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Einleitung

1 Einleitung

Die neurodegenerative Erkrankung Spinozerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3) ist
auch unter der Bezeichnung Machado-Joseph-Erkrankung (MJD) gelaufig und
gehort zu den autosomal dominanten zerebellaren Ataxien (ADCA). Dabei stellt
sie weltweit (vgl. Abbildung 1) eine der haufigsten Erkrankungen dieses
Formenkreises, von welchem mittlerweile Uber 40 Subtypen bekannt sind, dar
(Bird, 1993, Paulson, 2007, Rief® und Schdls, 1996, Whaley et al., 2011).
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Abbildung 1: Ubersicht der Verteilung der haufigsten Subtypen der erblichen Ataxien modifiziert
nach Bird 1993
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Die Spinozerebellare Ataxie Typ 3 (blau) ist prozentual die haufigste Erkrankungsform aus dem Kreise der
erblich bedingten Ataxien und zeigt in den europaischen Landern Portugal, Deutschland und Niederlande,
aber auch Brasilien, sowie im asiatischen Raum mit China, Japan und Singapur die haufigste Verteilung.
Die bemerkenswerte Verbreitung der SCA3 besonders im Bezug zu Portugal und seiner ehemaligen Kolonie
Brasilien demonstriert die Bedeutung der ethnischen Zugehdrigkeiten und Verbreitungen im geschichtlichen
Verlauf.

Die Krankheitsbezeichnung Machado Joseph disease ist betitelt nach den beiden
ersten, von den portugiesischen Azoren stammenden, Familien Machado und
Joseph, bei welchen in den 1970iger Jahren die Symptome erstmals beschrieben
wurden (Nakano et al., 1972, Rosenberg et al., 1976, Woods und Schaumburg,
1972).



Einleitung

1.1 Polyglutamin-Erkrankungen und Pathomechanismen

Das Feld der Polyglutamin-Erkrankungen, beziehungsweise CAG-Repeat-
Erkrankungen, erstreckt sich neben den Spinozerebellaren Ataxien Typ 1, 2, 3,
6, 7 und 17 auf weitere neurodegenerative Erkrankungen, wie beispielsweise
Chorea Huntington (HD), die Spinobulbare Muskelatrophie Typ Kennedy
(SBMA), oder die Dentatorubro-Pallidoluysische Atrophie (DRPLA).

Sie alle vereint, dass betroffene Patienten unter beeintrachtigenden
neurologischen Symptomen mit verkurzter Lebenserwartung leiden und kausale,
heiltherapeutische Malinahmen zum jetzigen Zeitpunkt nicht existent sind (Jones
et al., 2017). Allen Erkrankungsformen liegen vergleichbare Pathomechanismen
zugrunde, doch die betroffenen Gene und daraus resultierenden Proteine, sowie
die pathologische Polyglutamin-Lange unterscheiden sich (Adegbuyiro et al.,
2017), (vgl. Tabelle 1). Durch diese Unterschiede zwischen den pathologisch
veranderten Proteinen in Grolde, intrazellularer Lokalisation und biologischer
Funktion ist die jeweilige Pathogenese der verschiedenen Erkrankungen im
Detail einzigartig und resultiert in krankheitsspezifisch abweichenden

Symptomen (Costa und Paulson, 2012).

Tabelle 1: Auflistung der CAG-Repeat-Erkrankungen, modifiziert nach Adegbuyiro et al., 2017,
Jones et al., 2017

HD Veitstanz ~1/10.000* Autosomal dominant HTT Huntingtin 36 - 100
HD-like 2 Autosomal dominant  JPH3 41-59
SBMA Kennedy Erkrankung  ~1/10.000 X-chromosomal AR Androgen Rezeptor 38 - 65
DRPLA Haw River Syndrom Autosomal dominant ~ ATN1 Atrophin-1 49 - 88
SCA1 Autosomal dominant  ATXN1 Ataxin-1 39-88
SCA2 Autosomal dominant  ATXN2 Ataxin-2 33-77
SCA3 'g’:ﬁf::ff;’g“eph‘ ~1/100.000*  Autosomal dominant  ATXN3 Ataxin-3 55-86
SCA6 Autosomal dominant ~ CACNAIA ~ CACNA1A 21-33
SCA7 Autosomal dominant ATXN7 Ataxin-7 38-120
SCA12 Autosomal dominant  ATXN12 PPP2R2B 66-78
SCA17 Autosomal dominant  TBP AP NGRS /7

Protein

*variiert zwischen verschiedenen geographischen Regionen
**variiert je nach Literatur
HD: huntingtin disease, SBMA: Spinobulbadre Muskelatrophie Typ Kennedy , DRPLA: Dentatorubro-Pallidoluysische Atrophie, SCA: Spinozerebelldre Ataxie

Dennoch ist es fur das generelle Verstandnis der Polyglutamin-Erkrankungen,

welche eine sehr seltene Erkrankungsgruppe abbilden, unerlasslich,
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Ruckschlisse aus Forschungen an einer Erkrankungsform auf eine andere zu
projizieren und dort erneut zu erproben.

