung der Probandenanzahl nach in
ESMI beteiligten und Patienten rekrutierenden Zentren. In London wurden die
meisten Probanden rekrutiert (n=39). In Bonn (n=19), Coimbra (n=19) und
Tldbingen (n=21) wurden, zum Zeitpunkt dieser Arbeit, deutlich weniger
Probanden erfasst. Die Probanden aus Bonn und London zeigten ein &hnliches
Verteilungsmuster auf die Gruppen Kontrollen, préataktische Mutationstrager
und SCA3-Patienten. In Tubingen Uberwiegten die Kontrollen, wohingegen in

Coimbra, abgesehen von einer Kontrolle, nur SCA3-Patienten erfasst wurden.
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Bei der Analyse der erhobenen klinischen Parameter eingeteilt nach den
erfassenden Zentren gab es signifikante Unterschiede bei einem Klinischen
Score. Beim Vergleich des INAS-Scores eingeteilt nach den erfassenden Zentren
(Abb. 3.3.3 D) zeigten die SCA3-Patienten aus London signifikant hohere Werte
als die Patienten aus Bonn (p=0,001) und Coimbra (p=0,01). Die Abweichung
beim INAS-Score zwischen den SCA3-Patienten aus London und Tubingen war
nicht signifikant. Ebenfalls nicht signifikant waren die Unterschiede beim Alter bei
Probenentnahme, bei Erkrankungsbeginn und beim SARA-Score eingeteilt nach
den erfassenden Zentren (Abb. 3.3.3 A-C). Aufgrund der relativ kleinen
Kohortenstarke (n=98) gab es auch eine dementsprechend geringe Anzahl an
SCA3-Patienten (n=61).
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Abbildung 3.3.3: Verschiedene Kklinische Parameter bei unterschiedlichen

erfassenden Zentren

Bei Alter bei Probenentnahme (A), Alter bei Erkrankungsbeginn (B) und SARA-Score (C) gab es
keine signifikanten Unterschiede zwischen den erfassenden Zentren. Beim INAS-Score zeigten
sich jedoch Unterschiede. SCA3-Patienten, erfasst in London, hatten einen signifikant héheren
INAS-Score als Patienten, erfasst in Bonn (p=0,001) und in Coimbra (p=0,01). Die Abweichung
beim INAS-Score zwischen den SCA3-Patienten aus London und Tubingen war nicht signifikant.

Durch den weiteren Vergleich der verschiedenen Kklinischen Parameter
untereinander lieBen sich bereits in der Literatur bekannte Zusammenhange
bestatigen, aber auch neue Korrelationen herleiten.

Der Erkrankungsbeginn der SCA3 wird zurzeit am Symptombeginn und den
Einschrankungen, die der Patient dadurch empfindet, festgemacht. Daher spielt
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der klinische Test SARA dabei eine grof3e Rolle. Ab einem SARA-Score von 3
oder hoher gilt eine Person als manifest erkrankt. Erwartungsmafig zu
bestatigen war daher der Zusammenhang zwischen SARA-Score und dem
Erkrankungsstatus der Probanden (Abb. 3.3.4). Der SARA-Score bei manifest
erkrankten SCA3-Patienten (M=16 (SD=8,4)) zeigte signifikant hhere Werte
sowohl im Vergleich zu den Werten der Kontroll-Gruppe (M=0,5 (SD=0,6)) als
auch zu den der praataktischen Mutationstrdger (M=1 (SD=0,8)) (beide
p<0,0001). Es konnte auch gezeigt werden, dass in unserer analysierten Kohorte
der Unterschied zwischen dem SARA-Score der Kontroll-Gruppe und der

praataktischen Mutationstrager ebenfalls signifikant war (p=0,005).
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Abbildung 3.3.4: SARA-Score bei unterschiedlichem Erkrankungsstatus

Der SARA-Score bei ataktischen SCA3-Patienten zeigte signifikante Abweichungen zum SARA-
Score der Kontrollen und der praataktischen Mutationstrager (beide p<0,0001). Auch der SARA-
Score der Kontrollen war signifikant kleiner als der der untersuchten praataktischen
Mutationstrager (p=0,005).

Ein &hnliches Bild zeigte sich bei der Betrachtung des klinischen Test INAS
eingeteilt in Kontrollen, praataktischen Mutationstrdgern und SCA3-Patienten
(Abb. 3.3.5). Auch hier war die Abweichung des INAS-Scores der SCAS-
Patienten zu den der Kontrollen und préataktischen Mutationstragern signifikant
hoher (beide p<0,0001). Hier zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied
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zwischen den Score-Werten der Kontrollen und den Score-Werten der

praataktischen Mutationstrager (p=0,062).

INAS-Score

Kontrollen (n=29) praataktischEa MSLJ)tationstrager SCA3-Patienten (n=61)
n=

Abbildung 3.3.5: INAS-Score bei unterschiedlichem Erkrankungsstatus

Manifest erkrankte SCA3-Patienten zeigten einen signifikant hoéheren INAS-Score als
Kontrollprobanden und praataktische Mutationstrager (beide p<0,0001). Der Unterschied
zwischen dem INAS-Score bei Kontrollen und praataktischen Mutationstragern zeigte eine
Tendenz zu hoheren INAS Scores in praataktischen Mutationstragern tber Kontrollen (p=0,062).

Betrachtete man die ataktischen SCA3-Patienten genauer, lieRen sich weitere
Zusammenhange und Tendenzen darstellen. So konnte der Vergleich des
SARA-Scores mit dem Alter bei Erkrankungsbeginn (AAO) zeigen, dass friher
erkrankte SCA3-Patienten tendenziell starker betroffen waren. Die Steigung der
Regressionsgeraden (r2=0,079) deutete dabei jedoch nur eine schwache inverse
Korrelation an (Abb. 3.3.6 A). Eingeteilt in Alter bei Erkrankungsbeginn <=30, 31-
40, 41-50 und >50 Jahre waren die Unterschiede beim SARA-Score in dieser
Kohorte aber nicht signifikant (Abb. 3.3.6 B). Diese Tendenz liel3 sich durch den
Vergleich des INAS-Score mit dem Alter bei Erkrankungsbeginn zusatzlich
bestéatigen. Die inverse Korrelation (r?=0,072) war ahnlich schwach zwischen
diesen Parametern (Abb. 3.3.7 A). Auch hier waren bei der gleichen
Gruppeneinteilung wie beim Vergleich von SARA-Score mit AAO keine

signifikanten Abweichungen festzustellen (Abb. 3.3.7 B).
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Abbildung 3.3.6: Vergleich SARA-Score mit Alter bei Erkrankungsbeginn

Beim Vergleich des SARA-Score mit dem Alter bei Erkrankungsbeginn ergab sich eine schwache
Tendenz fur eine inverse Korrelation zwischen den beiden Messgrof3en (A). Eingeteilt in Alter bei
Erkrankungsbeginn <=30, 31-40, 41-50 und >50 Jahren (B) zeigte sich, dass friher erkrankte
SCA3-Patienten tendenziell starker betroffen waren. Jedoch gab es keine signifikanten
Unterschiede.
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Abbildung 3.3.7: Vergleich INAS-Score mit Alter bei Erkrankungsbeginn

eingeteilt in AAO <=30, 31-40, 41-50 und >50 Jahren

Beim Vergleich des INAS-Score mit dem Alter bei Erkrankungsbeginn zeigte sich eine schwache
inverse Korrelation zwischen den beiden Parametern (A). Eingeteilt in AAO <=30, 31-40, 41-50
und >50 Jahren zeigte sich ebenfalls die Tendenz, dass frihzeitig erkrankte SCA3-Patienten
hdhere INAS-Scores aufwiesen. Diese Abweichungen waren nicht statistisch signifikant.

Des Weiteren zeigte sich beim Vergleich des SARA-Scores und des INAS-
Scores mit der Anzahl an CAG-Wiederholungen im mutierten Allel (mutCAG-
Anzahl), dass SCA3-Patienten mit einer htheren mutCAG-Anzahl schwerer
erkrankt waren als SCA3-Patienten mit einer niedrigeren mutCAG-Anzahl. Die
Steigung der Regressionsgeraden (r2=0,081) zeigte eine schwache lineare
Korrelation zwischen dem SARA-Score und der mutCAG-Anzahl (Abb. 3.3.8 A).
Eine starkere aber dennoch schwache lineare Korrelation zwischen dem INAS-
mutCAG-Anzahl durch die
Regressionsgeraden (r2=0,105) in Abbildung 3.3.9 A festgestellt. Eingeteilt in

Score und der wurde Steigung der
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Gruppen nach der mutCAG-Anzahl in mutCAG-Anzahl <=65, 66-70 und >70
waren die Tendenzen fir den SARA- und den INAS-Score ebenfalls zu erkennen
(Abb. 3.3.8 B + 3.3.9 B). Jedoch waren in beiden Vergleichen keine signifikanten

Unterschiede nachweisbar.
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Abbildung 3.3.8: Vergleich SARA-Score mit der mutCAG-Anzahl eingeteilt in
mutCAG-Anzahl <=65, 66-70 und >70

Der SARA-Score stieg tendenziell mit ebenfalls steigender mutCAG-Anzahl an. Jedoch konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen nachgewiesen werden. Die kleinen
Kreise in der Abbildung stehen fir AusreiRer, die aul3erhalb des Zweifachen der
Standardabweichung liegen.
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Abbildung 3.3.9: Vergleich INAS-Score mit der mutCAG-Anzahl eingeteilt in

mutCAG-Anzahl <=65, 66-70 und >70
Bei steigender mutCAG-Anzahl stieg auch der INAS-Score tendenziell an. Die Unterschiede
waren nicht statistisch signifikant.

Ein weiterer Zusammenhang war beim Vergleich des Alters bei
Erkrankungsbeginn (AAO) mit der jeweiligen mutCAG-Anzahl (Abb. 3.3.10) zu
finden. Es zeigte sich eine klare Tendenz dahingehend, dass Patienten mit einer
hoheren mutCAG-Zahl friher erkrankten als Patienten mit einer niedrigeren
mutCAG-Zahl. Die Steigung der Regressionsgeraden (r?=-0,246) deutete eine

tendenzielle inverse Korrelation zwischen diesen beiden Messgroé3en an.
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Abbildung 3.3.10: Vergleich AAO mit der mutCAG-Anzahl
Beim Vergleich des Erkrankungsbeginns mit der mutCAG-Anzahl in allen Mutationstragern
konnte eine inverse Korrelation festgestellt werden.

Teilte man die manifest erkrankten SCA3-Patienten nach der mutCAG-Anzahl in
Gruppen ein, lie sich diese Tendenz bestatigen (Abb. 3.3.11). Patienten mit
einer mutCAG-Anzahl von 65 oder weniger erkrankten im Durchschnitt im Alter
von 47,5 Jahren (SD=9,46), wohingegen Patienten mit einer mutCAG-Anzahl von
66 bis 70 bei Beginn der Erkrankung im Mittel 41,4 Jahre (SD=7,72) alt waren.
Die Gruppe der Patienten mit einer mutCAG-Anzahl von tber 70 erkrankte sogar
bereits durchschnittlich mit 33,6 Jahren (SD=8,84). Diese Unterschiede waren
statistisch signifikant (<=65 zu 66-70: p=0,036; 66-70 zu >70: p=0,02; <=65 zu
>70: p=0,0001).
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Abbildung 3.3.11: Vergleich AAO mit mutCAG-Anzahl eingeteilt in Gruppen mit

mutCAG-Anzahl <=65, 66-70 und >70

Es konnte festgestellt werden, dass mit steigender mutCAG-Anzahl das Alter bei
Erkrankungsbeginn sank. Die Unterschiede zwischen den verschiedenen Gruppen waren
statistisch signifikant (<=65 zu 66-70: p=0,036; 66-70 zu >70: p=0,02; <=65 zu >70: p=0,0001).
Die kleinen Kreise stehen fiur Ausreiler au3erhalb des Zweifachen, die kleinen Sterne fir
Ausreil3er auf3erhalb des Dreifachen der Standardabweichung.

Ein umgekehrtes Bild erhielt man, wenn man den cross-sectional diseases
progress (CSDP), also den individuellen Erkrankungsfortschritt pro Jahr, mit der
mutCAG-Zahl verglich. Der CSDP wurde errechnet, indem der SARA-Score
durch die Erkrankungsdauer in Jahren geteilt wurde. Die individuellen Werte
dieses Parameters betrachtet, zeigten eine Steigerung des CSDP-Scores bei
steigender mutCAG-Anzahl (Abb. 3.3.12), was bedeutete, dass SCA3-Patienten
mit einer hoheren Anzahl an CAG-Wiederholungen im mutierten Allel einen
schnelleren Krankheitsprogress zeigten. Die Regressionsgerade (r2=0,107)
zeigte eine tendenziell lineare Korrelation beim Vergleich von CSDP und der
mutCAG-Anzahl. Der Blick auf die gleiche Gruppeneinteilung wie beim Vergleich
von AAO und mutCAG-Anzahl lieferte mit einer steigenden mutCAG-Anzahl eine
schnellere jahrliche Krankheitsprogression (Abb. 3.3.13), jedoch war dabei nur
die Abweichung zwischen der Patientengruppe mit einer mutCAG-Anzahl von
<=65 und der mit einer mutCAG-Anzahl von >70 statistisch signifikant (p=0,049).
Die Mittelwerte (M) des CSDP-Scores waren fir die einzelnen Gruppen
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M(mutCAG-Anzahl <=65)=1,11 (SD=0,63), M(mutCAG-Anzahl 66-70)=1,45
(SD=0,53) und M(mutCAG-Anzahl >70)=1,67 (SD=0,91).
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Abbildung 3.3.12: Vergleich CSDP mit der mutCAG-Anzahl
Die Analyse der individuellen Progression in Bezug auf die Anzahl der CAG-Wiederholungen im
mutierten Allel zeigte, dass bei steigender mutCAG-Zahl auch der CSDP-Score anstieg.
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Abbildung 3.3.13: Vergleich CSDP mit der mutCAG-Anzahl eingeteilt in
mutCAG-Anzahl <=65, 66-70 und >70

Je hoher die mutCAG-Anzahl, desto schneller war die individuelle jahrliche
Krankheitsprogression und damit der errechnete CSDP-Score. Der Unterschied zwischen den
Gruppen mit einer mutCAG-Anzahl von <=65 und >70 war statistisch signifikant (p=0,049). Die
kleinen Kreise stehen fur Ausreil3er aul3erhalb des Zweifachen, die kleinen Sterne fur Ausreil3er
aulRerhalb des Dreifachen der Standardabweichung.

Der Vergleich von CSDP und AAO (Abb. 3.3.14) ergab bei der statistischen
Auswertung keine Verdnderungen zwischen den analysierten Gruppen.
Vergleicht man den CSDP-Score mit dem AAO eingeteilt in <=30, 31-40, 41-50
und >50 Jahre, zeigten sich keine Unterschiede. Damit konnte ein Einfluss des
AAO auf den CSDP-Score in dieser Kohorte ausgeschlossen werden.
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Abbildung 3.3.14: Vergleich CSDP mit AAO

Auf der X-Achse ist das AAO, auf der Y-Achse der CSDP-Score aufgetragen. Zwischen den
analysierten Gruppen zeigten sich keine Unterschiede. Die kleinen Kreise stehen flr Ausreil3er
auBerhalb des Zweifachen, die kleinen Sterne fur Ausreier aul3erhalb des Dreifachen der

Standardabweichung.

Tabelle 3.5: Zusammenfassung der Ergebnisse aus Abschnitt 3.3.1

Alter bei
Probenentnahme

Geschlecht

Erfassende Zentren

SARA-Score

INAS-Score

SARA-Score vs. AAO

INAS-Score vs. AAO

SARA-Score vs.
mutCAG-Anzahl

Praataktische Mutationstrager durchschnittlich 11 Jahre

junger als Kontrollprobanden, Kontrollprobanden im
Durchschnitt 10 Jahre jlunger als ataktische SCAS-
Probanden

Kein geschlechtsspezifischer Einfluss auf erhobene klinische
Parameter

INAS-Score bei ataktischen SCA3-Patienten aus London
signifikant hoher als bei ataktischen SCA3-Patienten aus
Bonn und Coimbra

SARA-Score bei ataktischen SCA3-Patienten signifikant
hoher als bei Kontrollprobanden und préaataktischen
Mutationstragern, SARA-Score  bei  praataktischen
Mutationstragern signifikant hher als bei Kontrollprobanden
INAS-Score bei ataktischen SCA3-Patienten signifikant
hoher als bei Kontrollprobanden und préaataktischen
Mutationstragern
Sehr schwache
Unterschiede
Sehr schwache
Unterschiede
Sehr schwache
Unterschiede

inverse Korrelation, keine signifikanten
inverse Korrelation, keine signifikanten

lineare Korrelation, keine signifikanten
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INAS-Score vs. Sehr schwache lineare Korrelation, keine signifikanten
mutCAG-Anzahl Unterschiede

AAO vs. Inverse Korrelation, bei Gruppeneinteilung signifikant

mutCAG-Anzahl fallendes AAO bei steigender mutCAG-Anzahl

CSDP vs Schwache lineare Korrelation, bei Gruppeneinteilung
' signifikant steigender CSDP-Score bei steigender mutCAG-

mutCAG-Anzahl Anzahl

CSDP vs. AAO Keine Unterschiede zwischen den analysierten Gruppen

3.3.2 Vergleich der klinischen Parameter mit den Messergebnissen fur das
I6sliche full-length Ataxin-3 Protein

Um das losliche full-length Ataxin-3 Protein als moglichen Biomarker zu
Uberprufen, wurden die Messergebnisse fir das Protein mit den erhobenen
klinischen Parametern verglichen. Fir 97 der 98 Probanden konnte das I6sliche
full-length Ataxin-3 Protein quantifiziert werden. Von einer Probe konnten trotz
mehrfacher Messungen nur negative AFc-Werte gemessen werden. Diese
Probe wurde von den folgenden Analysen ausgeschlossen.