Ein vereinendes Merkmal der Pathologie der Polyglutamin-Erkrankungen liegt in
der Eigenschaft der jeweils fehlgebildeten Proteine, sich zu Aggregaten zu
formieren (vgl. Abbildung 2). Dabei kdnnen verschiedene Aggregat-Spezies, wie
fibrilldare oder ringférmige Aggregate, Oligomere verschiedener Grofien, sowie

amorphe Aggregate, je nach Konformation, auftreten (Adegbuyiro et al., 2017).

Abbildung 2: Mikroskopische Darstellungen von Ataxin-3 Aggregaten

A-D) Schnitte des Cerebellums und der Pons von Mausen mit Ataxin-3 detektierendem Antikérper Farbung
(braun), 100x VergroRerung A) Purkinje-Zellen des Cerebellums einer gesunden Maus ohne erkennbare
Aggregate, Purkinje-Zellschicht weitgehend intakt. B) Degenerierte Purkinje-Zellen und Stratum granulosum
einer betroffenen Maus mit deutlichen Aggregaten in den Zellkernen (Pfeile). C) Motoneuronen der Pons
der gesunden Maus ohne Aggregate. D) Motoneuronen der Pons der erkrankten Maus mit deutlichen
Aggregaten. E) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von HEK-Zellen, transfiziert mit EGFP-Ataxin-3 mit
expandiertem Ataxin-3 mit 148Q transfizierter HEK-Zellen (24 h), 40x VergréRerung: 3 Zellen der Aufnahme
zeigen eine Expression von Ataxin-3 nach erfolgreicher Transfektion, die Pfeil-markierte Zelle weist bereits
ein Aggregat auf.

WT: Wildtyp, Exp.: expandierter Polyglutamin-Trakt, 148Q: 148 Glutamine. (Quelle: Mikroskopie mit
Schnitten von Frau Dr. rer. nat. J. Hibener-Schmid)

Sie sind abhangig von deren Polyglutamin-Lange und Konzentration in einander
uberflhrbar und ergeben letztendlich die, der Polyglutamin-Erkrankung
charakteristischen, intranuklearen oder zytoplasmatischen Einschllsse
(Legleiter et al., 2010). Die genaue Bedeutung fehlgefalteter Proteine und
Aggregate, welche, abgesehen von der Polyglutamin-Form, auch bei anderen
neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer, Parkinson oder der
Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) beteiligt sind, ist noch nicht entschlisselt;

ebenso wird Uber mdgliche protektive Aggregatformen diskutiert (Miller et al.,
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2011, Taylor et al., 2003). So konnte bisher noch kein Nachweis erbracht werden,
dass durch Verhinderung der Aggregation die Krankheit im Mensch eliminiert
werden konnte, auch wenn bei der Alzheimer-Erkrankung (keine Polyglutamin-
Erkrankung) mit Amyloid-B bindenden Antiképern (Aducanumab) neben der
Reduzierung der Ablagerungen eine klinische Verbesserung bei Patienten im
Fruhstadium erreicht werden konnte (Harrison und Owen, 2016, Sevigny et al.,
2016).

Ein weiterer Aspekt der Polyglutamin-Aggregate ist, sich Uber Prion-ahnliche
Mechanismen zwischen Zellen zu verbreiten, wobei die genauen Prozesse der
Endo- und Exozytose dieser Proteine noch nicht ausreichend bekannt sind, um
die lokale Verteilung von Aggregaten in neuronalen Netzwerken zu erklaren
(Holmes und Diamond, 2012). Posttranslationale Modifikationen (PTM), wie
Phosphorylierung oder Acetylierungen, konnten in Studien mit HD-Zellmodellen
positiven Einfluss auf autophagozytar-lysosomale Prozesse nehmen und folglich
toxische Akkumulationen reduzieren (Warby et al., 2009, Jeong et al., 2009).
Nicht zuletzt durch die Interaktionsfahigkeit der Polyglutamin-reichen Aggregate
mit Lipidmembranen ergeben sich weitere, simultane oder konsensuelle
zytotoxische Veranderungen wie mitochondriale Dysfunktionen, gestorter
axonaler Vesikeltransport, Inhibitionen vom Proteasom, sowie Sequestration von
Proteinen bis hin zur transkriptionalen Dysregulation und DNA-Schadigungen
(Adegbuyiro et al., 2017), (vgl. Abbildung 3). Auf molekulargenetischer Ebene
kommt den korpereigenen DNA-Reparatur-Mechanismen bei Polyglutamin-
Erkrankungen eine tragende Bedeutung zu, besonders in Hinsicht auf das
Verstandnis der Pathomechanismen und mdglicher Interventionsmaoglichkeiten.
Polyglutamin tragende Proteine kdnnen an nukleare DNA-Reparatur-Enzyme wie
das Valosin-containing Protein (VCP) binden und inhibieren, was weitere DNA-
Schadigungen induzieren kdnnte und bezuglich der Pathogenitat einen Circulus
vitiosus darstellen wirde (Fujita et al., 2013). In ausdifferenzierten Zellen ohne
weitere Teilung, wie es bei Neuronen der Fall ist, stehen zusatzlich Umwelt-
Stressoren im Verdacht, durch DNA-Schaden und nachfolgende fehlerhafte

Reparaturen eine Repeat-Expansion zu bedingen (Chatterjee et al., 2015).
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Abbildung 3: Eine schematische Darstellung der Verkettungen maéglicher Pathomechanismen,
modifiziert nach Evers et al., 2014

Die proteolytische Spaltung des Ataxin-3 Proteins setzt die Kette verschiedener komplexer vermuteter
Pathomechanismen in Gang. Das N-terminale Fragment bildet zytoplasmatische Aggregate, welche zur

Inhibition des Proteasoms und einer Beeintrachtigung des axonalen Transports. Das C-terminale Fragment
fuhrt zusatzlich zu nukledren Aggregaten und Stérungen bei der Transkription.