Zunachst wurde Uberprift, ob das Geschlecht oder das erfassende Zentrum
einen Einfluss auf die Messergebnisse hatten. Dies konnte in dieser Kohorte
jedoch ausgeschlossen werden. Die Messergebnisse flur das l6sliche full-length
Ataxin-3 zeigten keine geschlechtsabhéangigen Unterschiede (Abb. 3.3.15 A).
Auch das erfassende Zentrum hatte in dieser Kohorte keinen Einfluss auf die
Messergebnisse fur das I6sliche full-length Ataxin-3 (Abb. 3.3.15 B). Auffallig war
jedoch, dass sich in beiden Analysen mehrere Ausreil3er zeigten. Diese wurden
fur die weitere statistische Auswertung nicht ausgeschlossen und gegebenenfalls
gesondert betrachtet.
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Abbildung 3.3.15: Losliches full-length Ataxin-3 bei unterschiedlichem

Geschlecht und unterschiedlichen erfassenden Zentren

Die Messergebnisse fir das lésliche full-length Ataxin-3 zeigten weder geschlechtsabhangige
Unterschiede (A) noch Abweichungen, die auf ein erfassendes Zentrum zurlickzufiihren waren
(B). In beiden Auswertungen zeigten sich mehrere Ausreil3er. Die kleinen Kreise stehen fir
AusreiRer aullerhalb des Zweifachen, die kleinen Sternchen fir Ausrei3er aul3erhalb des
Dreifachen der Standardabweichung.

Betrachtete man die Messergebnisse fur das losliche full-length Ataxin-3
eingeteilt nach Kontrollen, praataktischen Mutationstragern und SCA3-Patienten,
zeigte sich, dass samtliche Ausreil3er Gber einem Messwert von AFc=100, den
SCA3-Patienten zuzuordnen waren (Abb. 3.3.16). Die Streuung der
Messergebnisse fiur das l6sliche full-length Ataxin-3 bei den ataktischen SCA3-
Patienten war im Vergleich zu den Kontrollen und praataktischen
Mutationstragern deutlich gro3er. Es ergaben sich jedoch keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Gruppen. Anhand der Messergebnisse fur das
l6sliche full-length Ataxin-3 lieBen sich die SCA3-Patienten nicht von den

Kontrollen oder den praataktischen Mutationstragern unterscheiden.
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Abbildung 3.3.16: Losliches full-length Ataxin-3 bei unterschiedlichem

Erkrankungsstatus

Die Messergebnisse fur das l6sliche full-length Ataxin-3 der SCA3-Patienten zeigten bei den
SCA3-Patienten eine groRere Streuung als bei den Kontrollen oder den praataktischen
Mutationstragern. Alle Ausreil3er Uber einem Messwert von AFc=100 sind den SCA3-Patienten
zuzuordnen. Zwischen den Messergebnissen der Gruppen ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede. Die kleinen Kreise stehen fir Ausrei3er aul3erhalb des Zweifachen, die kleinen
Sternchen fir Ausreil3er aulRerhalb des Dreifachen der Standardabweichung.

Die Abbildung 3.3.17 zeigt den Vergleich der Messergebnisse fur I6sliches full-
length Ataxin-3 der manifest erkrankten SCA3-Patienten mit dem jeweils parallel
zum Biomaterial erhobenen SARA-Score. Es zeigte sich eine gro3e Streuung der
Ataxin-3 Messwerte unabhangig des SARA-Scores. Die steigende
Regressionsgerade zeigte zwar tendenziell eine schwache lineare Korrelation,
die jedoch mit r2=0,062 nicht statistisch signifikant war (Abb. 3.3.17 A). Teilte man
die ataktischen SCA3-Patienten anhand ihres individuellen SARA-Scores in mild
(3-9,5), moderat (10-20) und schwer (>20) betroffen ein und verglich die
Messergebnisse fur losliches full-length Ataxin-3 mit diesen Gruppen (Abb.
3.3.17 B), erhielt man ein &hnliches Bild. Es gab keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Gruppen. Man konnte lediglich eine tendenziell starkere Streuung
der AFc-Werte fur Ataxin-3 von mild zu schwer betroffenen SCA3-Patienten

feststellen. Mit steigender Schwere der Betroffenheit zeigten sich mehr und
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hohere Ausreil3er der zweifachen und dreifachen Standardabweichung vom
Mittelwert.
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Abbildung 3.3.17: Vergleich I6sliches full-length Ataxin-3 mit SARA-Score

Die Regressionsgerade zeigte eine schwache lineare Korrelation zwischen den beiden
MessgrofRen (A). Eingeteilt nach Schwere der Erkrankung in mild (SARA 3-9,5), moderat (SARA
10-20) und schwer (SARA >20) betroffenen Patienten, zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede bei den AFc-Werten flir das I6sliche full-length Ataxin-3 (B). Lediglich die Streuung
der AFc-Werte nimmt bei steigender Schwere der Erkrankung tendenziell zu. Die kleinen Kreise
stehen fur AusreiRer aufRerhalb des Zweifachen, die kleinen Sternchen fur AusreiRer aufRerhalb
des Dreifachen der Standardabweichung.

Der Vergleich der Messergebnisse fur das l6sliche full-length Ataxin-3 von den
manifest erkrankten SCA3-Patienten mit dem INAS-Score zeigte ein dhnliches
Bild. Auch hier war eine grof3e Streuung der AFc-Werte fur Ataxin-3, die mit
steigendem INAS-Score zunahm, festzustellen. Die Steigung der
Regressionsgeraden (r2=0,075) deutete eine schwache lineare Korrelation
zwischen beiden Parametern an (Abb. 3.3.18 A). Teilte man die ataktischen
SCA3-Patienten anhand des INAS-Scores in Gruppen mit INAS-Score 0-3, 4-6,
7-9 und 10-12 ein, konnte man diese Tendenz bestatigen (Abb. 3.3.18 B). Die

Unterschiede zwischen den Gruppen waren jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 3.3.18: Vergleich losliches full-length Ataxin-3 mit INAS-Score

Die Regressionsgerade in Abbildung A zeigte eine Tendenz fir eine schwache lineare Korrelation
zwischen den beiden Messgrof3en. Diese Tendenz lie3 sich durch die Einteilung des INAS-
Scores in Gruppen (0-3, 4-6, 7-9 und 10-12) bestdtigen. Es ergaben sich jedoch keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Die Streuung der AFc-Werte fir das l6sliche
full-length Ataxin-3 nahm mit steigendem INAS-Score zu. Die kleinen Kreise stehen fur Ausreil3er
aullerhalb des Zweifachen, die kleinen Sternchen fir Ausreil3er aulRerhalb des Dreifachen der
Standardabweichung.

o oo o
e oo o

Verglich man die Messergebnisse fir l6sliches full-length Ataxin-3 mit dem
individuellen Alter bei Erkrankungsbeginn, zeigte sich, dass das Alter bei
Erkrankungsbeginn stark schwankte. Es gab ataktische SCA3-Patienten, die bei
Feststellung der Erkrankung weniger als 20 Jahre alt waren, aber auch Patienten,
die bereits &lter als 60 waren. Die Messergebnisse fir Iosliches full-length Ataxin-
3 zeigten keine Veranderungen in Abhangigkeit des Alters Dbei
Erkrankungsbeginn (Abb. 3.3.19 A+B).

400
400
(8]
O e [
L 300 < 300
c £
- (2]
(] o 1
£ 200 o £ 200 *
.; é
5 . . . g . o
< 100 ¢ 100
o
] e hd - o
NI 5O P AR EE == ==
10 20 30 40 50 60 70 0 <=30 31-40 41-50 >50
A Alter bei Erk;arakungsbeginn in B Alter bei Erkrankungsbeginn in Jahren
ahren

Abbildung 3.3.19: Vergleich l6sliches full-length Ataxin-3 mit dem Alter bei

Erkrankungsbeginn

Auf der X-Achse ist das Alter bei Erkrankungsbeginn, auf der Y-Achse die dazu passenden
Messergebnisse flur Ataxin-3 aufgetragen. Es zeigten sich weder Tendenzen noch signifikante
Steigungen (A). Zwischen den Gruppen gab es keine signifikanten Unterschiede (B). Die kleinen
Kreise stehen fur Ausreier aul3erhalb des Zweifachen, die kleinen Sternchen fir Ausrei3er
aullerhalb des Dreifachen der Standardabweichung.
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Betrachtete man die Messergebnisse fur l6sliches full-length Ataxin-3 der
manifest erkrankten SCA3-Patienten im Vergleich mit der mutCAG-Anzahl,
zeigte sich eine sehr schwache lineare Korrelation (Abb. 3.3.20 A). Die
ataktischen SCA3-Patienten eingeteilt nach der mutCAG-Anzahl in <=65, 66-70
und >70 bestatigte diese schwache Steigerung der AFc-Werte fir das I6sliche
full-length Ataxin-3 (Abb. 3.3.20 B). Die Abweichungen zwischen den Gruppen
waren jedoch nicht signifikant. Die Streuung der Messergebnisse fir das l6sliche
full-length Ataxin-3 nahm mit steigender mutCAG-Anzahl zu, wobei jedoch die

Gruppe mit einer mutCAG-Anzahl von 66-70 die meisten Ausreil3er aufwies.
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Abbildung 3.3.20: Vergleich I6sliches full-length Ataxin-3 mit der mutCAG-Zahl
Auf der X-Achse ist die mutCAG-Anzahl, auf der Y-Achse die dazu passenden Messergebnisse
fur Ataxin-3 aufgetragen. Es zeigte sich eine sehr schwache lineare Korrelation zwischen den
beiden Messgrofen (A). Diese schwache Tendenz wurde bei Betrachtung der Gruppen bestatigt
(B). Es ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede. Die kleinen Kreise stehen flr
AusreiRer aullerhalb des Zweifachen, die kleinen Sternchen fir Ausrei3er aul3erhalb des
Dreifachen der Standardabweichung.

Beim Vergleich der Messergebnisse fir losliches full-length Ataxin-3 der
ataktischen SCA3-Patienten mit dem CSDP-Score zeigte sich ein ahnliches Bild.
Es ergab sich eine sehr schwache Korrelation zwischen den beiden Parametern
(Abb. 3.3.21 A). Diese Tendenz konnte bei der Gruppeneinteilung (CSDP <1, 1-
1,5, 1,5-2 und >2) ebenfalls festgestellt werden (Abb. 3.3.21 B). Diese leichte
Steigung der AFc-Werte fur Ataxin-3 bei steigendem CSDP-Score war aber nicht

signifikant.
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Abbildung 3.3.21: Vergleich l6sliches full-length Ataxin-3 mit CSDP-Score

Auf der X-Achse ist der CSDP-Score, auf der Y-Achse die dazu passenden Messergebnisse fur
Ataxin-3 aufgetragen. Es ergab sich eine sehr schwache lineare Korrelation zwischen den beiden
MessgréfRen (A). Eingeteilt in Gruppen nach dem CSDP-Score in CSDP <1, 1-1,5, 1,5-2, >2
zeigte sich diese schwache Tendenz ebenfalls (B). Dabei waren die Unterschiede zwischen den
Gruppen aber nicht signifikant. Die kleinen Kreise stehen fir Ausreil3er aufRerhalb des
Zweifachen, die Kkleinen Sternchen fur Ausreier aul3erhalb des Dreifachen der
Standardabweichung.

Tabelle 3.6: Zusammenfassung der Ergebnisse aus Abschnitt 3.3.2

Geschlecht Keine geschlechtsabhangigen Unterschiede

Keine Unterschiede in Abhangigkeit zum erfassenden
Erfassenden Zentren

Zentrum

Kein signifikanter Unterschied zwischen Kontroll-
Erkrankungsstatus probanden, praataktischen Mutationstrdgern und

ataktischen SCA3-Patienten

Schwache, lineare Korrelation, keine signifikanten
SARA-Score Unterschiede, groRere Streuung der AFc-Werte bei

steigendem SARA-Score

Schwache, lineare Korrelation, keine signifikanten

INAS-Score Unterschiede, groRRere Streuung der AFc-Werte bei
steigendem INAS-Score

AAO Keine Unterschiede in Abhangigkeit zum AAO
Schwache, lineare Korrelation, keine signifikanten

mutCAG-Anzahl Unterschiede, groRRere Streuung der AFc-Werte bei

steigender mutCAG-Anzahl
Schwache, lineare Korrelation, keine signifikanten

CsbP Unterschiede

3.3.3 Vergleich der klinischen Parameter mit den Messergebnissen fur das
|6sliche Parkin Protein
Die Messergebnisse fur das l6sliche Parkin Protein wurden mit den erhobenen

klinischen Parametern verglichen, um zu Uberprifen, ob Parkin als mdglicher
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Biomarker fir die SCA3 in Frage kommt. Es konnte bei 89 von 98 Probanden ein
Messergebnis fir das l6sliche Parkin erhoben werden. Die vorhandenen PBMC-
Proben wurden fur mehrere Biomarker-Analysen bendtigt. Da die Messung des
Proteins Parkin zuletzt durchgefiuhrt wurde, war von 9 Probanden nicht mehr
genugend Material vorhanden, um eine valide Messung durchzufihren. Somit
fehlten Messwerte von 5 manifest erkrankten SCA3-Patienten, 1 praataktischen
Mutationstrager und 3 Kontrollprobanden.

Wie beim Vergleich der Messergebnisse des I6slichen full-length Ataxin-3 mit den
erhobenen klinischen Parametern wurde auch hier zunachst tberprift, ob das
Geschlecht oder die Herkunft der Probe eine Auswirkung auf das Messergebnis
des l6slichen Parkins hatte. Dabei zeigte sich, dass die Messergebnisse fir das
|6sliche Parkin bei mannlichen Probanden mit durchschnittlich AFc=30,9
(SD=34,2) signifikant hoher waren als bei weiblichen Probandinnen mit AFc=15,8
(SD=18,2) (p=0,014) (Abb.3.3.22 A). Zudem zeigten die Messergebnisse fur
Parkin bei mannlichen Probanden eine grdl3ere Streuung als bei weiblichen
Probandinnen. Beim Vergleich der Messergebnisse fir das ldsliche Parkin
eingeteilt nach erfassendem Zentrum war ebenfalls ein signifikanter Unterschied
zu erkennen. Die Messergebnisse fir Parkin von Probanden (beider
Geschlechter) aus London waren mit einem Mittelwert von AFc=27,5 (SD=25,2)
signifikant hoher als die Messergebnisse fr Parkin von Probanden aus Tubingen
mit durchschnittlich AFc=10,0 (SD=8,0) (p=0,001) (Abb. 3.3.22 B). Die restlichen
Unterschiede bei den Messergebnissen fir das losliche Parkin eingeteilt nach
dem erfassenden Zentrum waren nicht signifikant verandert. Dabei lag der
Mittelwert der Messergebnisse flur Parkin bei Probanden aus Bonn bei AFc=21,7
(SD=22,3), der Mittelwert der Messergebnisse fur Parkin bei Probanden aus
Coimbra bei AFc=28,8 (SD=45,4). Die daraus resultierende Méglichkeit, dass die
signifikant hoéheren Messwerte fir Parkin von Probanden aus London im
Vergleich zu den Probanden aus Tubingen lediglich daraus resultierten, dass die
Messergebnisse fur Parkin von Probanden aus London hauptsachlich von
mannlichen Probanden stammten, konnte durch Tabelle 3.5 widerlegt werden.
Fur weibliche Probanden (n=19) aus London lagen sogar mehr Messergebnisse

fur das l6sliche Parkin vor als fir ménnliche (n=15). Dasselbe galt fir Probanden
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aus Coimbra (=7, $=9) und Tubingen (=8, $=12). Nur bei Patienten aus Bonn
war es umgekehrt (=10, 9=9). Insgesamt lagen 49 Messwerte fir Parkin von
weiblichen und 40 von maéannlichen Probanden vor. Der Vergleich der
Messergebnisse fur das l6sliche Parkin eingeteilt nach erfassendem Zentrum
und Geschlecht (Abb. 3.3.22 C) bestétigte die Ergebnisse aus den Abbildungen
3.3.22 A+B und lieferte zeitgleich einen Grund fir die signifikant héheren
Messwerte von Probanden aus London im Vergleich zu Probanden aus
Tlbingen. Bei Probanden aus Tubingen waren der Mittelwert und die Streuung
der Messwerte fir Parkin von Frauen grof3er als bei den von Mannern. Bei allen

anderen Zentren zeigten sich umgekehrte Ergebnisse (Abb. 3.3.22 C).
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Abbildung 3.3.22: Parkin bei unterschiedlichem Geschlecht und

unterschiedlichen erfassenden Zentren

Die Messergebnisse fur das losliche Parkin bei mannlichen Probanden (M=30,9 (SD=34,2))
waren signifikant héher als die bei weiblichen Probandinnen (M=15,8 (SD=18,2)) (A). Ebenfalls
signifikant hoher waren die Messergebnisse fur Parkin bei Probanden aus London (M=27,5
(SD=25,2)) im Vergleich zu Probanden aus Tibingen (M=10,0 (SD=8,0)) (B). Der Mittelwert der
Messergebnisse fir Parkin bei Probanden aus Bonn lag bei AFc=21,7 (SD=22,3), der Mittelwert
bei Probanden aus Coimbra bei AFc=28,8 (SD=45,4). Die restlichen Unterschiede waren nicht
signifikant. Bei weiblichen Probanden aus Tubingen zeigten sich héhere Messwerte fur Parkin
als bei ménnlichen. Bei Probanden aus Bonn, Coimbra und London wurde das Gegenteil
festgestellt (C). Die kleinen Kreise stehen fur AusreiRer aul3erhalb des Zweifachen, die kleinen
Sternchen fur Ausreil3er au3erhalb des Dreifachen der Standardabweichung.
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Tabelle 3.7: Anzahl der Probanden, bei denen ein Messergebnis fur das l6sliche
Parkin vorlag, aufgeteilt nach erfassendem Zentrum und Geschlecht