1.2 Spinozerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3)

Der autosomal dominant vererbten Erkrankung liegt eine Mutation im
MJID1/ATXN3 Gen auf Chromosom 14q32.1 zugrunde, welche sich durch eine
abnorm verlangerte Sequenz des Trinukleotids CAG (CAG-Repeat) Uber die
gangige Anzahl von 13-36 Tripletts hinaus erstreckt und sich bei einer erkrankten
Person zwischen 55-86 Basentripletts befindet (Adegbuyiro et al., 2017,
Kawaguchi et al., 1994,). Die kleinsten detektierten pathologischen expandierten
Repeat zeigten 45-51 CAG-Wiederholungen, wobei Patienten in diesem Bereich
nicht immer eine Manifestation der Erkrankung aufweisen (Gu et al., 2004, Riel3
et al., 2008). In diesem sogenannten Intermediar-Bereich ist somit keine genaue
Vorhersage madglich, ob der Patient erkranken wird oder nicht. Aus der genannten
Mutation resultierend, ergibt sich eine expandierte Polyglutamin-Sequenz am C-
Terminus des translatierten Proteins Ataxin-3 (vgl. Kapitel 1.3. Ataxin-3 Protein),
welches eine veranderte Funktion, Interaktion und die Bildung unléslicher

Aggregate bedingt (Costa und Paulson, 2012).
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Das Leitsymptom der Erkrankung, die Ataxie (griechisch ,das Fehlen von
Ordnung*), sowie weitere klinische Charakteristika, welche vermehrt zwischen
der 2. und 5. Lebensdekade primar manifest werden, zeigen eine hohe
Variabilitat und erstrecken sich Uber eine Vielzahl an Symptomen. So leiden die
Patienten unter anderem an progressiven zerebellaren Storungen, einhergehend
mit Gang- und Extremitaten-Ataxien, zerebellaren Augen-Motilitat-Stérungen,
Dysarthrie, Dysphagie und Spastik (Coutinho und Andrade, 1978, Riel3 und
Schols, 1996). Schlafstérungen und Restless-Leg-Syndrome (RLS) treten
gehauft auf, ebenso chronische Schmerzen bei 47% der Betroffenen (Franca et
al., 2007, Schols et al., 1998). Zusatzliche nicht-motorische Stérungen wie
Mudigkeit und Depression oder eine eingeschrankte Sprachkompetenz und
reduzierte visuelle Gedachtnisfahigkeit werden beobachtet, wobei allerdings die
Kriterien einer Demenz-Erkrankungen nicht erfullt sind (D’Abreu et al., 2010,
Franca et al., 2007, Kawai et al., 2004, Zawacki et al., 2002). Des Weiteren kann
eine klinische Unterteilung der SCA3 Erkrankung in 4 Subtypen erfolgen, wobei
Typ 1 den frihesten Beginn mit starkster Progredienz, Typ 2 die haufigste Form
und Typ 3 einen spateren Erkrankungsbeginn (4. bis 7. Lebensdekade) mit
langsamerer Progredienz und vorherrschenden Polyneuropathien,
Sensibilitatsstérungen und Muskelkrampfen, darstellt (Rie® und Schols, 1996,
DeStefano et al.,, 1996). Typ 4 beschreibt eine Form der SCA3, bei welcher
Parkinson-Symptome assoziiert sind (Paulson, 2007).

Wie bei anderen Polyglutamin-Erkrankungen, z.B. Chorea Huntington, korreliert
die Lange des CAG-Repeats in umgekehrter Proportionalitdt mit dem
Erkrankungsbeginn (auch Age at Onset, AAO) und in direkter Weise mit dem
Schweregrad der Krankheitsauspragung (Durr et al., 1996). Dennoch kann nicht
jede Variation des AAO aufgrund der CAG-Repeat-Lange erklart werden, was
auf das Vorhandensein anderer genetischer Modulationsmechanismen oder
beeinflussender Umweltfaktoren in der Krankheit hinweist (DeStefano et al.,
1996, Jones et al., 2017). Entsprechende Interaktions-Genloci wurden bereits in
der Erkrankung Chorea Huntington erfolgreich identifiziert und deren Verstandnis
konnte zu vielversprechenden Angriffspunkten fur pharmakologische
Interventionen weiterfuhren (GeM-HD-Consortium, 2015). Bei SCA3 Patienten
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von den Azoren konnten Varianten im Interleukin-6 und Apolipoprotein E Gen
identifiziert werden, welche mit einem veranderten (verfrihten) AAO einhergehen
(Raposo et al., 2017). Zu beachten ist zudem die Instabilitat des Repeats bei der
Vererbung. Besonders seitens der paternalen Vererbung kann es zu
Veranderungen bzw. Verlangerungen in der nachsten Generation und somit zur
sogenannten Antizipation kommen, was zu einem AAO vor der Pubertat und
CAG-Langen von 75-84 Repeats fuhren kann (Donis et al., 2016, Igarashi et al.,
1996). Das Phanomen der Antizipation zeigt sich, wenn DNA-Strangbriche in
den CAG-Repeats repariert werden und dies im Laufe der Zelllinie zu einer
Verlangerung der Sequenz fuhrt (Schmidt und Pearson, 2016).