10 9 | 19
7 9 | 16
15 19 | 34
8 12 | 20
40 49 | 89

Betrachtete man die Messergebnisse fur das losliche Parkin eingeteilt in
Kontrollprobanden, praataktische Mutationstrager und manifest erkrankte SCA3-
Patienten ergaben sich ebenfalls signifikante Unterschiede. Manifest erkrankte
SCA3-Patienten zeigten mit einem Mittelwert von AFc=27,4 (SD=32,3) signifikant
hohere Messergebnisse fur Parkin sowohl gegeniber Kontrollprobanden
(M=15,3 (SD=14,4)) (p=0,022) als auch praataktischen Mutationstragern
(M=11,0 (SD=9,6)) (p=0,007) (Abb. 3.3.23). Der Unterschied der
Messergebnisse fur Parkin zwischen Kontrollprobanden und praataktischen
Mutationstragern war nicht signifikant. Zusatzlich war festzustellen, dass die
Messergebnisse fur Parkin bei ataktischen SCA3-Patienten die grofldte Streuung

und die meisten AusreilRer aufwiesen.
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Abbildung 3.3.23: Parkin bei unterschiedlichem Erkrankungsstatus

Die Messergebnisse fiir das l6sliche Parkin bei ataktischen SCA3-Patienten (M=27,4 (SD=32,3))
waren signifikant hoéher als die bei Kontrollprobanden (M=15,3 (SD=14,4)) (p=0,022) und
praataktischen Mutationstragern (M=11,0 (SD=9,6)) (p=0,007). Der Unterschied zwischen den
Kontrollprobanden und den praataktischen Mutationstrégern waren nicht signifikant. Die
Messergebnisse fur Parkin bei SCA3-Patienten zeigten die grof3te Streuung und die meisten
Ausreil3er. Die kleinen Kreise stehen fur Ausreil3er au3erhalb des Zweifachen, die kleinen
Sternchen fur Ausreil3er aulRerhalb des Dreifachen der Standardabweichung.

Verglich man die Messergebnisse fiir das l6sliche Parkin von manifest erkrankten
SCA3-Patienten mit dem SARA-Score zeigten sich weniger aussagekraftige
Zusammenhange. Es ergab sich eine sehr schwache, lineare Korrelation
(r2=0,002) zwischen den beiden Messgrol3en (Abb.3.3.24 A). Bei der Einteilung
der SCA3-Patienten nach der Schwere der Erkrankung auf Basis des SARA-
Scores in mild (3-9,5), moderat (10-20) und schwer (>20) betroffen konnten keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden (Abb. 3.3.24 B).

Sehr ahnlich war der Vergleich der Messergebnisse fur das I6sliche Parkin von
manifest erkrankten SCA3-Patienten mit dem INAS-Score. Auch hier zeigte sich
eine sehr schwache, lineare Korrelation (r2=0,008) zwischen den beiden
Messgrofien (Abb. 3.3.25 A). Eingeteilt nach dem INAS-Score in INAS=0-3, 4-6,
7-9 und 10-12 ergaben sich keine signifikanten Unterschiede fur die
Messergebnisse des loslichen Parkins (Abb. 3.3.25 B). Lediglich die Streuung

der Messwerte fur Parkin nahm mit steigendem INAS-Score etwas zu.
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Abbildung 3.3.24: Vergleich Parkin mit SARA-Score

Es zeigte sich eine sehr schwache, lineare Korrelation zwischen den Messergebnissen fiir das
I6sliche Parkin von ataktischen SCA3-Patienten und dem SARA-Score (A). Eingeteilt in mild
(SARA=3-9,5), moderat (10-20) und schwer (>20) erkrankte SCA3-Patienten ergaben sich keine
signifikanten Abweichungen der Messerwerte fur Parkin. Die kleinen Kreise stehen fir Ausrei3er
aullerhalb des Zweifachen, die kleinen Sternchen fir Ausrei3er au3erhalb des Dreifachen der
Standardabweichung.
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Abbildung 3.3.25: Vergleich Parkin mit INAS-Score

Es ergab sich eine sehr schwache, lineare Korrelation zwischen den Messergebnissen fir das
I6sliche Parkin von ataktischen SCA3-Patienten und dem INAS-Score (A). Dabei zeigte die
Einteilung in Gruppen (INAS=0-3, 4-6, 7-9 und 10-12) lediglich eine Zunahme der Streuung der
Messwerte fiir Parkin. Die Abweichungen der Messergebnisse fiir Parkin zwischen den Gruppen
waren nicht signifikant (B). Die kleinen Kreise stehen fiir Ausreil3er aul3erhalb des Zweifachen,
die kleinen Sternchen fur Ausreil3er aul3erhalb des Dreifachen der Standardabweichung.

Der Vergleich der Messergebnisse fur das l6sliche Parkin von manifest
erkrankten SCA3-Patienten mit dem Alter bei Erkrankungsbeginn zeigte eine
schwache, inverse Korrelation (r?=0,069) zwischen den beiden Messgrof3en
(Abb. 3.3.26 A). Durch eine Einteilung der Messergebnisse fur Parkin nach dem
Alter bei Erkrankungsbeginn in AAO <=30, 31-40, 41-50 und >50 konnte dies
bestétigt werden (Abb. 3.3.26 B). Dabei nahm die Streuung der Messergebnisse
fur Parkin mit steigendem AAO deutlich ab. Die Unterschiede zwischen den

Gruppen waren nicht signifikant.

94



150 150
R/ Linear = 0,069
L[]

e
100

o

50 50

Parkin in AFc
Parkin in AFc

0 ° PRI — ) 1
10 20 30 40 50 60 70 <=30 31-40 41-50 >50
Alter bei Erkrankungsbeginn in B Alter bei Erkrankungsbeginn in Jahren
A Jahren

Abbildung 3.3.26: Vergleich Parkin mit dem Alter bei Erkrankungsbeginn

Es zeigte sich eine schwache, inverse Korrelation zwischen den Messergebnissen fir das
I6sliche Parkin von ataktischen SCA3-Patienten und dem Alter bei Erkrankungsbeginn (A). Die
Gruppeneinteilung der Messergebnisse fur Parkin nach dem Alter bei Erkrankungsbeginn (AAO
<=30, 31-40, 41-50 und >50) ergab eine Abnahme der Streuung der Messwerte fur Parkin mit
steigendem AAO (B). Die Unterschiede zwischen den Gruppen waren dabei nicht signifikant. Die
kleinen Kreise stehen fir AusreiRer auflerhalb des Zweifachen, die kleinen Sternchen fur
Ausreil3er aulRerhalb des Dreifachen der Standardabweichung.

Beim Vergleich der Messergebnisse fir das losliche Parkin von manifest
erkrankten SCA3-Patienten mit der mutCAG-Anzahl zeigte sich eine schwache,
lineare Korrelation (r2=0,054) zwischen den beiden Messgréf3en (Abb. 3.3.27 A).
Teilte man die ataktischen SCA3-Patienten nach der mutCAG-Anzahl in Gruppen
(mutCAG-Anzahl <=65, 66-70 und >70) ein, konnte man eine deutliche Zunahme
der Streuung der Messergebnisse bei steigender mutCAG-Anzahl feststellen
(Abb. 3.327 B). Die Abweichungen der Messwerte fur Parkin zwischen den

Gruppen waren dabei nicht signifikant.
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Abbildung 3.3.27: Vergleich Parkin mit der mutCAG-Anzahl

Es ergab sich eine schwache, lineare Korrelation zwischen den Messergebnissen fiir das l6sliche
Parkin von ataktischen SCA3-Patienten und der mutCAG-Anzahl (A). Eingeteilt nach der
mutCAG-Anzahl in mutCAG-Anzahl <=65, 66-70 und >70 zeigten sich keine signifikanten
Abweichungen der Messwerte fur Parkin (B). Die Streuung der Messergebnisse fur Parkin nahm
mit steigender mutCAG-Anzahl zu. Die kleinen Kreise stehen fir AusreiRer aufRerhalb des
Zweifachen, die Kkleinen Sternchen fir AusreiBer aul3erhalb des Dreifachen der
Standardabweichung.

Die Abbildung 3.3.28 zeigt den Vergleich der Messergebnisse fir das losliche
Parkin von manifest erkrankten SCA3-Patienten mit dem CSDP-Score. Dabei
wurde eine sehr schwache, inverse Korrelation (r?=0,010) zwischen den beiden
MessgroRRen festgestellt (Abb. 3.3.28 A). Die Einteilung nach dem CSDP-Score
in Gruppen (CSDP <1, 1-1,5, 1,5-2 und >2) zeigte keine signifikanten
Unterschiede der Messwerte fur Parkin (Abb. 3.3.28 B). Die Gruppe mit einem
CSDP von 1,5-2 wies eine deutlich gréRere Streuung der Messergebnisse fur

das l6sliche Parkin auf als die anderen Gruppen.
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Abbildung 3.3.28: Vergleich Parkin mit CSDP-Score

Es zeigte sich eine sehr schwache, inverse Korrelation zwischen den Messergebnissen fir das
I6sliche Parkin von ataktischen SCA3-Patienten und dem CSDP-Score (A). Eingeteilt nach dem
CSDP-Score in CSDP <1, 1-1,5, 1,5-2 und >2 ergaben sich keine signifikanten Abweichungen
der Messwerte fir Parkin (B). Die kleinen Kreise stehen fur AusreiRer aul3erhalb des Zweifachen,
die kleinen Sternchen fur Ausreil3er aul3erhalb des Dreifachen der Standardabweichung.
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Tabelle 3.8: Zusammenfassung der Ergebnisse aus Abschnitt 3.3.3

Signifikant hdhere Parkin Proteinlevel bei mannlichen
Probanden
Signifikant hohere Parkin Proteinlevel bei Probanden aus
London im Vergleich zu Probanden aus Tubingen
Signifikant hdhere Parkin Proteinlevel bei ataktischen
Erkrankungsstatus SCA3-Patienten im Vergleich zu Kontrollprobanden und
praataktischen Mutationstragern
Sehr schwache, lineare Korrelation, keine signifikanten
Unterschiede
Sehr schwache, lineare Korrelation, keine signifikanten
INAS-Score Unterschiede, leichte Zunahme der Streuung der
Messergebnisse bei steigendem INAS-Score
Schwache, inverse Korrelation, keine signifikanten
AAO Unterschiede, deutliche Abnahme der Streuung der
Messergebnisse bei steigendem AAO
Schwache, lineare Korrelation, keine signifikanten
mutCAG-Anzahl Unterschiede, deutliche Zunahme der Streuung der
Messergebnisse bei steigender mutCAG-Anzahl
Sehr schwache, inverse Korrelation, keine signifikanten
CSDP Unterschiede, groRe Streuung der Messergebnisse bei
CSDP 1,5-2

Geschlecht

Erfassenden Zentren

SARA-Score

3.3.4 Ergebnisse der Sequenzierung der Single Nucleotide Polymorphism
(SNP)
In der Literatur wurden verschiedene SNPs fir Ataxin-3 und Parkin beschrieben
(vgl. Abschnitt 1.5). In Voruntersuchungen konnte gezeigt werden, dass diese
SNPs Auswirkungen auf die Menge der Proteine und/oder die Messbarkeit haben
konnen. Um dies zu untersuchen, wurden fir beide Proteine je drei SNPs im
jeweils kodierenden Gen sequenziert. Fir Ataxin-3 wurden die SNPs
GPe9TG/A®TG (AS 212), C®'GG/IG®'GG (AS 318) und TACHE/TAAMNIS (AS
361) im ATXN3-Gen sequenziert, wobei sich der SNP an Position AS 212 vor
dem CAG-Bereich befindet und die beiden anderen hinter dem CAG-Bereich zu
finden sind. Die hier angegebenen Positions- und Aminoséuren-Angaben
beziehen sich dabei auf das ATXN3-Gen mit 13 Wiederholungen des CAG-
Bereiches. Fir Parkin wurden die SNPs AGS®IC/AASYIC (AS 167),
G1239TA/C1Z°TA (AS 380) und G?8AT/AMBIAT (AS 394) im PARK2-Gen

sequenziert.
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Aufgrund des Umfangs der anderen, bereits beschriebenen Arbeiten konnte nur
von 32 Probanden (8 Kontrollprobanden, 3 praataktische Mutationstragern, 21
ataktischen SCA3-Patienten) das Genmaterial analysiert werden. Zuséatzlich
konnte nicht fir jeden der 32 Probanden alle 6 genannten SNPs untersucht
werden, sodass leider fur die praataktischen Mutationstrager kaum Daten
vorlagen. Daher ging es bei der Auswertung der erhobenen Daten um das
Aufzeigen von Ansétzen, die Abweichungen von gemessenen Proteinmengen
erklaren konnten. Zusatzlich sollte dabei untersucht werden, ob es tendenziell
Unterschiede beim Vorkommen der SNPs zwischen Mutationstrager (egal ob
praataktisch oder ataktisch) und Kontrollprobanden gab. Bei den SNPs im
PARK2-Gen und dem SNP GS9°TG/ASTG (AS 212) im ATXN3-Gen wurde
zwischen drei Auspragungen unterschieden (G/G, A/G und A/A bzw. G/G, C/G
und C/C). Bei den SNPs C%®'GG/G%’GG (AS 318) und TAC8/TAAL8 (AS 361)
im ATXN3-Gen konnte fir die Mutationstrager zwischen vier Auspragungen
unterschieden werden (G/G, G/C, C/G und C/C bzw. A/A, AIC, C/A und A/A), da
es hier notwendig war die mutierten Allele von den nicht mutierten zu trennen.
Dabei wurde zuerst das nicht mutierte und an zweiter Stelle das mutierte Allel
genannt.

Zuerst wurden die Ergebnisse flr die SNPs im ATXN3-Gen ausgewertet. Fir den
SNP G®¢°TG/A%TG (AS 212) zeigte sich in dieser kleinen Kohorte ein klarer
Unterschied zwischen Kontrollprobanden und Mutationstragern (Abb. 3.3.29
A+B). Wahrend bei Kontrollprobanden nur die Auspragung G/G und A/G zu
jeweils 50% auftraten, zeigten sich bei den Mutationstragern alle drei
Auspréagungen, wobei A/G mit 65% mit Abstand am haufigsten vorkam, gefolgt
von A/A mit 20% und G/G mit 15%. Somit kam der SNP bei Mutationstragern
haufiger vor als bei Kontrollprobanden. Bei SNP C%®'GG/G%’GG (AS 318) ergab
sich ein ahnliches Bild (Abb. 3.3.29 C+D). Bei den Kontrollprobanden waren
lediglich die Auspragungen C/C und G/C zu finden. Bei den Mutationstragern
traten alle vier Auspragungen auf. C/G kam mit 53,85% am haufigsten vor. Die
anderen Auspragungen C/C, G/C und G/G kamen zu je 15,38% vor. Damit gab
es den SNP bei Mutationstragern insgesamt haufiger als bei Kontrollprobanden.
Beim SNP TAC!¥/TAA'® (AS 361) zeigten die Kontrollprobanden alle drei
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Auspragungen (Abb. 3.3.29 E). Dabei waren A/C und C/C gleich haufig mit je
40% und A/A mit 20% am seltensten. Bei den Mutationstragern Uberwog die
Auspragung C/A mit 53,85% (Abb. 3.3.29 F). A/A war zu 23,08%, A/C zu 15,38%

und C/C zu 7,69% nachzuweisen.