Homozygote Erbtrager des mutierten MJD1/ATXN3 Gens sind sehr selten und
haufig nur in Fall-Studien beschrieben (Lysenko et al., 2010). Eine grdlere
Vergleichsstudie mit 14 homozygoten Patienten, aus verschiedenen Kohorten
ergab einen signifikant friheren Erkrankungsbeginn mit starkerer Progredienz
der Erkrankung im Vergleich zu heterozygoten Erbtragern (Shang et al., 2018).
Diese Beobachtung ist teils mit dem dosage effect (Dosis-Wirkungs-Beziehung)
erklarbar, doch auch hier gilt es weiter, die genauen Pathomechanismen zu
erforschen und mdglicherweise so im Vergleich mit heterozygoten Patienten
neue Erkenntnisse zu gewinnen.

Zur Diagnostik der SCA3 sollte gemal dem EFNS/ENS Consensus immer ein
besonderes Augenmerk auf die Familienanamnese des Patienten gelegt werden.
Ebenso ist die Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) als Basisdiagnostik
empfohlen (van de Warrenburg et al.,, 2014). Die betroffenen anatomischen
Strukturen zeigen in der Bildgebung zuverlassig in den zerebellaren
Hemispharen, der Vermis, im gesamten Hirnstamm, dem Mesencephalon, der
Pons, der Medulla oblongata, der Halswirbelsaule, des Striatum und Thalamus
signifikante Atrophien, wie eine Ubersichtsarbeit mit 18 Studien von 1995 bis
2016 ergab (Klaes et al., 2016). Zusatzliche genetische Screenings fur die
gangigsten Formen der ADCA, SCA1, 2, 3, 6, 7, sowie DRPLA bei Asiaten, sind
angeraten (van de Warrenburg et al.,, 2014). Eine kausale Therapie der
Spinozerebellaren Ataxie Typ 3 ist zum jetzigen Zeitpunkt nicht mdglich, es

existieren lediglich symptomatische therapeutische Interventionen auf
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pharmakologischer, physiotherapeutischer oder logopadischer Ebene (Wang,
2017). Ausgenommen der Form der Ataxie mit Vitamin E Defizit (AVED), bei
welcher eine hochdosierte lebenslange Vitamin E Gabe in frihen Stadien Erfolge
zeigt, sind bisher keine eindeutigen Hinweise fur die Wirksamkeit bestimmter
Pharmaka vorliegend. Wirkstoffe wie Riluzol, Vareniclin oder Amantadin werden
in der Literatur fir symptomatische Therapien diskutiert, zeigten aber keine
eindeutigen Ergebnisse (Botez et al., 1991, Gabsi et al., 2001, Ristori et al., 2010,
Zesiewicz et al., 2012). Im Maus-Modell zeigte sich beispielsweise durch die
Gabe von Riluzol eine Abnahme an I6slichem Ataxin-3 Protein, aber keine

Verbesserung der Symptome (Schmidt et al., 2016).

1.3 Ataxin-3 Protein

Ataxin-3 ist ein ubiquitar exprimiertes Protein von circa 41 kDa, welches einen
stark konservierten N-terminalen Abschnitt mit der sogenannte Josephin-
Domaéne und einen je nach Spezies unstrukturierten C-terminalen Bereich mit der
charakteristischen Polyglutamin-Sequenz beinhaltet (Masino et al., 2003), (vgl.
Abbildung 4A). Bekannter Weise kann diese Polyglutamin-Sequenz im Zuge
einer mutationsbedingten Expansion zur Protein-Aggregation, sowie Bildung
neuronaler intranuklearer Einschlisse fuhren, welche ein Hauptmerkmal der
Polyglutamin-Erkrankungen darstellen (Zoghbi und Orr, 2000). Diese Aggregate
lassen sich unter anderem mittels immunhistochemischer Farbung oder
Fluoreszenzmarkierung mikroskopisch darstellen (vgl. Abbildung 2). Bisher
wurden 20 funktionale Isoformen des Ataxin-3 Proteins identifiziert, welche sich
haufig in ihrem C-terminalen Ende unterscheiden und durch verschiedene
Splice-Varianten entstehen (Bettencourt et al., 2010). Die im Gehirn haufigste
Form besteht aus 361 Aminosauren (AS), bei einer angenommen Polyglutamin-
Lange von 13 AS (Evers et al., 2014).