SNP A669TG/G669TG bei Kontrollprobanden SNP A669TG/GE69TG bei Mutationstragern

Cerc Cerc
Hwc Hac
WA Baa
A B
SNP C987GG/G987GG bei Kontrollprobanden SNP C987GG/G987GG bei Mutationstragern
(e (W[cl/c]
mo moc
Hcic
c
SNP TAA1118/TAC1118 bei Kontrollprobanden SNP TAA1118/TAC1118 bei Mutationstréagern
Caa Caa
Hac Hac
Hcic Hcia
Hcic
E

Abbildung 3.3.29: SNPs im ATXN3-Gen

A und B zeigen den SNP G669TG/A669TG (AS 212) bei Kontrollprobanden und
Mutationstrégern. Bei den Kontrollprobanden traten G/G und A/G zu je 50% auf. Bei den
Mutationstrdgern kam A/G zu 65%, A/A zu 20% und G/G zu 15% vor. Damit zeigten mehr
Mutationstrager den SNP als Kontrollprobanden. Beim SNP C987GG/G987GG (AS 318) ergab
sich ein &hnliches Bild (C+D). Kontrollprobanden wiesen nur zwei Auspréagung auf (G/C 60%, C/C
40%). Bei den Mutationstragern zeigten sich alle vier Ausprdgungen. C/G kam zu 53,85% vor
und G/G, G/C und C/C zu je 15,38%. Auch trat der SNP haufiger bei Mutationstragern auf als bei
Kontrollen. Beim SNP TAC1118/TAA1118 (AS 361) zeigten die Kontrollprobanden alle drei
Auspragung (A/A zu 20%, A/C und C/C zu je 40%) (E). Bei den Mutationstragern waren alle vier
Auspragungen zu finden (F). C/A kam zu 53,85% vor, A/A zu 23,08%, A/C zu 15,38% und C/C
zZu 7,69%.
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Die Ergebnisse der SNPs im PARK2-Gen ergaben kaum Unterschiede. Beim
SNP AGP®IC/AA®IC (AS 167) zeigten sich bei Kontrollprobanden und
Mutationstragern nur zwei Auspragungen (G/G und A/G) (Abb. 3.3.30 A+B). Bei
den Kontrollprobanden kam G/G zu 85,71% und A/G zu 14,29% vor. Die
Verteilung bei den Mutationstragern war sehr @hnlich mit G/G zu 84,21% und A/G
zu 15,79%. Beim SNP G'?3°9TA/C'?39TA (AS 380) hingegen konnte ein
Unterschied abhangig vom Genotyp festgestellt werden. Die Kontrollprobanden
wiesen alle drei Auspragungen auf (G/G zu 50%, C/G zu 33,33% und C/C zu
16,67%), wohingegen bei den Mutationstragern nur zwei Auspragungen (G/G zu
66,67% und C/G zu 33,33%) zu beobachten waren (Abb. 3.3.30 C+D). Beim SNP
GI28IAT/AY8IAT (AS 394) konnte wiederum kein Unterschied zwischen
Kontrollprobanden und Mutationstragern festgestellt werden. Beide Gruppen
zeigten lediglich die Auspragung G/G. Somit konnte in dieser Kohorte weder fur

Kontrollprobanden noch fur Mutationstrager der SNP nachgewiesen werden.
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SNP AG601C/AAB01C bei Kontrollprobanden SNP AG601C/AA601C bei Mutationstragern

[WcTle] Caic
Hac Wac
LV WaA

A B
SNP G1239TA/C1239TA bei Kontrollprobanden SNP G1239TA/C1239TA bei Mutationstriagern
Oarc W[cYe
Hcic Hcic
Hcic Hcic
c D
SNP G1281AT/A1281AT bei Kontrollprobanden SNP G1281AT/A1281AT bei Mutationstragern
Oere [Wclc
Bac Hac
Waa [TV
E F

Abbildung 3.3.30: SNPs im PARK2-Gen

Fur den SNP AG601C/AA601C (AS 167) zeigte sich bei Kontrollprobanden und Mutationstragern
nur zwei Auspragungen (G/G und A/G) (A+B). Bei den Kontrollprobanden kam G/G zu 85,71%
und A/G zu 14,29% vor. Die Mutationstrager wiesen zu 84,21% G/G und zu 15,79% A/G auf.
Beim SNP G1239TA/C1239TA (AS 380) lieRen sich deutlichere Unterschiede feststellen.
Kontrollprobanden zeigten alle drei Auspragungen (G/G zu 50%, C/G zu 33,33% und C/C zu
16,67%). Bei den Mutationstradgern waren nur zwei Auspragungen (G/G zu 66,67% und C/G zu
33,33%) nachweisbar. Der SNP G1281AT/A1281AT (AS 394) konnte weder fir
Kontrollprobanden noch fir Mutationstréager nachgewiesen werden (E+F). Beide Gruppen zeigten
lediglich die Auspragung G/G.
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Tabelle 3.9: Zusammenfassung der Ergebnisse aus Abschnitt 3.3.4

ATXN3-Gen
Bei Kontrollprobanden nur G/G und A/G, bei
669 669 J
G TG/IA®TG Mutationstragern G/G, A/G und A/A
Bei Kontrollprobanden nur C/G und C/C, bei
987 987 ,
CHGGIG™GG Mutationstragern G/G, G/C, C/G und C/C
Bei Kontrollprobanden A/A, A/C und C/C, bei
1118 1118 ) ’
TACHTAA Mutationstragern A/A, A/C, C/A und C/C
PARK2-Gen
Sehr ahnliche Verteilung von G/G und A/G bei
AGS1C/AAS0C Kontrollprobanden und Mutationstragern, bei beiden kein
AJA
G1239T A/CL239T A Bei Kontrollprobanden G/G, C/G und C/C, bei

Mutationstragern nur G/G und C/G
G12IAT/ALZBIAT Bei Kontrollprobanden und Mutationstragern nur G/G

Bei Mutationstragern im ATXN3-Gen vier verschiedene Auspragungen mdoglich, da das nicht-
mutierte (erstgenannt) von dem mutierten Allel unterschieden werden muss.
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4 Diskussion

4.1 Etablierung des TR-FRET-Assays

4.1.1 Etablierung des TR-FRET-Assays fur die Proteinbestimmung in
PBMCs
Biomarker spielen in der Beurteilung und Behandlung von vielen Erkrankungen
eine immer gréRer werdende Rolle. Diese Entwicklung zeigt sich auch bei den
neurodegenerativen Erkrankungen. Dabei liegt unter anderen ein grol3es
Augenmerk auf biochemische Stoffe wie Proteine. In der Diagnostik und Therapie
von bekannten neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Parkinson und
Chorea Huntington nimmt die Quantifizierung von Erkrankungsproteinen, wie
beispielsweise a-Synuclein bei Morbus Parkinson (Atik et al., 2016) oder
Huntingtin bei Chorea Huntington (Zeun et al., 2019), eine immer wichtigere Rolle
ein. Aber auch bei nicht so bekannten Erkrankungen wie der SCA3 wird intensiv
an verschiedenen Proteinen als mogliche Biomarkern geforscht. Dabei bietet sich
zum einen das Erkrankungsprotein Ataxin-3 (full-length, d.h. das gesamte Ataxin-
3 unabhangig ob mutiert oder nicht) und zum anderen das Protein Parkin als
direkter Interaktionspartner von Ataxin-3 an. Im Optimalfall sollten diese Proteine
in I6slicher Form in relativ einfach und wenig invasiv zuganglichen Biomaterialien
messbar sein. Bisher wurden die loslichen Proteine full-length Ataxin-3 und
Parkin selten in humanen Biomaterialien quantifiziert. Zur Messung der Proteine
in lysierten PBMCs ist bisher in der Literatur kaum etwas zu finden. Frau Dr. med.
Kathrin Gonsior hat in ihrer Dissertation damit begonnen, einen sensitiven und
quantitativen TR-FRET-Assay zur Messung von loslichem full-length Ataxin-3
und Parkin in lysierten PBMCs zu etablieren. Dabei hat sie fur die Messung von
full-length Ataxin-3 die beiden Ataxin-3 spezifischen Antikorper 1H9 und N-term
(vgl. Abschnitt 1.4 und 2.5) verwendet und zunachst das optimale Verhaltnis der
jeweiligen Antikdrper-Konzentration ermittelt. Die Proteinbestimmungen mit einer
Kombination aus N-term-Th mit einer Konzentration von 0,5 ng/ul und 1H9-D2
mit einer Konzentration von 10 ng/ul ergaben die besten Ergebnisse beim
Vergleich von geringstméglicher Menge an Antikdrper und dennoch guter

Diskrimination zwischen dem normalem bzw. expandiertem Atatxin-3 und
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Kontrolllosungen, die kein Protein enthielten (Med. Doktorarbeit Kathrin Gonsior,
(Gonsior et al., 2021)). Fur die Messung von Parkin wurden Prk8 und Parkin2
(vgl. Abschnitt 1.4 und 2.5) als Parkin spezifische Antikdrper von Frau Dr. Gonsior
verwendet. Das optimale Verhaltnis der jeweiligen Antikdrperkonzentrationen lag
bei 0,3 ng/ul Prk8-Th-Antikérper und 10 ng/ul Parkin2-D2-Antikdrper (Med.
Doktorarbeit Kathrin Gonsior). Dementsprechend wurde in dieser Doktorarbeit
bei allen Messungen diese zuvor etablierten Konzentrationen der jeweiligen
Antikorper verwendet.

Um den TR-FRET-Assay als sicheres und solides Messverfahren zur
Bestimmung der I6slichen Proteine in PBMCs zu etablieren, wurden in dieser
Arbeit weitere entscheidende Faktoren analysiert und validiert. Zun&chst wurden
der Konzentrationsmessbereich und die lineare Korrelation, die zwischen den
gemessenen Werten und der tatsédchlichen Proteinkonzentration vorliegt,
bestimmt. Dabei konnte flr die Messung von full-length Ataxin-3 ein Messbereich
von Proteinkonzentrationen zwischen 0,25 bis 500 ng/ul mit r--Werten fur die
lineare Korrelation von 0,553 bis 0,811 und fur die Messung von Parkin zwischen
0,1 und 100 pg/ul mit einem r2-Wert fir die lineare Korrelation von 0,997
abgegrenzt werden. Die Spanne bei den r2-Werten der linearen Korrelation fur
Ataxin-3 ergab sich daraus, dass die Bestimmungen sowohl mit expandierten
(70Q, r?=0,553) als auch mit nicht expandiertem Ataxin-3 (15Q, r?=0,811)
durchgefuhrt wurden. Frau Dr. Anna Kaucher hatte im Rahmen ihrer Dissertation
ebenfalls Etablierungsarbeiten fir einen TR-FRET-Assay zur Messung des
expandierten Ataxin-3 Proteins durchgefiihrt. Dabei hat sie zwei verschiedene
Antikdrperkombinationen getestet: (a) zum einen den Ataxin-3 spezifischen 1H9-
Antikorper mit dem MW1-Antikérper und (b) zum anderen den 1H9-Antikorper
mit dem 1C2-Antikérper. Es zeigten sich fir beide Kombinationen ein
Konzentrationsmessbereich von 1 bis 100 ng/pl mit r2-Werten fir die lineare
Korrelation von 0,822 bis 0,997. Da die beiden Antikbrper MW1 und 1C2 erst an
Ataxin-3 binden, wenn dieses mehr als 15Q (MW1) bzw. sogar mehr als 37Q
(1C2) verfugt (Ko et al., 2001), beziehen sich diese r2-Werte auf die Messungen
von expandiertem Ataxin-3 (70Q). Verglichen mit dem

Konzentrationsmessbereich und den r2-Werten fir die lineare Korrelation fir die
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Messung von full-length  Ataxin-3  ist festzustellen, dass der
Konzentrationsbereich fir die Messung von full-length Ataxin-3 in einem
ahnlichen Bereich liegt als der fur die Messung von expandiertem Ataxin-3. Der
Konzentrationsbereich fur die Messung von full-length Ataxin-3 ist mit 0,25 bis
500 ng/ul breiter als der fur die Messung von expandiertem Ataxin-3 (1 bis 100
ng/ul), wahrend die r-Werte fir die lineare Korrelation flr die Messung von
expandiertem Ataxin-3 mit 0,822 bis 0,997 hoher sind als fur die Messung von
full-length Ataxin-3 (0,553 bis 0,811) (Vergleich zur Med. Doktorarbeit von Anna
Kaucher). Der TR-FRET-Assay fir die Messung von Parkin kann deutlich
geringere Proteinmengen (0,1 und 100 pg/upl) nachweisen als TR-FRET-Assays
fur Ataxin-3 (expandiert oder full-length). Der r>-Wert der linearen Korrelation liegt
in einem ahnlich hohen Bereich wie beim Assay fir die Messung von
expandiertem Ataxin-3. Der Unterschied im Konzentrationsmessbereich lasst
sich am ehesten dadurch erklaren, dass bei dessen Bestimmung fir Parkin
nahezu reines, kommerziell erworbenes Parkin verwendet wurde und fir die
Bestimmung fur Ataxin-3 (expandiert oder full-length) eigens hergestellte
Zellkultur-Homogenate, in denen entweder das expandierte (70Q) oder das nicht
expandierte (15Q) Ataxin-3 Uberexprimiert vorlag (vgl. Abschnitt 2.3.3.3),
verwendet wurden. Zwar konnte mittels Western Blot-Analysen, durchgefihrt von
Herrn Dr. Jonasz Weber, ein hoher Ataxin-3 Proteingehalt der beiden Zellkultur-
Homogenaten gezeigt werden, dennoch befinden sich in Zellkultur-Homogenaten
auch weitere Zellinhalte, die die Bindung der Antikérper an Ataxin-3 behindern
konnten. Weitere Vergleiche mit anderen Messmethoden beziglich deren
Messbereich und den dazu passenden r2-Werten der linearen Korrelation sind
kaum mdglich, da diese Art von Untersuchung bei den Etablierungsarbeiten
anderer Methoden nicht immer dargestellt werden. Bei der Etablierungsarbeit
eines SMC-Assays zur Messung von mutiertem Huntingtin wurde ein
Konzentrationsmessbereich von 10 bis 1000 ng/ul angegeben, wobei kein r2-
Wert beim Nachweis einer linearen Korrelation zwischen gemessenem Wert und
tatséachlicher Proteinkonzentration angegeben wurde (Fodale et al., 2017).

Mit den Messungen zur Bestimmung des Konzentrationsbereiches und den dazu

passenden linearen Korrelationen wurde auch der Einfluss der Expansion im
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Ataxin-3 Protein auf den TR-FRET-Assay zur Bestimmung von full-length Ataxin-
3 gezeigt. Die Messungen wurden mit Zellkultur-Homogenaten durchgefthrt, in
denen entweder das expandierte (70Q) oder das nicht expandierte (15Q) Ataxin-
3  Uberexprimiert vorlag (vgl. Abschnitt 2.3.3.3). Waéhrend die
Regressionsgeraden der linearen Korrelation die gleiche Steigung bei den beiden
Varianten zeigte, gab es jedoch klare Unterschiede beim r2-Wert. Der r2-Wert fur
die 15Q Variante lag bei 0,811, der Wert fur die 70Q-Variante bei 0,553. Wie
bereits erwéhnt, befinden sich in Zellkultur-Homogenaten auch weitere
Zellinhalte, die die Bindung der Antikorper an Ataxin-3 moglicherweise behindern
kébnnen. Ein qualitativer Unterschied zwischen den beiden Zellkultur-
Homogenaten kann bereits Teil der Ursache fur den Unterschied der beiden r2-
Werte sein. Jedoch liegt auch der Schluss nahe, dass die expandierte Form des
Ataxin-3 Proteins einen gewissen Einfluss auf die Messungen mittels des TR-
FRET-Assays hat. Dieser Einfluss kodnnte moglicherweise die bekannte
Ausbildung von Aggregaten des expandierten Ataxin-3 Proteins sein. In diesen
Aggregaten befindet sich auch die nicht expandierte Form des Proteins (Schmidt
et al.,, 1998). Dies konnte wiederum, je nachdem wie viel nicht expandiertes
Protein mit ausfallt, zu Schwankungen bei den Messwerten und
dementsprechend einem niedrigeren r2-Wert fihren. Ein weiterer die Messungen
beeinflussender Aspekt konnte eine mdgliche Konformationsdnderung des
Proteins durch die Expansion sein, wodurch einer der beiden oder sogar beide
Antikdrper, die flur den Assay verwendet werden, nicht mehr richtig am Protein
binden kénnen. Ein Blick auf die Bindungsstellen der beiden Antikdrper gibt
hierzu jedoch keine direkte Erklarung. Der 1H9 Antikdrper bindet an die
Aminosauren 112 bis 249 des Ataxin-3 Proteins und der N-term Antikdrper an die
Aminosauren 1 bis 215 (vgl. Abschnitt 2.5). Somit binden beide Antikdrper vor
dem von einer moglichen Expansion betroffenen PolyQ-Bereich des Proteins, der
erst mit Aminosaure 292 beginnt (https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/4287
Isoform NM_004993.6 — NP_004984.2, erstbeschrieben durch (Paulson and
Shakkottai, 1993);).

Das Verédnderungen eines Proteins eine Auswirkung auf eine Messmethode

haben kdénnen, wird durch eine weitere Untersuchung im Rahmen dieser Arbeit
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unterstrichen. Auch in den TR-FRET-Assay zur Messung von Parkin wurden zwei
unterschiedliche Ausfihrungen des Proteins eingesetzt. Dazu wurden
Bakterienkultur-Homogenate hergestellt, die zum einen das wildtypische Parkin
ohne SNP an Basen-Position 1239 und dementsprechend AS-Position 380
(V380) und zum anderen Parkin mit einem SNP an dieser Position (L380)
Uberexprimiert enthalten (vgl. Abs. 2.3.3.3.4). Die beiden Varianten wurden
jeweils mit einer Proteinkonzentration von 5 und 50 pg/ul in den Assay eingesetzt.
Die Messungen ergaben in beiden Konzentrationen hohere Werte fur das
wildtypische Parkin (V380). Die Messwerte fur das Parkin L380 lagen nur bei
83,3% (50 pg/ul) bzw. sogar nur 66,8% (5 pg/ul) der Messwerte fur das
wildtypische Parkin V380. Dieser Unterschied konnte teilweise dadurch zu
Stande kommen, dass bei den Messungen Bakterienkultur-Homogenate
verwendet wurden, in denen die jeweilige Variante des Parkins Uberexprimiert
vorlag, jedoch auch andere Bestandteile der Bakterienzellen vorhanden waren.
Das Uberexprimierte Vorliegen der jeweiligen Parkin-Variante wurde zwar mithilfe
einer Gelelektrophorese bestatigt, dennoch kdnnten die restlichen Bestandteile
der Bakterienzellen die Bindung der Antikdrper am Protein beeinflussen. Eine
derart starke Abweichung der Messwerte fur die beiden Parkin-Varianten lasst
sich dartiber aber nur schwer erklaren. Eine weitaus plausiblere Erklarung daftr
liefert hier die Theorie der Konformationséanderung des Proteins durch den AS-
Austausch aufgrund des SNPs. Betrachtet man hierzu die Bindungsstellen der
Antikdrper Prk8-Tb (AS 399-465) und Parkin2-D2 (AS 250-350) und die Position
des SNPs (AS 380), ist festzustellen, dass der AS-Austausch von Valin zu
Leucin, der die Folge des SNPs ist, zwischen den Bindungsstellen der beiden
Antikorper liegt. Eine dadurch resultierende Konformationsanderung konnte die
Bindung der Antikorper oder den Energie-Transfer, der zur Messung mittels des
TR-FRET-Assays entscheidend ist, erschweren.