Durch seine Funktion als deubiquitinierendes Enzym (DUB) Ubernimmt Ataxin-3
eine wichtige Position in der Protein-Degradierung durch Cysteinproteasen und
greift in weitere Prozesse des Ubiquitin-Systems ein, wie beispielsweise die

Qualitatskontrolle oder Membran-Fusionen von Proteinen (Mao et al., 2005).
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Ataxin-3 bindet dabei durch seine Ubiquitin-Interkations-Motive (UIM) an die
Polyubiquitin-Kette eines Substrats und schneidet sie, beziehungsweise
verhindert deren Elongation. Auf diese Weise interagiert Ataxin-3 mit der E3
Ubiquitin-Protein Ligase CHIP und begunstigt die Degradierung von Ubiquitin-
markierten Substraten (Scaglione et al., 2011). Ein weiterer Interaktionspartner
von Ataxin-3 ist in diesem Kontext das Protein Parkin, eine neuroprotektive E3-
Ligase, welche durch vorhandenes expandiertes Ataxin-3 verstarkt abgebaut
wird. Anhand dieses Modells kdnnte die mogliche Erklarung fur zusatzliche
Parkinson-Symptome bei SCA3 erkrankten Patienten abgleitet werden (Durcan
und Fon, 2013).

Ataxin-3 selbst wird durch Caspasen und Calpaine proteolytisch gespalten (vgl.
Abbildung 3), wobei das entstehende C-terminale Fragment des expandierten
Ataxin-3 sich als toxischer, als die ungespaltene (full-length) Variante erweist
(HUbener et al., 2011). Wahrend der Einfluss von Caspasen eher limitiert
erscheint, steigt die Evidenz fur den Einfluss von Calpainen in der Pathogenese
der SCA3 Erkrankung (Evers et al., 2014). Dabei kdonnten die identifizierten
Schnittstellen an den Aminosauren D208 und S256 einen wichtigen Angriffspunkt
fur spatere Therapie-Strategien liefern (Weber et al., 2017). Die durch die
Spaltung entstehenden N-terminalen Fragmente befinden sich aufgrund der
enthaltenen Kern-Export-Signale (NES) vorwiegend im Zytoplasma, wahrend C-
terminale Fragmente aufgrund des Kern-Lokalisations-Signals (NLS) in den
Nukleus gelangen (vgl. Abbildung 4A, 4B).

In seiner Rolle als pathogenes Protein in der SCA3 Erkrankung ist das
expandierte Ataxin-3 Protein nicht nur in der Erforschung moglicher
Pathomechanismen von Bedeutung. Auch als Angriffspunkt fir Pharmaka und
fur die Entwicklung von Therapieansatzen sind Ataxin-3 und sein Gen ATXN3
von groRem Interesse. Neuere Versuche, Ataxin-3 Expressions-Level mittels
Einsatz von Antisense-Oligonukleotiden (ASO) zu senken und somit ein
modgliches Therapeutikum zu etablieren, zeigten in Mausmodellen erste
vielversprechende Erfolge (Moore et al., 2017).

Die Frage, ob Ataxin-3 ein fur die Homdostase essentielles Protein ist, ist noch

nicht abschlieBend geklart: Einige Studien in Zellmodellen ergaben, dass die
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Abwesenheit von Ataxin-3 zu einer verstarkten Desorganisation im Zytoskelett
und einem vermehrtem Zelltod fuhrt (Rodrigues et al., 2010). Anderseits zeigten
Versuche mit knock-out Mausen, dass der Verlust an Ataxin-3 die Vitalitat oder
Fruchtbarkeit der Tiere nicht beeinflusste und die Reduktion von mutiertem
Ataxin-3 die motorischen Krankheitssymptome milderte (Boy et al., 2009). Der
Ansatzpunkt, die Bildung von Ataxin-3 Aggregaten durch den Einsatz von
chemischen Chaperonen zu vermindern, zeigte im Zellkulturversuch Erfolge, ist
in therapeutischen Dosierungen allerdings aufgrund der Toxizitat der Substanzen

nicht klinisch umsetzbar gewesen (Yoshida et al., 2002).

Im Zuge dieser Arbeit wird fur die Bestimmung des Ataxin-3 Protein-Gehalts in
mononukledaren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) die hoch-sensitive
Methode des TR-FRET genutzt (vgl. 1.5. TR-FRET in der Proteinbestimmung).
PBMCs zeigen im Verhaltnis zu anderen humanen Biomaterialien, wie Plasma
oder Cerebrospinalflissigkeit, eine geschatzte hdhere Expression an Ataxin-3
und erscheinen dadurch als Proben-Material besonders geeignet zu sein (vgl.
Abbildung 4C).

A Josephin-Domain Polyglutamin C  Geschatzte Ataxin-3 Expression log10 [ppm]
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Ataxin-3 Proteins und seine Verteilung

A) Die schematische Darstellung des Ataxin-3 Proteins zeigt zwei Kern-Export-Signale (NES) in der N-
Terminal gelegenen Josephin-Domain, sowie ein Kern-Lokalisations-Signal (NLS) nahe der Polyglutamin-
Sequenz. Zudem sind die drei Ubiquitin-Interaktions-Motive dargestellt. B) Zeigt die Folge der
Proteinspaltung durch Calpain Il, wodurch N-terminale Fragmente des Ataxin-3 sich im Cytoplasma
anreichern und die Polyglutamin tragenden Fragmente in den Nucleus gelangen (Hubener et al., 2011). C)
Die Ubersicht zeigt das Vorkommen von Ataxin-3 in verschiedenen humanen Zelltypen. Die mit roten Pfeilen
gekennzeichneten Gewebe (Plasma, PBMCS und CSF) werden im Rahmen dieser Arbeit untersucht.
(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=ATXN3, Stand 01.08.2018)
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Um Ataxin-3 als potenziellen Biomarker fur pathologische Prozesse in der
Erkrankung der Spinozerebellaren Ataxie Typ 3 zu untersuchen, ist eine
madglichst prazise und verlassliche Quantifizierung des krankheits-assoziierten
Proteins unerlasslich. Neben kommerziell erhaltlichen ELISA Kits fur humanes
Ataxin-3, oder der Methode der Massenspektrometrie, wird l6sliches oder
aggregiertes Ataxin-3 Protein bisher vorwiegend mittels der Western Blot
Methode quantifiziert (Scarff et al., 2015, Vinatier et al., 2015).