Generell kann die Konformation der Proteine die Proteinbestimmung (egal ob
Ataxin-3 oder Parkin) mittels TR-FRET-Assay beeinflussen. Beim TR-FRET-
Assay werden die Proteine nicht denaturiert wie beispielsweise bei einem
Western Blot und dementsprechend in ihrer natirlichen Konformation gemessen,

welche die Bindung der Antikorper prinzipiell erschweren kdnnte.

107



Die Reproduzierbarkeit der Assays wurde mittels Intra- und Inter-Platten-Test
nachgewiesen. Dabei wurde die gleiche Probe in zwei verschiedenen
Verdinnungen auf unterschiedlichen Positionen einer Platte (Intraplattentest)
und auf unterschiedlichen Platten (Interplattentest) gemessen. Fir die Messung
von Ataxin-3 wurde das Zellkultur-Homogenat mit Gberexprimiertem Ataxin-3
148Q in den Verdinnungen 1:4 und 1:16 verwendet. Das kommerziell
erworbene, rekombinante Parkin mit den Konzentrationen 5 pg/ul und 75 pg/pl
wurde fur die Messung von Parkin genutzt. Beim Intraplattentest fir die Messung
von full-length Ataxin-3 zeigten sich Variationskoeffizienten von 3,4 bis 4,3 %.
Auch der Interplattentest erbrachte akzeptable Variationskoeffizienten von 9,9 bis
11,2 %. Fur die Messung von Parkin ergaben sich Variationskoeffizienten von
4,85 bis 7,39 % im Intraplattentest und Variationskoeffizienten von 5,39 bis 6,30
% beim Interplattentest. Ahnliche Werte fiir den Intra- und Interplattentest konnte
Anna Kaucher fir die TR-FRET-Assays zur Messung von expandiertem Ataxin-
3 in lhrer Doktorarbeit nachweisen (Promotion Anna Kaucher). Die Messungen
von expandiertem Ataxin-3 zeigten Variationskoeffizienten von 4,85 bis 6,94 %
im Intraplattentest und 8,15 bis 13,91 % im Interplattentest. Verglichen mit
anderen hochsensitiven Messmethoden zur Proteinbestimmungen zeigen die
TR-FRET-Assays zur Proteinbestimmung in PBMCs eine hohe
Ubereinstimmung. Beispielweise werden beim SMC-Immunoassay zur
Proteinbestimmung von Ataxin-3 in Liquor und Serumplasma eine Intra-Assay-
Variabilitat von 9,2 + 3 % und eine Inter-Assay-Variabilitdt von sogar 29,3 £ 6 %

angegeben (Hubener-Schmid et al., 2021).

In Bezug auf die Anwendung der TR-FRET-Assays zur Bestimmung der Proteine
full-length Ataxin-3 und Parkin als mdgliche Biomarker sind klare Starken der
Assays offensichtlich. PBMCs sind gut und wenig invasiv zu gewinnen. Eine
Blutentnahme ist einfacher, schneller und mit weniger Komplikationen
durchfihrbar als zum Beispiel eine Liquorpunktion und wird h&aufig ohnehin bei
der Konsultation eines Arztes durchgefiihrt. CSF ware zwar n&dher am Hirn- und

Ruckenmarksgewebe und kdnnte dementsprechend Verdnderungen direkter
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anzeigen, jedoch wird Ataxin-3 ubiquitar exprimiert. Zudem werden in PBMCs im
Vergleich zu anderen Blutbestandteilen die hdchsten Proteinkonzentrationen
erwartet (Abb. 4.1.1).

Estimated protein expression log,, (ppm).
24 0 1 2 ? 4 5

Serum
Plasma
Monocyte
Meutrophil
B-lymphocyte
T-lymphocyte
CDA Tcells
CDETcells ————————
MK cells
Periph. blood mononuclear cells  —
Platelet

Abbildung 4.1.1: Erwartete Proteinmenge von Ataxin-3 in verschiedenen

Blutbestandteilen

Die Abbildung zeigt die zu erwartende Proteinexpression von Ataxin-3 in verschiedenen
Blutbestandteilen. Dabei ist die erwartete Expression von Ataxin-3 in PBMCs am hdchsten.
Bildquelle:  https://lwww.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ATXN3#expression, Stand
15.12.2021

Das Gewinnen und Lysieren von PBMCs aus Blut ist ein gut etabliertes
Verfahren, das schon lange in vielen Laboren routineméaRig durchgefihrt wird.
Daruiber hinaus ist die Menge an Blut, die zusatzlich entnommen werden muss,
gering, da nur geringe Proteinmengen zur Messung notwendig sind.
Dementsprechend ist auch die bendtige Antikbérpermenge gering. Dieser Fakt ist
angesichts der hohen Preise fir die Antikérper und die notwendige
Fluoreszenzmarkierung nicht zu vernachlassigen. Die Fluoreszenzmarkierung
birgt jedoch auch einen der Stérfaktoren der Messungen mittels der TR-FRET-
Assays. Sie macht die Antikdrper lichtempfindlich, weshalb eine hohe
Geschwindigkeit beim Pipettieren notwendig ist. Schnelles Pipettieren ist aber
auch notwendig, da die Bindung der Antikérper an den Proteinen auch
temperaturabhangig (bei 4°C) ist. In der Regel wird jedoch bei Raumtemperatur
gearbeitet, da es beim Pipettieren im Rahmen der TR-FRET-Assays eine ruhige
Hand braucht, um die teilweise sehr geringen Volumina (teils < 0,5 pl) sauber zu
verarbeiten. Demzufolge sind die Assays von der Pipettier-Routine des
Anwenders abhangig und es kann zu Unterschieden durch die bearbeitende
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Person kommen, da das Verfahren nicht Roboter-gestitzt ist. Um diese
maoglichen Stérfaktoren zu verringern, wurden die Proben im Duplikat gemessen.
Gelegentlich kam es zu hohen Abweichungen der Duplikate. Messungen von
Proben, bei denen die Abweichung der Duplikate Uber 10 % lag, wurden
wiederholt. Bei zukinftigen Anwendungen der TR-FRET-Assays zur
Proteinbestimmung ist dieses Vorgehen zu empfehlen. Des Weiteren mussen
auch die Gesamtproteinkonzentrationen, die zur Kalkulation der Messwerte
eingesetzt werden, beachtet werden. Bei zu hohen
Gesamtproteinkonzentrationen kénnen die gemessenen Werte falsch niedrig
sein. Bei hohen Gesamtproteinkonzentration ist davon auszugehen, dass auch
der Anteil anderer Zellbestandteile in den lysierten PBMCs hoch ist und dadurch
die Bindung der Antikdrper an den zu messenden Proteinen behindern kénnte.
Des Weiteren spielt hier auch der high-dose-Hook-Effekt eine Rolle. Der Anteil
der zumessenden Proteine an der Gesamtproteinkonzentration kann so hoch
sein, dass nicht gentigend Antikérper in dem Gemisch vorhanden sind, um alle
Proteinmolekile zu detektieren. Die beiden Antikdrper binden dann zwar an den
zu messenden Proteinen, aber nicht am selben Proteinmolekul, wodurch das zur

Messung notwendige Signal ausbleibt (Schiettecatte, 2012).

Zusammenfassend zeigen sich die TR-FRET-Assays zur Proteinbestimmung
von full-length Ataxin-3 und Parkin in PBMCs als robuste und hochsensitive
Messmethoden.

Die in diesem Abschnitt dargestellten Daten beziglich des TR-FRET-Assays zur
Messung von ldslichem full-length Ataxin-3 und expandiertem Ataxin-3 wurden
bereits in Zusammenarbeit mit meinem Arbeitskreis veroffentlicht (Gonsior et al.,
2021).

4.1.2 TR-FRET-Assays zur Proteinbestimmung in CSF und anderen
Biomaterialien

Die Messung des Erkrankungsproteins Ataxin-3 und seines direkten

Interaktionspartners Parkin ist nicht nur in PBMCs von Interesse fur die SCA3-

Forschung. Auch in anderen Biomaterialien kann die Bestimmung der beiden

Proteine ein wichtiger Ansatz bei der Untersuchung des Erkrankungsproteins und
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seiner Interaktionspartner in der Krankheitsprogression aber auch unter einer
maoglichen Therapie sein. Um zu Uberprifen, ob der TR-FRET-Assay auch in
anderen Biomaterialien einsetzbar ist, wurde in dieser Doktorarbeit das
Verfahren in CSF, IPSCs, Fibroblasten und humanem post-mortem Hirngewebe

untersucht.

Fir die Analyse von potenziellen Biomarkern in der SCA3 ist vor allem CSF
aufgrund seiner unmittelbaren Nahe zum Hirn- und Rickenmarksgewebe von
grol3em Interesse. Dementsprechend wurde im Rahmen dieser Doktorarbeit die
Anwendbarkeit des TR-FRET-Assays in CSF deutlich ausgiebiger Uberprift als
die Anwendbarkeit in IPSCs, Fibroblasten oder humanem Hirngewebe.

Die Entnahme von CSF ist zwar aufwendiger und invasiver als eine
Blutentnahme, jedoch wird sie im klinischen Alltag mittlerweile auch routinemafig
durchgefiihrt. Da die Proteine direkt in der CSF gemessen werden sollen,
entfallen die Zwischenschritte des Verfahrens, die bei anderen Biomaterialien
zwischen Entnahme des Biomaterials und der Quantifizierung der Proteine
durchgefiihrt werden missen. Das bedeutet, dass die Isolation und Lyse, die bei
der Proteinbestimmung in PBMCs notwendig ist, obsolet sind. Dadurch entsteht
fur die Anwendung des Verfahrens in CSF jedoch ein Problem. Zur Durchfiihrung
des TR-FRET-Assays bzw. zur Berechnung der Messwerte bedarf es Negativ-
und Positivkontrollen. Als Negativkontrolle bei der Messung in PBMCs wurde der
Puffer verwendet, der bei der Lyse der PBMCs zum Einsatz kommt. Dieser kann
jedoch nicht als Negativkontrolle bei der Messung in CSF verwendet werden, da
eine Lyse der CSF-Probe nicht erforderlich ist. Um eine Negativkontrolle zu
generieren, wurde zunachst ein Ansatz ahnlich zu bereits publizierten Studien
gewahlt (Bidinosti et al., 2012, Wild et al.,, 2015). Den CSF-Proben wurden
verschiedene Substanzen hinzugeflgt, die anschlieend als Negativkontrolle
genutzt werden sollten. Insgesamt wurden drei verschiedene Pufferansatze
getestet. Zun&chst wurden die Pufferansatze nur in den TR-FRET-Assay zur
Bestimmung von Ataxin-3 eingesetzt. Jedoch konnte keiner der Anséatze

Uberzeugen. Bei den Messungen waren die Unterschiede zwischen CSF-Proben
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und den verschiedenen Pufferansatzen sehr gering. Teilweise waren die fur die
Pufferanséatze erhobenen Werte sogar héher als die der CSF-Proben.

Bei einem weiteren Ansatz, der ebenfalls an die Publikation von Bidinosit et al.
angelehnt war, wurde versucht einer pooled human donor CSF-Probe das zu
messende Protein Ataxin-3 zu entfernen (Bidinosti et al., 2012). Die auf diesem
Weg (vgl. 3.2.3) von Ataxin-3 bereinigte CSF-Probe (in dieser Doktorarbeit
Kalibrationsmatrix genannt) hétte anschlieend als Negativkontrolle dienen
sollen. Leider war es uns nicht moglich, trotz verschiedener Protokolle und
Adaptionen eine solche Kalibrationsmatrix herzustellen. Die gemessenen Werte
der nativen CSF-Probe und die der Kalibrationsmatrices waren nahezu gleich.
Bei diesem Ansatz konnte aber gezeigt werden, dass Ataxin-3 in CSF-Proben
vorhanden sein muss. Das aus den pooled human donor CSF-Proben entfernte
Ataxin-3 wurde mit in den TR-FRET-Assay eingesetzt und zeigte deutlich héhere
Ataxin-3 Messwerte als die native CSF-Probe oder die Kalibrationsmatrices. Dies
wird auch von neuen Studien bestatigt. Mit einem SMC-Immunoassay war es
moglich, Ataxin-3 in sehr niedrigen Konzentrationen
(Konzentrationsmessbereich des SMC-Immunoassays 0,252 — 427,695 pg/ml) in
CSF und Plasma nachzuweisen (Hubener-Schmid et al., 2021). Bei der
Etablierung dieses Immunoassays wurde rekombinantes nicht-expandiertes
(15Q) als auch expandiertes (62Q) Ataxin-3 eingesetzt und festgestellt, dass der
Assay spezifisch mutiertes Ataxin-3 erkennt. Hibener-Schmid und Kollegen
haben ebenfalls gezeigt, dass expandiertes Ataxin-3 in CSF-Proben von SCAS3-
Patienten und praataktischen Mutationstragern nicht jedoch von gesunden
Kontrollprobanden nachweisbar ist. Fur die gemessenen Konzentrationen von
expandiertem Ataxin-3 in Plasma konnte sogar eine Korrelation zu den klinischen
Parametern SARA und AAO festgestellt werden (Hubener-Schmid et al., 2021).
Ahnliche Ergebnisse und Zusammenhénge sind in einer anderen Publikation
ebenfalls zu finden. Darin wurde eine Meso Scale Discovery (MSD)-Assay
verwendet, um expandiertes Ataxin-3 in CSF und Plasma zu messen (Prudencio
et al.,, 2020). Darin werden mittlere Proteinkonzentrationen von expandiertem
Ataxin-3 in CSF-Proben von SCA3-Patienten mit 0,13 pg/ul und in Plasma-
Proben von SCA3-Probanden mit 1,28 pg/ul angegeben (Prudencio et al., 2020).
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Vergleichend wurden bei den beiden Verfahren demzufolge unterschiedliche
Proteinkonzentrationen in CSF und Plasma (MSD im niedrigen pg/ul-Bereich,
SMC im niedrigen pg/ml-Bereich) von SCA3-Patienten festgestellt. Ursache dafir
konnten die Antikorper sein, die bei den Verfahren genutzt werden. Beide
Messmethoden nutzen zwar jeweils zwei Antikorper, wovon einer der Ataxin-3
spezifische 1H9-Antikorper ist, jedoch unterscheidet sich der jeweils zweite
Antikorper, der im polyQ-Bereich des Ataxin-3 Proteins bindet.

Diese sehr niedrigen Proteinkonzentrationen von Ataxin-3 in CSF oder Plasma
(im pg/ul- bzw. pg/ml-Bereich) verglichen mit dem Konzentrationsmessbereich
des etablierten TR-FRET-Assays fur Ataxin-3 in PBMCs (0,25 — 500 ng/ul) lassen
darauf schliel3en, dass es mit einem TR-FRET-Assay nicht moglich ist, Ataxin-3
in CSF zu quantifizieren. Dies wird durch die erfolglosen Versuche der
Etablierung der Messung mittels eines TR-FRET-Assays in dieser Doktorarbeit
bestétigt.

Ob Parkin in CSF mittels eines TR-FRET-Assay nachgewiesen werden kann,
wurde in dieser Doktorarbeit nicht Uberprift. Geht man davon aus, dass Parkin
in einer ahnlichen Konzentration in CSF vorliegt wie Ataxin-3 und betrachtet den
Konzentrationsmessbereich des TR-FRET-Assays fur Parkin in PBMCs (1 — 100
pg/ul), ist es denkbar, dass eine Quantifizierung von Parkin in CSF mittels TR-

FRET-Assay moglich ware.

Um generell zu testen, ob der TR-FRET-Assay zur Proteinbestimmung in
anderen Biomaterialien anwendbar ist, wurden in dieser Doktorarbeit die Proteine
full-length Ataxin-3 und Parkin in IPSCs, Fibroblasten und humanem post-
mortem Hirngewebe untersucht. Die Wahl der Biomaterialien wurde maf3geblich
von der Verfugbarkeit der Materialien in unserem Institut beeinflusst. Dartber
hinaus koénnte die Quantifizierung der beiden Proteine in diesen Biomaterialien
auch  weitere  Erkenntnisse  beispielsweise  uber Therapien bzw.
Therapiekontrollen (IPSCs und Fibroblasten) oder den Ablauf der Erkrankung
(humanes Hirngewebe) liefern.

Betrachtet man die ATXN3-Gen Expression, wie sie im GTex-Portal in den drei

Biomaterialien beschrieben ist ((Consortium, 2013), GTEx Analysis Release V8
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(dbGaP Accession phs000424.v8.p2), https://gtexportal.org/home/gene/ATXN3,
Stand 14.12.2021), dann war zu erwarten, dass in allen drei Biomaterialien
Ataxin-3 zu quantifizieren ist (Abb. 4.1.2). Dies konnte durch die
Proteinbestimmung von full-length Ataxin-3 mittels TR-FRET-Assay bestatigt

werden.

Bulk tissue gene expression for ATXN3 (ENSG00000066427 21)

Abbildung 4.1.2: Gen-Expression von ATXNS3 in ausgewahlten Biomaterialien
Die Abbildung zeigt die Gen-Expression von ATXNS in verschiedenen Strukturen des Gehirns
(gelb) und der Haut (blau und grau) bzw. aus der Haut kultivierten Fibroblasten (ttrkis).
Bildquelle: https://gtexportal.org/home/gene/ATXN3, Stand 14.12.2021

Zusatzlich konnten in allen drei Biomaterialien bei Kontrollprobanden héhere full-
length Ataxin-3 Konzentrationen als bei SCA3-Probanden festgestellt werden.
Ein moglicher Erklarungsansatz dafir ist die Bildung von unldslichen Aggregaten
in humanem Hirngewebe bei PolyQ-Expansionserkrankungen (Legleiter et al.,
2010, Adegbuyiro et al., 2017). Die Menge an Ataxin-3, die in Aggregaten
ausgefallen ist, ist nicht mehr l6slich und steht demzufolge der Quantifizierung
mittels TR-FRET-Assay in humanem Hirngewebe nicht zur Verfigung. Dieser
Ansatz kann fur IPSCs und Fibroblasten jedoch nicht herangezogen werden, da
bisher keine Aggregate in IPSCs und Fibroblasten nachgewiesen werden
konnten. Die dennoch verringerten Konzentrationen von full-length Ataxin-3 bei
SCA3-Patienten kénnte man jedoch mit einer méglichen Umverteilung der
Proteine innerhalb des Korpers erklaren. Durch den Ausfall von Ataxin-3 in
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Aggregaten im Hirngewebe ist es denkbar, dass der Korper als
Gesamtorganismus keine ausreichenden Mengen des Proteins zur Verfligung
hat und das vorhandene Protein so umverteilt, dass vor allem die
Uberlebenswichtigen Organe und Zellen genug davon haben. Vorausgesetzt,
dass Ataxin-3 in anderen Zellen wichtiger ist als in Fibroblasten, ware eine solche
Umverteilung des Proteins eine mogliche Erklarung fir die verringerten
Konzentrationen von full-length Ataxin-3 in IPSCs und Fibroblasten bei SCA3-
Patienten.

Bei der Bestimmung von Parkin in IPSCs, Fibroblasten und humanem
Hirngewebe zeigten sich eher kontroverse Ergebnisse. Bei der Betrachtung der
Gen-Expression von PARK2, , wie sie im GTex-Portal in den drei Biomaterialien
beschrieben ist ((Consortium, 2013), GTEx Analysis Release V8 (dbGaP
Accession phs000424.v8.p2), https://gtexportal.org/home/gene/PARK2, Stand
14.12.2021), ist ebenfalls zu erwarten, dass das Protein Parkin in den drei

Biomaterialien zu quantifizieren ist (Abb. 4.1.3).

Bulk tissue gene expression for PARK2 (ENSG00000185345.18)
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Abbildung 4.1.3: Gen-Expression von PARK2 in ausgewahlten Biomaterialien
Die Abbildung zeigt die Gen-Expression von PARK2 in verschiedenen Strukturen des Gehirns
(gelb) und der Haut (blau und grau) bzw. aus der Haut kultivierten Fibroblasten (turkis).
Bildquelle: https://gtexportal.org/home/gene/PARK?2, Stand 14.12.2021

In IPSC konnte Parkin sowohl bei den Kontrollprobanden als auch bei den SCA3-

Patienten mittels TR-FRET-Assay nachgewiesen werden. Dabei zeigten sich bei
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den SCA3-Patienten hohere Werte als bei den Kontrollprobanden. Uber die
Ursache dafur lasst sich an dieser Stelle nur spekulieren. Méglicherweise wird
die Parkin-Produktion als Gegenregulation zur verminderten Ataxin-3
Konzentration bei SCA3-Patienten bzw. generell als Gegenregulation zu den
SCA3-Erkrankungsprozessen im Korper erhoht.

In Fibroblasten war es mit dem TR-FRET-Assay nicht eindeutig méglich sowohl
bei Kontrollprobanden als auch bei SCA3-Patienten das Protein Parkin zu
quantifizieren. Eine mdgliche Erklarung daftr liefert die Betrachtung der Gen-
Expression von PARK2 in Fibroblasten, die aus Haut kultiviert wurden, und der
Haut selbst (Abb. 4.1.2). Durch die Kultivierung von Fibroblasten sinkt
anscheinend die PARK2-Expression und demzufolge vermutlich auch die
Produktion von Parkin. Da die Fibroblasten-Proben, die zur Proteinbestimmung
von Parkin in dieser Doktorarbeit eingesetzt wurden, ebenfalls zuvor kultiviert
wurden, kénnte die darin enthaltene Proteinkonzentrationen so gering sein, dass
sie mittels des TR-FRET-Assays nicht nachgewiesen werden kdnnen.

In humanem Hirngewebe zeigten sich bei der Proteinbestimmung von Parkin
kontroverse Ergebnisse. Wéahrend bei den Kontrollprobanden Parkin eindeutig
nachgewiesen werden konnte, zeigte sich bei den SCA3-Patienten eine starke
Streuung der Werte von nicht messbar bis sogar hdher als bei den
Kontrollprobanden. Hierzu lasst sich wieder nur spekulieren, da weitere Daten zu
den Gewebespendern fehlen. Méglicherweise war die Erkrankung bei den SCA3-
Patienten unterschiedlich weit fortgeschritten. Die Gewebeproben mit hohen
Parkin-Konzentrationen kdnnten zum Beispiel von einem Patienten stammen,
der relativ frisch erkrankt war und dementsprechend noch ahnliche Parkin-
Konzentrationen wie die Kontrollprobanden aufweisen, wahrend die
Gewebeproben mit nicht messbaren Parkin-Konzentrationen von einem
Patienten stammen, der schon langer an der Erkrankung gelitten hat. Ein anderer
Erklarungsansatz konnte auch das Alter der Kontrollprobanden und Patienten
sein. Davon ausgehend, dass die Kontrollprobanden eher &ltere Menschen
waren, konnten die Gewebeproben mit den ahnlich hohen Parkin-
Konzentrationen ebenfalls eher alter gewesen sein. Im Gegensatz dazu kénnten

dann die Gewebeproben mit den nicht messbaren Parkin-Konzentrationen von
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jungeren SCA3-Patienten stammen. Es ware aber auch denkbar, dass die
Gewebeproben mit den niedrigen oder nicht messbaren Parkin-Konzentrationen
von SCA3-Patienten stammen, die zusatzlich zu den typischen SCA3-
Symptomen einen Parkinsonismus aufweisen und dementsprechend dem erst
spater beschriebenen Subtyp 4 der SCAS3-Erkrankung (Paulson, 2007)
zuzuordnen sind. Eine Mutation im PARK2-Gen und ein demzufolge fehlerhaftes
Protein Parkin wurden bereits mit der erblichen Form und einem friihen Beginn
der Parkinson-Erkrankung in Verbindung gebracht (Kitada et al., 1998, Lohmann
et al., 2003). Nicht vorhandenes Parkin bzw. eine verringerte Parkin-
Konzentration kénnte ahnliche Auswirkungen wie fehlerhaftes Parkin haben und
dadurch den Parkinsonismus, der bei einigen SCA3-Patienten beobachtet

werden kann, erklaren.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass der TR-FRET-Assay zur
Proteinbestimmung von full-length Ataxin-3 und Parkin in weiteren Biomaterialien
anwendbar ist. Entscheidend ist letztlich die zu erwartende Proteinkonzentration
in den einzelnen Biomaterialien. Darliber hinaus ist der TR-FRET-Assay zur
Proteinbestimmung in PBMCs einfacher an Biomaterialien anpassbar, die Zellen
enthalten, die zuerst lysiert und somit aufgeschlossen werden missen. Dadurch
kann eine ggf. aufwendige Herstellung einer bendtigten Negativkontrolle
umgangen werden. Insgesamt bedarf es zur Anwendung des TR-FRET-Assays

in weiteren Biomaterialien jedoch noch tiefergehende Etablierungsarbeit.

4.2 Analyse der klinischen Parameter mit den Messergebnissen

4.2.1 Analyse der klinischen Parameter

Bei der Analyse der klinischen Parameter konnten bereits in der Literatur
beschriebene Zusammenhange bestatigt und weitere Tendenzen aufgezeigt
werden. Auf diese soll nun im folgenden Kapitel ndher eingegangen werden.
Zunachst muss jedoch festgestellt werden, dass die Kohorte mit 98 vollstadndigen
Datensatzen gerade fir eine seltene Erkrankung wie die SCA3 absolut

akzeptabel ist. Andere Kohorten, die sich ebenfalls mit den Spinozerebellaren
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Ataxien (SCAL, 2, 3 und 6) beschéftigen, beinhalten &hnliche Fallzahlen wie
beispielsweise die EUROSCA-Kohorte (insgesamt 525 Patienten davon 139 mit
SCA3) (Diallo et al., 2018) oder die RISCA-Kohorte (insgesamt 252 Patienten
davon 46 mit SCA3) (Jacobi et al., 2013b). Auch wenn diese Kohorten aus
verschiedenen Landern Patienten rekrutieren, sind sie jedoch teilweise dennoch
zu klein, um tendenziell aufgezeigte Zusammenhéange als signifikant bezeichnen
zu konnen. Die GrolRe der Kohorte erschwert auch das nach bestimmten
Vorgaben gematchte Vergleichen der Daten. Beispielsweise ist es nicht mdglich
Kontrollprobanden mit praataktischen Mutationstrdgern oder SCA3-Patienten
nach dem Alter gematcht zu vergleichen, da die Kontrollprobanden im Durschnitt
11 Jahre alter sind als die praataktischen Mutationstréager und diese wiederum
10 Jahre junger als die SCA3-Patienten sind. Zusatzlich sind die Gruppen auch
unterschiedlich gro3 und einzeln betrachtet (insbesondere die Gruppe der
praataktischen Mutationstrager mit n=8) einfach zu klein. Griinde dafur liegen auf
der Hand. Kontrollprobanden sind neben den Lebenspartnern von SCAS3-
Patienten, die dementsprechend meist ahnlich alt sind, h&ufig im Vergleich zu
den SCA3-Patienten (junge) Mitarbeiter der an ESMI beteiligten Institute
gewesen. Die praataktischen Mutationstrager sind in der Regel jlngere
Angehdrige von SCA3-Patienten gewesen und generell auch logischerweise
junger als die SCA3-Patienten, da die Erkrankung erst im Durchschnitt zwischen
dem 30. und 40. Lebensjahr ausbricht (Sequeiros and Coutinho, 1993). Fir diese
Gruppe weitere Personen zu finden, ist aul3erst schwierig, da Angehérige von
SCA3-Patienten je nach Verwandtschaftsgrad bei einer autosomal-dominanten
Vererbungsweise mit einer Wahrscheinlichkeit von maximal 50 % ebenfalls die
Mutation in sich tragen. Da die SCA3 zu den sehr seltenen Erkrankungen z&hlt
und die Pravalenz bei 1-9 von 100 000 liegt (Klockgether et al., 2019), ist es eher
selten die Mutation bei einem Menschen, der nicht mit einem SCA3-Patienten
verwandt ist, zu finden.

Da die SCA3 autosomal dominant vererbt wird und bisher in der Literatur keine
geschlechtsspezifischen Unterschiede fir SCA3 Patienten beschrieben sind,
wurden zunéchst das Alter bei Probenentnahme, AAO, SARA- und INAS-Score

dahingehend analysiert. Dabei konnten keine geschlechterspezifischen
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Unterschiede festgestellt werden. Eine tiefergehende Analyse ist bei der GrélRe
dieser Kohorte jedoch nicht mdglich. Interessant wére beispielsweise eine
Betrachtung des Krankheitsverlaufs getrennt nach Geschlechtern und AAO
anhand von SARA, INAS oder CSDP. Eine Aufteilung dieser Kohorte nach
Geschlecht und AAO ergibt leider zu kleine GruppengroéfRen, um aussagekraftige
Vergleiche ziehen zu kénnen. Hierzu bedarf es einer gré3eren Kohorte.

Da ESMI eine Kohorte darstellt, welche in verschiedenen européischen Landern
rekrutiert wird, und fiir nachfolgende (Therapie)-Studien die Kohorte moglichst
homogen sein sollte, wurde zu Beginn dieser Arbeit analysiert, ob sich die
Einzelkohorten der unterschiedlichen europaischen Partner unterscheiden. Ein
erster signifikanter Unterschied zeigte sich bei der Analyse von Alter bei
Probenentnahme, AAO, SARA- und INAS-Score getrennt nach den einzelnen
erfassenden Zentren (Bonn, Coimbra, London und Tubingen). Wahrend die
Parameter Alter bei Probenentnahme, AAO und SARA-Score keine klaren
Zentren-spezifischen Unterschiede aufwiesen, zeigten sich beim INAS-Score
signifikant hohere Werte fur SCA3-Patienten, die in London erfasst wurden, im
Vergleich zu SCA3-Patienten, die in Bonn oder Coimbra erfasst wurden. Eine
maogliche Erklarung dafir konnte die Abhangigkeit des INAS-Scores von der
erhebenden Person sein. Wie bei nahezu allen klinischen Untersuchungen wird
der Patient auch beim INAS-Score gréf3tenteils subjektiv und von einer Person
beurteilt. Die SCA3-Patienten in London kdnnten etwas strenger beurteilt worden
sein und demzufolge mit einem hoéheren Wert fir den INAS-Score bepunktet
worden sein. Mdglicherweise hatte ein in London erfasster SCA3-Patient von
einem Untersucher aus Bonn oder Coimbra einen niedrigeren INAS-Score
erhalten. Neben dieser Abhangigkeit des INAS-Scores vom Untersucher sind
aber auch andere Einflisse denkbar. Ein SNP, der gehauft bei SCA3-Patienten
in London auftritt, kdnnte beispielsweise bei SCA3-Patienten zu starker
ausgepragten nicht-ataktischen Symptomen und damit zu hoheren Werten beim
INAS-Score fihren. Da im Rahmen dieser Doktorarbeit die Sequenzierung von
moglichen SNPs nicht im Vordergrund stand und dementsprechend nur 21
SCA3-Patienten diesbeziglich untersucht wurden, kann hierzu jedoch keine

genauere Analyse erfolgen. Des Weiteren kénnten aul3ere Einfliisse wie Lifestyle
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(z.B. Ernahrung) oder Umwelteinfliisse (z.B. Wetter/Klima) die Auspragung nicht-
ataktischer Symptome beeinflussen. Dass der Lifestyle einen Einfluss auf
ataktische Symptome in der ESMI-Kohorte und damit in SCA3-Patienten haben
kann, wurde bereits gezeigt (Hengel et al., 2021). Interessanterweise weisen
dabei Patienten mit einem hdheren Alkoholkonsum oder héherem Body Mass
Index (BMI) einen niedrigen SARA-Score auf (Hengel et al., 2021). In einer Studie
zu Fibromyalgie konnte gezeigt werden, dass das Wetter sowohl Schmerzen als
auch das emotionale Befinden und die damit zusammenhangende
Wahrnehmung der Symptome beeinflussen kann (Fagerlund et al., 2019). Ein
ahnlicher Zusammenhang von Wetter und nicht-ataktischen Symptomen bzw.
deren Wahrnehmung konnte die Zentren-spezifischen Unterschiede beim INAS-
Score ebenfalls, zumindest teilweise, erklaren. Zur genaueren Analyse eines
solchen Zusammenhangs wird jedoch eine gezieltere Datenerhebung bendtigt.

Beim Betrachten des SARA-Scores aufgeteilt nach Kontrollprobanden,
praataktischen Mutationstragern und SCA3-Patienten wurde gezeigt, dass der
SARA-Score von SCA3-Patienten erwartungsgemal signifikant hoher ist als der
von Kontrollprobanden und praataktischen Mutationstragern. Es wurde jedoch
auch festgestellt, dass auch praataktische Mutationstrager einen signifikant
hoéheren SARA-Score aufweisen als Kontrollprobanden. Als prasymptomatische
Mutationstrager werden Personen bezeichnet, die die Mutation tragen, bei denen
jedoch aus subjektiver Patientensicht die Erkrankung noch nicht ausgebrochen
ist. Hingegen werden als praataktische Mutationstrager Probanden mit einen
SARA-Score von > 2.5 SARA-Punkten bezeichnet. Somit lassen sich anhand des
SARA-Scores in prasymptomatischen Mutationstrdgern bereits vor dem
subjektiven Erkrankungsbeginn erste leichte ataktische Symptome feststellen.
Theoretisch kénnte man daher Uber den Zeitpunkt des Erkrankungsbeginns
diskutieren (aktuell ab SARA-Score von 3). Der Unterschied zwischen
praataktischen Mutationstragern und Kontrollprobanden ist zwar signifikant, aber
sehr gering (Differenz von 0,5 Punkten im Durchschnitt). Dieser halbe Punkt kann
jedoch bei einer Untersuchung wie der Erhebung des SARA-Scores, der sowohl
vom Untersucher als auch von der Tagesform des Untersuchten abhangig ist,

zuféllig sein. Auch das Alter der untersuchten Person hat einen Einfluss auf den
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SARA-Score. Altere Personen weisen im Durchschnitt einen hoheren SARA-
Score auf als jungere. Dieser Fakt wirde wiederum dafursprechen, dass der
Unterschied zwischen praataktischen Mutationstragern und Kontrollprobanden
kein Zufall ist, da die Kontrollprobanden im Durchschnitt 11 Jahre alter sind als
die praataktischen Mutationstrager und demzufolge eher hohere SARA-Scores
zeigen mussten. Grundsatzlich konnten die praataktischen Mutationstrager auch
kurz vor ihrem jeweiligen AAO stehen, was ebenfalls daflrsprechen wirde, dass
der festgestellte Unterschied nicht zufallig ist. Dartber hinaus ist die Gruppe der
praataktischen Mutationstrager sehr klein (n=8). Bereits wenige weitere
Personen in dieser Gruppe kénnten den aktuell signifikanten Unterschied zu den
Kontrollprobanden wieder egalisieren. Eine Diskussion Uber den
Erkrankungsbeginn sollte demnach erst gefuhrt werden, wenn dieser signifikante
Unterschied auch in einer groReren Kohorte Bestand hat.