1.4 Biomarker und relevante klinische Scores

Ein Biomarker ist definiert als ein objektiv erhobenes Merkmal, welches als
Indikator flr einen physiologischen oder pathologischen Prozess, sowie flur die
Evaluation eines (Krankheits-)Verlaufes, dient. Somit sind Biomarker in der
Diagnostik, der Bewertung des momentanen Zustandes und in der
Therapiebeurteilung unabdingbar (Group, 2001). Des Weiteren lassen sich
Biomarker in zwei Untergruppen, den ,trait® und den ,state” Biomarker
unterteilen: Die erste Gruppe ermoglicht Aussagen Uber die An-/Abwesenheit der
Krankheit, wahrend ,state biomarker* die Schwere der Erkrankung wiedergeben
konnen (Lima und Raposo, 2018, Weir et al., 2011), (vgl. Tabelle 2).

FUr die Spinozerebellare Ataxie Typ 3 ist der vorrangige ,trait biomarker* die
Lange des expandierten CAG-Repeats, wobei allerdings nur 50-70% der
Variationen des AAO anhand dieses Markers erklarbar sind (Bettencourt und
Lima, 2011). Somit ist die weitere Forschung auf dem Gebiet der modulierenden
Faktoren in der SCA3 Erkrankung dringend erforderlich: Zum einen, um in der
Zukunft eine genauere Vorhersage des Krankheitsbeginns fur die Patienten
treffen zu kdnnen, zum anderen, um in klinischen Studien eine Stratifizierung der
Teilnehmer gemal} ihres genetischen Hintergrundes vorzunehmen und so die
Aussagekraft des Tests zu erhdhen (Gusella und MacDonald, 2009).

Die gangigsten, zur klinischen Untersuchung genutzten Fragebdgen und daraus
resultierende Scores sind im Folgenden zusammengefasst (vgl. Tabelle 3). Einer

der am haufigsten in der Diagnostik der SCA3 Erkrankung angewandte und
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weltweit verbreitete Test stellt der Scale of the Assessment and Rating of Ataxia
(SARA) dar. Hierbei werden unter anderem das Gangbild und Stabilitat, die
Motorik der oberen Extremitaten und auch die Sprache des Patienten analysiert
(vgl. Anhang 1). Der Inventory of Non-Ataxia Signs (INAS) kontrolliert die
Entwicklung der Nicht-Ataxie-Symptome, wie beispielsweise Spastik,
Lahmungen oder Dysphagie (vgl. Anhang 2). Beide Scores, SARA und INAS,
werden im Zuge dieser Arbeit fur die klinische Bewertung der Schwere des
Erkrankungsstadiums der SCA3 Patienten genutzt.

Jeder Score hat jedoch gewisse Vor- und Nachteile und sollte passend gemaf}
der jeweiligen Fragestellung gewahlt werden. Auch kombinierte Scores, wie der
Cross-sectional (annual) disease progression Score (CSDP), ein Quotient aus
SARA und Erkrankungsdauer, kdnnen hilfreiche Parameter bei der Auswertung
von Studien darstellen (Wilke et al., 2018).

Die  verschiedenen neurologischen  Scores zur Bewertung des
Krankheitsstadiums eines Patienten weisen unbestreitbar einige Defizite auf. Ihre
Erhebung unterliegt trotz klarer vergleichbarer Kriterien, subjektiven
Einschatzungen und Erfahrungen des Behandlers. Minimale leichte
Veranderungen in kurzen Zeitraumen sind schwer zu erkennen. Zugleich
scheinen die individuelle Tagesform des Patienten und mdgliche Lerneffekte
einen potentiellen Bias darzustellen (L. Schdéls, persoénliche Mitteilung).

Diese Nachteile koénnten durch objektiv messbare molekulare Biomarker
ausgeglichen werden und somit die Sensitivitat der Diagnostik und
Verlaufskontrollen erhéhen (Lima und Raposo, 2018).

Neben objektivierbaren Markern, sind jedoch im Hinblick auf zuklnftige
Bewertung der Erfolge von Therapie-Studien auch subjektive Empfindungen der
Patienten als ,Marker” nicht au3en vor zulassen:

Eine Langzeitstudie Uber 8 Jahre zur Evaluierung und Vergleich von Patienten
Angaben (patient-reported outcome measures, PROMs) und den klinischen
Scores wie SARA und INAS zeigte gegensatzliche Ergebnisse und lasst
erkennen das Fragen zu Lebensqualitat, Depression-Scales und Lifestyle-

Fragebdgen eine sinnvolle Erganzung sein kdnnen (Jacobi et al., 2018).
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Tabelle 2: Ubersicht einer Auswahl potentieller ,state biomarker", modifiziert nach Lima und