Fur die SCA3 ist schon langer bekannt, dass die Anzahl der CAG-
Wiederholungen in der DNA von SCA3-Patienten (mutCAG-Anzahl) umgekehrt
proportional mit dem AAO und proportional mit der Auspragung der Erkrankung
korreliert (Durr et al.,, 1996). Diese Zusammenhdnge konnten in dieser
Doktorarbeit und damit der untersuchten ESMI-Kohorte bestétigt werden. Beim
Vergleich von AAO mit der mutCAG-Anzahl zeigte sich eine inverse Korrelation
und bei einer Gruppeneinteilung (MutCAG-Anzahl <= 65, 66-70 und >70) ein
signifikant  fallender AAO bei steigender mutCAG-Anzahl. Dieser
Zusammenhang konnte auch in den EUROSCA- und RISCA-Kohorten
nachgewiesen werden (Tezenas du Montcel et al., 2014). Der Vergleich von der
mutCAG-Anzahl mit der Auspragung und dem Progress der Erkrankung erfolgte
anhand der klinischen Parameter SARA-, INAS-Score und CSDP. Wéahrend sich
zwischen dem AAO und dem SARA- bzw. INAS-Score nur eine sehr schwache
lineare Korrelation ohne Signifikanz zeigte, wurde zwischen AAO und CSDP eine
schwache lineare Korrelation festgestellt, die bei einer Gruppeneinteilung
(mutCAG-Anzahl <= 65, 66-70 und >70) sogar signifikant war. In der EUROSCA-
Kohorte konnte zwar ein Anstieg des SARA-Score bei SCA3-Patienten im Verlauf
der Erkrankung gezeigt werden, jedoch wurden keine den Progress

beeinflussenden Faktoren identifiziert (Jacobi et al., 2015). Dennoch konnte in
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dieser Publikation zumindest fir andere Spinozerebellare Ataxien (SCA1,2 und
6) Faktoren, die den Anstieg des SARA-Scores beeinflussen, identifiziert werden.
Fir die SCA1 war es unter anderem eine hohere mutCAG-Anzahl. Bei der SCA2
war einer der Faktoren ein friherer Erkrankungsbeginn (Jacobi et al., 2015). In
dieser Doktorarbeit wurde fir die SCA3 ebenfalls ein méglicher Zusammenhang
zwischen dem AAO und dem SARA-, INAS-Score oder CSDP untersucht. Bei
den Analysen zeigte sich lediglich eine sehr schwache lineare Korrelation ohne
Signifikanz sowohl zwischen AAO und SARA-Score als auch zwischen AAO und
INAS-Score. Beim Vergleich von AAO und CSDP konnten hingegen keine
Unterschiede festgestellt werden. In Summe sprechen diese Ergebnisse dafr,
dass das AAO den Progress der SCA3-Erkrankung nicht entscheidend
beeinflusst. Aber auch hier wirde eine grofRere Kohorte genauere Analysen

ermdglichen.

4.2.2 Full-length Ataxin-3 als mdglicher Biomarker in der SCA3

Um zu Uberprifen, ob das full-length Ataxin-3 als mdglicher molekularer
Biomarker in der SCA3 einsetzbar ist, wurden die gemessenen AFc-Werte fur
das l6sliche full-length Ataxin-3 in PBMCs mit den Kklinischen Parametern
verglichen. Zu Beginn der Analyse wurde ein méglicher Einfluss des Geschlechts
oder des erfassenden Zentrums ausgeschlossen. Es zeigten sich weder
geschlechtsspezifische noch dem erfassenden Zentrum zuzuordnende
Unterschiede bei den AFc-Werten fur das losliche full-length Ataxin-3. Ein Grund
daflr, dass das erfassende Zentrum keinen Einfluss auf den gemessenen Wert
hat, kbnnte die hohe Standardisierung der Entnahme der Biomaterialien im
Rahmen des ESMI-Projektes sein. Bei diesen ersten Auswertungen zeigten sich
jedoch schon einige teilweise deutliche Ausrei3er der gemessenen Werte. Diese
deutlichen Ausreil3er konnten bei der Einteilung der gemessenen Werte nach
Kontrollprobanden, praataktischen Mutationstrdgern und SCA3-Patienten alle
(zumindest Uber einem AFc=100) den SCA3-Patienten zugeordnet werden. Bei
dieser Einteilung zeigten sich ansonsten keine Unterschiede in den gemessenen

full-length Ataxin-3 Proteinlevel zwischen den verschiedenen Gruppen.

122



Bei der Betrachtung der gemessenen AFc-Werte fir das losliche full-length
Ataxin-3 bei den SCA3-Patienten im Vergleich mit dem AAO zeigten sich weder
Tendenzen noch klare Zusammenhange. Auch die deutlichen Ausrei3er der
gemessenen Proteinkonzentrationen verteilten sich auf verschiedene AAO. Ein
etwas anderes Bild zeigte sich beim Vergleich der gemessenen AFc-Werte fir
das l6sliche full-length Ataxin-3 mit der Anzahl der CAG-Wiederholungen
(mutCAG-Anzahl). Zwischen den beiden Parametern konnte eine schwache
lineare Korrelation festgestellt werden, jedoch ohne Signifikanz. Dariiber hinaus
nahm die Streuung der AFc-Werte mit steigender mutCAG-Anzahl zu. Die
deutlichen Ausreil3er der gemessenen Proteinkonzentrationen fanden sich zum
Groliteil um eine mutCAG-Anzahl von ca. 70. Setzt man die Zusammenhéange
der AFc-Werte fur l6sliches full-length Ataxin-3 mit diesen statischen Parametern
in Kontext zu anderen moglichen Biomarkern in der SCA3, zeigen sich teilweise
Parallelen. Fir das losliche expandierte Ataxin-3 wurde in Anna Kaucher's
Doktorarbeit ebenfalls eine Zunahme der gemessenen AFc-Werte bei steigender
mutCAG-Anzahl festgestellt. Auch hier wiesen SCA3-Patienten mit einer
mutCAG-Anzahl um 70 die héchsten gemessenen Proteinkonzentrationen auf
(Promotion Anna Kaucher). Im Gegensatz dazu stehen jedoch die Ergebnisse fir
den Vergleich mit dem AAO. Wahrend fiur das l6sliche full-length Ataxin-3 in
dieser Doktorarbeit keine Zusammenhange mit dem AAO festgestellt wurden,
konnte Anna Kaucher in ihrer Doktorarbeit zeigen, dass die gemessenen
Proteinkonzentrationen fir das l6sliche expandierte Ataxin-3 bei einen niedrigen
AAO durchschnittlich hoher waren als bei einem mittleren AAO. Fir SCA3-
Patienten mit einem spaten AAO wurden hohe expandierte Ataxin-3-
Proteinkonzentrationen gemessen (Promotion Anna Kaucher, (Gonsior et al.,
2021)). Auch bei einem weiteren mdglichen Biomarker in der SCA3 zeigten sich
signifikante Zusammenhange. Bei SCA3-Patienten wurde bei steigender
MutCAG-Anzahl hohere Serumlevel der Neurofilament-Leichtketten (NfL)
gezeigt, die auch mit dem Fortschreiten der Erkrankung Bestand hatten (Wilke et
al., 2020). Das AAO kann anhand der NfL-Serumlevel sogar besser
vorausgesagt werden, da die NfL-Serumlevel bei praataktischen

Mutationstragern bis zum Erkrankungsbeginn hin ansteigen und bereits 7,5 Jahre
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vor Erkrankungsbeginn gegenitber gleichaltrigen, gleichgeschlechtlichen
Kontrollprobanden erhéht sind (Wilke et al., 2020).

In dieser Doktorarbeit wurde auch ein moglicher Zusammenhang der
gemessenen AFc-Werte fur das full-length Ataxin-3 mit der Auspragung und dem
Verlauf der Erkrankung untersucht. Dazu wurden die gemessenen Werte mit den
klinischen Parametern SARA-, INAS-Score und CSDP verglichen. Bei allen drei
Parametern wurde eine schwache lineare Korrelation ohne Signifikanz zu den
gemessenen AFc-Werte fir das l0sliche full-length Ataxin-3 festgestellt.
Zusatzlich wurde bei SARA- und INAS-Score die Streuung der gemessenen AFc-
Werte mit steigender Punktzahl des jeweiligen Scores groRer. Ahnliche
Ergebnisse zeigten sich fir das losliche expandierte Ataxin-3 als maoglichen
Biomarker in der SCA3. Fur den SARA- sowie INAS-Score wurden statistisch
signifikante lineare Korrelationen festgestellt (Promotion Anna Kaucher). Auch
der Vergleich der AFc-Werte fur das losliche expandierte Ataxin-3 in Gruppe
aufgeteilt nach dem SARA- bzw. INAS-Score bestatigte diese Zusammenhange.
Fur den CSDP konnten hingegen keine Zusammenhénge zu den AFc-Werten fur
das l6sliche expandierte Ataxin-3 gefunden werden (Promotion Anna Kaucher).
Auch fur die Neurofilament-Leichtketten (NfL) zeigten sich &hnliche
Zusammenhange. In zwei unabhangigen Studien wurde bei SCA3-Patienten eine
signifikante lineare Korrelation zwischen den NfL-Serumleveln und dem SARA-
Score festgestellt (Li et al., 2019, Wilke et al., 2020). In beiden Publikationen
wurde dartber hinaus gezeigt, dass die NfL-Serumlevel im Verlauf der
Erkrankung ansteigen und dieser Anstieg bereits in praataktischen
Mutationstragern nachweisbar ist (Li et al., 2019, Wilke et al., 2020).
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass es interessante Tendenzen und
Korrelationen zwischen klinischen Parametern und den gemessenen AFc-
Werten fur das l6sliche full-length Ataxin-3 gibt. Da jedoch andere maégliche
Biomarker deutlichere Zusammenhange vor allem mit den klinischen
Parametern, die den Krankheitsprogress beschreiben, aufweisen, bietet sich das
|6sliche full-length Ataxin-3 gemessen in PBMCs derzeit nicht als prognostischer
Biomarker an. Die beschriebenen Zusammenhéange sollten allerdings in einer

grol3eren oder weiteren unabhéngigen Kohorte und wenn mdglich longitudinal im
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Krankheitsverlauf erneut analysiert werden. Ebenso wére ein Einsatz als Marker
zur Beurteilung eines Therapieerfolges denkbar. Bei dem vielversprechenden
Therapieansatz des sogenannten ,diseases protein lowering“ (Evers et al., 2013,
Moore et al., 2017, McLoughlin et al., 2020, Martier et al., 2019) kdnnte
beispielweise die Messung des léslichen full-length Ataxin-3 in Kombination mit
der Messung des loslichen expandierten Ataxin-3 genutzt werden, um zu
Uberprufen, ob die expandierte Form des Erkrankungsproteins Ataxin-3
verringert wurde, aber zeitgleich das nicht-expandierte Ataxin-3 bestehen bleibt.
Generell gilt jedoch, um die Funktion eines Biomarkers erfillen zu kénnen,
missen die in dieser Doktorarbeit aufgezeigten Tendenzen und

Zusammenhange in einer grof3eren Kohorte bestatigt werden.

4.2.3 Parkin als moglicher Biomarker in der SCA3

Die beiden Proteine Parkin und Ataxin-3 sind direkte Interaktionspartner (Bai et
al., 2013). Ataxin-3 kann Parkin deubiquitinieren und so den Abbau von Parkin
beeinflussen. Expandiertes Ataxin-3 kann somit zu einem vermehrten Abbau von
Parkin fihren (Durcan and Fon, 2011). Das Auftreten eines Parkinsonismus in
einigen SCA3-Patienten konnte moglicherweise durch die Interaktion von Ataxin-
3 mit Parkin erklart werden (Durcan and Fon, 2013). Um zu tUberprufen, ob Parkin
als moglicher molekularer Biomarker in der SCA3 einsetzbar ist, wurden die
gemessenen AFc-Werte fur das losliche Parkin in PBMCs mit den klinischen
Parametern der analysierten SCA3 Mutationstrager und gesunden Kontrollen
verglichen. Auch hier wurde zunachst wie beim Vergleich der Messergebnisse
des loslichen full-length Ataxin-3 mit den erhobenen klinischen Parametern
Uberpruft, ob das Geschlecht oder das erfassende Zentrum einen Einfluss auf
die gemessenen Werte haben. Dabei zeigten sich fir mannliche Probanden
signifikant hohere AFc-Werte fir das l6sliche Parkin als fuir weibliche Probanden.
Bisher wurde in der Literatur ein solcher Unterschied nicht beschrieben, da die
Parkin-Proteinlevel bei SCA3-Patienten, aber auch bei Parkinson-Erkrankten
bisher kaum quantitativ gemessen wurden. Es ist jedoch bekannt, dass
Mutationen im PARK2-Gen, das flr das Protein Parkin kodiert, die juvenile Form

des Parkinsons verursacht (Kitada et al., 1998). In der Literatur zur Parkinson-
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Erkrankung werden ebenfalls  geschlechterspezifische  Unterschiede
beschrieben. Beispielweise werden in einer neuen Studie Unterschiede zwischen
Manner und Frauen unter anderem bei Beginn, Verlauf, Auspragung von
motorischen und nicht-motorischen Symptomen und dem generellen Risiko, an
Parkinson zu erkranken, identifiziert (Cerri et al., 2019). Da in verschiedenen
Modellen bereits gezeigt wurde, dass Parkin eine protektive Wirkung auf
Neuronen und Muskelzellen haben kann (Klein et al., 2006, Gouspillou et al.,
2018), kdnnten diese geschlechterspezifischen Unterschiede moglicherweise mit
den unterschiedlichen AFc-Werte fur das I6sliche Parkin, zumindest teilweise, in
Zusammenhang stehen. Interessanterweise scheint das erfassende Zentrum
auch eine Rolle zu spielen. Wéahrend die gemessenen Proteinkonzentrationen
des loslichen Parkins bei ménnlichen Probanden aus Bonn, Coimbra und London
hoher waren als die von weiblichen Probanden, zeigte sich fir Probanden aus
Tlbingen das Gegenteil. Ohne die Aufteilung nach dem Geschlecht waren die
gemessenen Proteinkonzentration von Probanden aus London signifikant h6her
als die von Probanden aus Tibingen (London 199 154, Tubingen 129 84). Was
dafur die Ursache sein konnte, ist schwer zu erklaren und rein spekulativ. Das
Unterschiede in der Verarbeitung der Proben ursachlich sein kdnnten, ist zwar
maoglich, aber aufgrund der hohen Standardisierung im Rahmen des ESMI-
Projektes bei der Gewinnung der Proben eher unwahrscheinlich. Zudem wurde
die Proteinbestimmung von allen Proben von einer Person durchgefihrt (mir).
Wie bereits in Abschnitt 4.2.1 erwahnt, konnen Umwelteinflisse und der Lifestyle
eine Auswirkung auf klinische Parameter haben. Ob sich solche Einflisse auch
auf Proteinlevel in einem Biomaterial wie PBMCs auswirken kénnen, ist unklar.
Klar ist jedoch, dass Umwelteinflisse und der Lifestyle Auswirkungen auf
biochemische Prozesse haben kann. Beispielsweise wird die Produktion von
Vitamin D im menschlichen Kérper maf3geblich von UV-Strahlen beeinflusst oder
eine Verédnderung des Lifestyles ist eine Behandlungsmoglichkeit bei z.B. einer
arteriellen Hypertonie oder Diabetes mellitus Typ 2. Es lieRen sich noch etliche
weitere solcher Zusammenhange aufzahlen. Daher ist es durchaus madglich,

dass die Erklarung fur die Zentrum-abhangigen Unterschiede bei den
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gemessenen Proteinkonzentrationen von Parkin in Umwelteinflissen, dem
Lifestyle oder der Erndhrung der Probanden liegt.