Raposo, 2018

Autophagie

Inflammation

Oxidativer Stress

Insulin-System

Axonale Schadigung

BECN1

Eotaxin

Superoxid-Dismutase
(SOD),
Gluthation-Peroxidase
(GSH-Px)

IGFBP3, IGF-1,

IGFBP1

Neurofilament (NFL)

1,4-fach hohere Level an BECN1-mRNA in SCA3 (A)
Patienten in Vergleich zu Kontrollen

Konzentrationen von Eotaxin bei (B)
prasymptomatischen SCA3 Patienten signifikant

erhoht im Vergleich zu manifesten Patienten und
Kontrollen

SOD Level von prasymptomatischen SCA3 Patienten (C)
hoher im Vergleich zu manifesten Patienten;

GSH-Px Aktivitat signifikant niedriger im Vergleich

zu Kontrollen und prasymptomatischen Patienten

Niedrige Level von Insulin und IGFBP3, (D)
erhohte Level an freien IGF-1 und IGFBP1 in SCA3
Patienten im Vergleich zu Kontrollen

Signifikant erhohte Level im Serum bei SCA3 (E)
Patienten im Vergleich zu Kontrollen. Dieser Marker

ist bereits in anderen Erkrankungen wie ALS, MS

und HD etabliert.

Exemplarische Darstellung einiger Ergebnisse auf dem Feld der Biomarker Forschung in der SCA3-
Erkrankung (A) (Kazachkova et al., 2017), (B) (da Silva Carvalho et al., 2016), (C) (de Assis et al., 2017),

(D) (Saute et al., 2011), E) (Wilke et al., 2018)

Tabelle 3: Ubersicht der gangigen klinischen Scores, modifiziert nach Saute and Jardim, 2018

Semi-quantitative
Ataxie Skala

Semi-quantitative
Ataxie und Non-Ataxie
Skala

Semi-quantitative
Non-Ataxie Skala

Quantitative Skala

SARA[1]  0-40

ICARS[2]  0-100

NESSCA [3] 0-40

INAS [4] 0-16

CCSF, SCAFI

Verlasslich, weniger zeitaufwandig als ICARS, haufigste
Verwendung. (Gang-Analyse und motorische Tests der
oberen Extremitaten, Sprache, u.a.)

Redundanz einiger Fragestellungen

Non-Ataxie Befunde zeigen eine langsamere Progression im
Vergleich zu Ataxie Befunden

Keine Bewertung der Ataxie Befunde, welche aber das
Leitsymptom darstellen, keine lineare Progression in
langeren follow ups.

Gute Erganzung zur Beurteilung von Non-Ataxie Befunden
(Reflexe, ophthalmologische Auffilligkeiten, Lihmungen,
Spastik, Schluckbeschwerden, u.a.)

Geeignet zur verlasslichen Detektion kleiner Veranderungen
in kurzen Zeitrdumen

Weitere Informationen zu den in der Abbildung genannten Scores koénnen den folgenden Quellen
entnommen werden: [1] (Schmitz-Hubsch et al., 2006), [2] (Trouillas et al., 1997), [3] (Kieling et al., 2008),
[4] (Schmitz-Hubsch et al., 2008)
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1.5 TR-FRET in der Proteinbestimmung

Das Verfahren des Time-resolved fluorescence resonance energy transfer (TR-
FRET) wird im deutschen Sprachgebrauch auch als Fdrster-Resonanz-
Energietransfer bezeichnet und ist ein probates Mittel fur Massendurchsatz-
Quantifizierungen (Liang et al., 2014). Neben der Bestimmung von
Proteinkonzentrationen wird der TR-FRET Immuno-Assay seit langerer Zeit fur
die Beobachtung von Protein-Interaktionen, insbesondere von Rezeptoren und
Enzymen, genutzt (Hirata et al., 2004). Im Feld der Polyglutamin-Erkrankungen
wird der TR-FRET Assay bereits zur Detektion der jeweiligen
krankheitsassoziierten Proteine genutzt beziehungsweise entsprechende
Protokolle sind in der Entwicklung. Beispielsweise fur das Protein Huntingtin, in
der Erkrankung Chorea Huntington, ist bereits ein bewahrtes etabliertes Protokoll
vorliegend. Damit gelang es in der Vergangenheit Polyglutamin-expandiertes
Huntingtin erfolgreich in mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs)
nachzuweisen und im Bereich der potentiellen Biomarker zu etablieren (Weiss et
al., 2012).

Das allgemeine Prinzip des TR-FRET-Verfahrens ist es, dass durch das Binden
zweier fluoreszenz-markierter Antikorper (AK) am selben Proteinmolekil, bei
ausreichend naher raumlicher Beziehung der Bindungsorte (5-9 nm), ein
Energie-Transfer von dem sogenannten Donor auf den Akzeptor stattfindet (Cui
et al., 2014). Dabei sind die Antikorper jeweils mit den Luminophoren
Terbiumkryptat (tb) oder D2, einem organischen Konstrukt von ca. 1000 Da,
versehen (https://www.cisbio.com/drug-discovery/tr-fret-basics) (vgl. Abbildung
5). Andere Fluorophore sind maoglich, finden aber in unserer Methodik keine

Anwendung.