Bei der Betrachtung der statischen klinischen Parameter AAO und der Anzahl
der CAG-Wiederholung im Erkrankungsgen ATXN3 (mutCAG-Anzahl) im
Vergleich zu den gemessenen Proteinkonzentrationen von Parkin waren zwei
unterschiedliche Tendenzen erkennbar. Wahrend sich eine schwache inverse
Korrelation ohne Signifikanz zwischen dem AAO und den gemessenen AFc-
Werten zeigte, wurde zwischen der mutCAG-Anzahl und den gemessenen AFc-
Werten eine schwache lineare Korrelation festgestellt. Auch bei der Streuung der
gemessenen Proteinkonzentrationen zeigte sich ein umgekehrtes Verhalten der
beiden Parameter. Die Streuung der gemessenen Proteinkonzentrationen nahm
mit steigendem AAO ab, wéahrend sie bei steigender mutCAG-Anzahl zunahm.
Auch ein mdglicher Zusammenhang zwischen den gemessenen AFc-Werten fur
das losliche Parkin und der Auspragung bzw. dem Progress der Erkrankung
wurde in dieser Doktorarbeit untersucht. Dazu wurden die klinischen Parameter
SARA- und INAS-Score sowie der CSDP mit den gemessenen
Proteinkonzentrationen verglichen. Es zeigten sich interessante und fast schon
gegensatzliche Ergebnisse. Wahrend sich fir den SARA- und INAS-Score eine
schwache lineare Korrelation ohne Signifikanz zu den gemessenen
Proteinkonzentrationen zeigte, wurde fir die CSDP eine sehr schwache inverse
Korrelation ohne Signifikanz festgestellt. Da der SARA-Score im Verlauf der
SCA3-Erkrankung zunimmt (Jacobi et al., 2015), widersprechen sich die
steigenden AFc-Werte fur das l6sliche Parkin bei steigendem SARA-Score bei
eher fallenden Proteinkonzentrationen bei steigendem CSDP. Eine mogliche
Auflésung dieses Widerspruches konnte eine longitudinale Messung der AFc-
Werte fur das losliche Parkin in einer im Optimalfall noch grélReren Kohorte
erbringen.

Setzt man diese Ergebnisse fur den moéglichen Biomarker Parkin in Vergleich zu
anderen moglichen Biomarkern in der SCA3, sind wie fiur das full-length Ataxin-
3 hauptsachlich schwache Korrelationen ohne Signifikanz und Tendenzen
festzustellen. Wie bereits im Abschnitt 4.2.2 beschrieben, wurden hingegen flr

das l6sliche expandierte Ataxin-3 (Promotion Anna Kaucher, (Gonsior et al.,
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2021)) und die Neurofilament-Leichtketten (NfL) (Li et al., 2019, Wilke et al.,
2020) teilweise signifikante Zusammenhange und lineare Korrelationen zu den
klinischen Parametern gezeigt. Daher gilt auch fur das I6sliche Parkin in PBMCs,
dass es eine weiterfuhrende Analyse in einer grof3eren Kohorte, mdglichst auch
longitudinal betrachtend, braucht, um die in dieser Doktorarbeit aufgezeigten
Zusammenhange zu bestatigen. Dann koénnte Parkin moglicherweise als
Verlaufs-Biomarker in der SCA3 interessant werden. Um Parkin als
therapeutischen Biomarker in der SCA3 zu nutzen, sind zunachst weitere
grundlegende Untersuchungen notwendig. Bisher gibt es keine therapeutischen
Ansatze von denen bekannt ist, dass sie die Proteinkonzentration von Parkin
beeinflussen. An dieser Stelle ist vor allem die Proteinkonzentration von Parkin
bei SCA3-Patienten mit einem Parkinsonismus von grof3em Interesse.
Zusammenhange zwischen der Proteinkonzentration von Parkin und der
Auspragung eines Parkinsonismus (Paulson, 2007, Park et al., 2015) in diesen
SCA3-Patienten héatten nicht nur Auswirkung auf das Verstandnis der SCA3,
sondern koénnten auch fur andere neurodegenerative Erkrankungen, allen voran
dem Morbus Parkinson, neue Erkenntnisse bringen und neue Therapieansatze
aufzeigen. In dieser Doktorarbeit war es leider nicht mdglich, diesbeziiglich erste
grundlegende Analysen durchzufiihren, da aus den klinischen Daten, die fur die
Analyse innerhalb dieser Arbeit zur Verfligung standen, nicht klar hervorgeht,
welcher Patient zusatzlich an einem Parkinsonismus leidet. Hier waren vor allem
die einzelnen Unterpunkte des INAS-Scores wichtig, um mdgliche Parkinson-
Symptome einschatzen zu kdénnen. Fiur diese Doktorarbeit lagen jedoch nur die
totalen INAS-Scores vor. Aul3erdem waren Informationen tber die Medikation
der SCA3-Patienten (z.B. L-DOPA) nétig. Angenommen bei SCA3-Patienten, die
in London erfasst wurden, tritt ein Parkinsonismus haufiger auf als bei in
Tlbingen erfassten SCA3-Patienten, kdnnten so die Unterschiede bei den Parkin
Proteinlevel erklart werden. Sollte ein Parkinsonismus bei einem Geschlecht
haufiger vorkommen, ware auch dies eine mogliche Erklarung fir die
unterschiedlichen Proteinkonzentrationen bei Frauen und Mannern. Um

mogliche Zusammenhénge wie diese zu bestatigen, bedarf es einer gezielteren
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Datenanalyse im Hinblick auf das Erkennen und Erfassen eines Parkinsonismus

in einer idealerweise grol3eren Kohorte.

4.2.4 Einfluss von SNPs in ATXN3 und PARK2 auf die SCA3

Ein moglicher Einfluss von SNPs wurde in dieser Doktorarbeit bereits bei der
Etablierung des TR-FRET-Assays in Betracht gezogen. Aber auch der generelle
Einfluss von SNPs auf die SCA3-Erkrankung ist von grofem Interesse, da es
beispielsweise Ausreiler beim Erkrankungsbeginn oder bei dem Progress der
Erkrankung gibt, die man sich mit den bisher bekannten Zusammenhangen nicht
erklaren kann. Moglicherweise sind solche Ausreif3er mit SNPs in Verbindung zu
bringen. In dieser Doktorarbeit lag jedoch das Hauptaugenmerk auf anderen
Protein-Analysen von full-length Ataxin-3 und Parkin. Dementsprechend wurden
nur jeweils drei SNPs fur das ATXN3- und fur das PARK2-Gen in 32 Proben (8
Kontrollprobanden, 3 praataktische Mutationstragern, 21 ataktischen SCA3-
Patienten) untersucht. Aufgrund der geringen Probenanzahl und dem hier
durchgefiihrten Vergleich von SNPs, die auch in einem praataktischen Stadium
der Erkrankung vorhanden sind, wurden in dieser Analyse die praataktischen
Mutationstrager und die ataktischen SCA3-Patienten als Mutationstrager
zusammengefasst und als eine Gruppe betrachtet. Fir das ATXN3-Gen wurden
die drei SNPs GOS9TG/ASTG (AS 212), C®'GG/G*®'GG (AS 318) und
TACM8/TAALL8 (AS 361) ausgewahlt, da diese bereits zuvor identifiziert wurden
und dabei unterschiedliche Haufigkeiten der einzelnen SNPs bei SCA3-Patienten
und Kontrollprobanden festgestellt wurden (Goto et al., 1997). Fiur das PARK2-
Gen wurden die drei SNPs AG®1C/AA®LC (AS 167), G12°TA/C3TA (AS 380)
und G1?8IAT/AIZ8IAT (AS 394) ausgewahlt, da diese bereits durch Forschungen
in der eigenen Arbeitsgruppe identifiziert wurden (Masterarbeit Jonasz Weber,
(Lucking et al., 2003)). Fur alle SNPs gilt, dass bei Mutationstragern der
zweitgenannte Buchstabe die Variante des mutierten Allels beschreibt.

Bei Betrachtung der Ergebnisse fur das ATXN3-Gen zeigten sich fur alle drei
SNPs Unterschiede zwischen Kontrollprobanden und Mutationstragern. Fir den
SNP GS9TG/A®®TG (AS 212) konnte bei Kontrollprobanden nur die
Auspragungen A/G und G/G (jeweils 50%) festgestellt werden, wahrend bei
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Mutationstragern A/A, A/G und G/G vorkamen (A/A 20%, A/G 65% und G/G
15%). Das bedeutet, dass bei Kontrollprobanden 75% der nicht-mutierten Allele
die Variante G aufwiesen. Betrachtet man bei Mutationstrdgern das mutierte
Allele, zeigten sich &hnliche Prozentwerte (G 80%). Das nicht-mutierte Allel wies
bei Mutationstragern jedoch haufiger die Variante A auf (85%). Beim SNP
C®'GG/G%®'GG (AS 318) wurden bei Kontrollprobanden erneut nur zwei
Auspragung (C/C 40% und G/C 60%). Bei Mutationstrager wurden hingegen alle
vier Auspragungen nachgewiesen (C/C 15,38%, C/G 53,85%, G/C 15,38% und
G/G 15,38%). Betrachtet man fir diesen SNP die einzelnen Allele, zeigte sich
beim nicht-mutierten Allel bei Mutationstradgern und Kontrollprobanden ahnliche
Haufigkeiten (C haufiger als G). Im Gegensatz dazu wurde beim mutierten Allel
von Mutationstragern haufiger die Variante G als die Variante C nachgewiesen.
Bei diesen beiden SNPs fiihren die unterschiedlichen Varianten zum Austausch
einer Aminosaure im fertigen Protein Ataxin-3, was unterschiedliche Isoformen
des Proteins zur Folge hat. Inwiefern die hier aufgezeigten Unterschiede im
ATXN3-Gen zwischen Kontrollprobanden und Mutationstragern und den
dementsprechend unterschiedlichen Isoformen des Ataxin-3 einen Einfluss auf
die SCA3-Erkrankung haben, ist unklar. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
unterschiedliche Isoformen des Proteins Ataxin-3  unterschiedliche
physiologische, aber auch pathophysiologische Charakteristika aufweisen
(Weishaupl et al., 2019). Dabei wurde gezeigt, dass eine verkurzte Isoform des
Proteins Ataxin-3 haufiger die Expansion im PolyQ-Bereich des ATXN3-Gens
aufweist (Weishaupl et al., 2019). Der SNP TAC!18/TAA118 (AS 361) fihrt durch
den Einbau eines STOP-Codons anstelle eines Tyrosins ebenfalls zu einem
verklrzten Ataxin-3. In dieser kleinen Kohorte konnte festgestellt werden, dass
das mutierte Allel bei den Mutationstragern zu tUber 75% die Variante A, die zum
verkirzten Ataxin-3 fuhrt, aufweist, wahrend beim nicht-mutierten Allel bei
Kontrollprobanden und Mutationstragern haufiger die Variante C nachgewiesen
wurde (jeweils ca. 60%). Somit konnte in dieser kleinen Kohorte bestétigt werden,
dass eine verklrzte Isoform des Proteins Ataxin-3 haufiger die Expansion im
PolyQ-Bereich des ATXN3-Gens aufweist. Die Ergebnisse in dieser kleinen
Kohorte sollten zunéchst in der gesamten ESMI-Kohorte verifiziert werden.

130



Dadurch waren auch gezieltere Analysen moglich. Eine Zuordnung der einzelnen
Probanden zu den zwei bekannten Haplotypen ware denkbar (Gaspar et al.,
2001). Gezielte Vergleiche der SNPs bzw. Haplotypen mit klinischen Parametern
und/oder deutlichen Ausreif3ern der gemessenen Proteinkonzentrationen von
full-length Ataxin-3 konnten neue Erkenntnisse bringen. Auch in Bezug auf die
Bindungsfahigkeit der Antikorper, die zur Proteinbestimmung von full-length
Ataxin-3 im TR-FRET-Assay eingesetzt wurden, sind gezielte Analysen sinnvoll,
da der SNP G®¢°TG/A®TG (AS 212) im Bindungsbereich des 1H9-Antikorper
(AS 112 — 249) liegt. Betrachtet man die gemessenen Proteinkonzentrationen
von full-length Ataxin-3 im Vergleich zu den klinischen Parametern gezielt in nach
den SNPs gematchten Gruppen, konnten moglicherweise deutlichere und
aussagekraftigere Zusammenhéange gezeigt werden.

Bei der Betrachtung der SNPs im PARK2-Gen zeigten sich nur geringere
Unterschiede zwischen Kontrollprobanden und Mutationstragern. Fir die SNPs
AG®OIC/AASIC (AS 167) und G8IAT/ABIAT (AS 394) wurden keine
Unterschiede zwischen Kontrollprobanden und Mutationstragern nachgewiesen.
Beim SNP AGS®°1C/AASIC (AS 167) zeigten sich sowohl bei Kontrollprobanden
als auch bei Mutationstragern nur zwei Auspragung mit einer sehr ahnlichen
Verteilung (A/G mit jeweils ca. 15%, G/G mit jeweils ca. 85%). Beim SNP
G128IAT/A?8IAT (AS 394) wurde bei Kontrollprobanden und Mutationstragern nur
die Variante G/G nachgewiesen. Ein geringer Unterschied wurde beim SNP
GIZTA/C?23®TA (AS 380) festgestellt. Bei Kontrollprobanden zeigten sich alle
drei Varianten (C/C 16,67%, C/G 33,33%, G/G 50%), wahrend sich bei
Mutationstragern nur zwei Auspragungen zeigten (C/G 33,33%, G/G 66,67%).
Aus diesen Ergebnissen Ruckschlisse auf die SCA3-Erkrankung zu ziehen, ist
schwierig. Interessant werden die Ergebnisse vor allem in Bezug auf die
Bindungsfahigkeit der beiden Antikérper, die im Rahmen des TR-FRET-Assay
zur Proteinbestimmung von loslichem Parkin in PBMCs verwendet wurden. Die
beiden SNPs G2°TA/C'?39TA (AS 380) und G'?8IAT/AMBIAT (AS 394) liegen
zwischen den beiden Bindungsbereichen der Antikorper (Parkin2 AS 250 — 350,
Prk8 AS 399 — 465). Ein durch die SNPs ausgeldster Aminoséuren-Austausch

an Position 380 bzw. 394 kdnnte zu einer Konformationsanderung des Proteins
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Parkin fuhren, die mdglicherweise die Bindungsfahigkeit und/oder den
Energietransfer der am Protein gebundenen Antikérper (Messprinzip des TR-
FRETSs in Abschnitt 1.4) beeinflusst. Auch hier sollten die SNPs im PARK2-Gen
in der gesamten ESMI-Kohorte bestimmt werden, um in gezielten Vergleichen
einen mdoglichen Einfluss auf die Proteinbestimmung des Proteins Parkin zu
Uberprufen. Bisher schwer erklarbare Zusammenhange, wie beispielsweise die
unterschiedlichen Proteinkonzentrationen von Probanden aus London und
Tlbingen, konnten moglicherweise entweder direkt durch die SNPs oder einen

maoglichen Einfluss der SNPs auf die Messmethode erklart werden.
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5 Zusammenfassung und Fazit

Die Spinozerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3) ist eine neurodegenerative
Erkrankung und ist weltweit die haufigste der autosomal dominant vererbten,
zerebellaren Ataxien (ADCA) (Bird, 1993, Paulson, 2007, Whaley et al., 2011).
Aufgrund intensiver Forschung und international vernetzter Projekte, wie dem
ESMI-Projekt, konnten in den letzten Jahren viele Erkenntnisse tber die SCA3-
Erkrankung gewonnen werden. Dennoch bedarf es weiterer Forschung, um vor
allem objektive Biomarker, die mittlerweile in vielen Erkrankungen eine immer
grolRere Rolle spielen, zum weiteren Informationsgewinn zu etablieren. Unter
anderem molekulare Biomarker kénnten helfen, die Erkrankung tiefergehend zu
verstehen. Auch um neue Therapieansatze wie das vielversprechende
sogenannte ,Disease protein lowering® (Evers et al., 2013, Moore et al., 2017,
Martier et al., 2019, McLoughlin et al., 2020) schneller und gezielter Uberprifen
zu konnen, sind Biomarker auf Molekilebene notwendig. Um molekulare
Biomarker zuverlassig quantifizieren zu konnen, bedarf es hochsensitiver
Messmethoden in mdglichst einfach und wenig invasiv erreichbaren
Biomaterialien.

In dieser Doktorarbeit konnte der TR-FRET-Assay zur Proteinbestimmung von
full-length Ataxin-3 und Parkin in PBMCs als hochsensitives und robustes
Messverfahren etabliert werden. Dabei wurde auch ein mdglicher Einsatz des
TR-FRET-Assay in anderen Biomaterialien aufgezeigt. Das Potential von full-
length Ataxin-3 und Parkin als mogliche molekulare Biomarker in der SCA3
wurde dargestellt. Fir beide Proteine sind jedoch weiterfihrende Analyse in
groReren Kohorten notwendig, um deren Eignung als Biomarker in der SCA3
abschlieBend zu beurteilen. Dartber hinaus zeigten die Ergebnisse fur das
Protein Parkin neue Zusammenhange auf, die auch in anderen
neurodegenerativen Erkrankungen, insbesondere in der Parkinson-Erkrankung,
Uberpruft werden sollten. Des Weiteren wurde ein moéglicher Einfluss von Single
Nucleotide Polymorphisms (SNPs) auf die SCA3-Erkrankung, aber auch die
Proteinbestimmung mittels TR-FRET-Assay aufgezeigt. Um den Einfluss von
SNPs genau beschreiben zu kdnnen, sind ausgiebigere und gezielte Analysen in
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der gesamten ESMI-Kohorte bzw. einer generell weiteren, gré3eren Kohorte

notwendig.
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mein Ruhepol, egal wie anstrengend und stressig ein Tag auch war. An dieser
Stelle auch ein groldes Dankeschon an Jessi’'s Mutter llona fur die moralische
Unterstutzung.

Mama, Papa, ihr wisst, wie wichtig ihr fir mich seid. Ohne eure emotionale (und
auch finanzielle) Unterstitzung ware weder diese Doktorarbeit noch mein
Studium Uberhaupt moéglich gewesen.

Und zum Schluss liebe Jeannette: Vielen Dank fur alles, vor allem fir die absolut
notwendigen ,Arschtritte” und die schnellsten Korrekturen der Welt! Ohne deine
aulRergewohnliche Unterstitzung wirde ich in ein paar Jahren noch an meiner

Doktorarbeit sitzen.
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