Donor Energie-Transfer Akzeptor l Antikérper mit Terbiumkryptat markiert
’ X l Antikérper mit D2 markiert

N_C-:-:- |—c — "} Exemplarisches Protein

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Energie-Transfers beim Binden der Antikdrper (AK)

Durch das Binden beider Antikdrper am selben Molekul kann durch die raumliche Nahe der Energie-Transfer
vom Donor (rot, tb-markiert) auf den Akzeptor (griin, D2-markiert) stattfinden.
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Der initiale Lichtimpuls von 1 us veranlasst den Donor zur Anregung und resultiert
in einem Fluoreszenz-Signal mit einem Hohepunkt bei 620 nm und einer Dauer
uber mehrere 100 us. Verglichen damit ist die Hintergrund-Fluoreszenz mit 50 us
klrzer, wobei durch eine zeitverzogerte Messmethode von 50-150 us
unspezifische, kurzlebige Emissionen eliminiert werden kdnnen (Cui et al., 2014,
Liang et al., 2014), (vgl. Abbildung 6). Die Akzeptor-Fluoreszenz wird nur
messbar, wenn es zum Fluoreszenz-Resonanz-Energie-Transfer zwischen den
beiden Antikorpern kommt und resultiert in einer Spitze im Bereich von 665 nm
uber mehrere 100 ps bestehend. Das Verhaltnis der beiden Fluoreszenz-
Intensitaten bei den jeweiligen Wellenlangen (620 nm, 665 nm) wird berechnet
und bereinigt (vgl. Abbildung 6).

Fluoreszenz-Intensitat
1
1
1Kalkulation
2 'Ratio 665/620
3
4 Zeit
lps 100 ps 400ps
Anregungsimpuls Zeitverzogerung Messungs-Zeitfenster
Mess- — 620 NM 1 Akzeptor nach dem Energie-Transfer
Wellenlénge — 665 M 2 Donor alleine
865" 620 3 A!(zeptor aIIelpe
s Hintergrund 4 Hintergrund-Signal

Abbildung 6: Schema des Energie-Transfers bei der Reaktion zwischen Donor und Akzeptor,
modifiziert nach Cui et al., 2014

Durch das zeitverzogerte Messverfahren werden nur die Signale 1 (Akzeptor-Emission nach dem Energie-
Transfer) und 2 (alleinige Donor-Emission) erfasst, wobei Hintergrund-Emissionen und kurzlebige Signale

nicht mit in die Berechnung einflieRen und folglich zu sensitiveren Messergebnissen beitragen. Die Ratio
von Signal 1 und 2 wird ermittelt (Ratio 665/620) und zur weiteren Analyse genutzt.

FUr die Messungen zur Bestimmung der mutierten Ataxin-3 Proteinmenge
werden die bereits etablierten monoklonalen Antikérper Ataxin-3 Klon 1H9,

welcher eine Primarsequenz von 20 Aminosauren N-terminal des Polyglutamine
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Traktes erkennt, sowie MW1, ein spezifischer Antikbrper bei verlangerten,
mutierten Polyglutamin-Sequenzen Uber 15Q, verwendet (Nguyen et al., 2013),
(vgl. Abbildung 7). Der im Zuge dieser Arbeit neu fur den TR-FRET etablierte,
Polyglutamin-spezifische Antikorper 1C2 zeigt seine Affinitat erst ab einer
Expansionslange von uber 37 Polyglutaminen und weist somit flr das
pathologisch veranderte Protein eine groRere Trennscharfe zum wildtypischen
Protein auf (Trottier et al., 1995), (vgl. Kapitel 2.4. Antikbrper).

m MW1 (>15Q)
“2 ycz (>37Q)
Ps ..DLERMLEANDGSGMLDEDEEDLQRALALSRQEIDMEDEEA...ELRKRREAYFEKOQQOKOQOQOQQQQQQQQQQAQQ...
214 \Zi 291 /
20 E i IDgav e B
. ' | :
As 1 1981 224 263 286 291 !
AS Aminosaure NES Kern-Export-Signal
PS Priméarsequenz NLS Kern-Lokalisations-Signal
1 - Ubiquitin-Interaktions-Motiv
Terbiumkryptat markierter Antikorper .
Valosin beinhaldendes Protein
L D2 markierter Antikorper
Polyglutamin-Region
. Monoklonaler Antikorper - Josephin-Domain
Polyklonaler Antikorper :] Ataxin-3 Protein
¥ (mit Bindunsstellen von AS 1-215)

Abbildung 7: Schema des FRET am Proteinmolekil Ataxin-3, modifiziert nach Nguyen et al.,
2013

Bindungsstellen der Antikérper MW1-D2 bzw. 1C2-D2 und 1H9-tb am expandierten Ataxin-3 Protein: Der

Energie-Transfer erfolgt vom Donor (rot) auf den Akzeptor (griin) bei rdumlicher Nahe durch Bindung am
gleichen Molekadil.

Die im Verfahren gemessene Signalstarke AF (vgl. Abbildung 8) kann allerdings
durch zahlreiche Faktoren beeinflusst werden, weshalb eine strikte Einhaltung
des Protokolls unter Beachtung verschiedenster Parameter (Zeit, Temperatur,
pH-Wert, u.a.) unerlasslich ist. Frihere Beobachtungen an anderen Proteinen
zeigten, dass das Verfahren bei pH-Werten von 4 bis 5 das starkste
proteinspezifische Signal ergibt (Harma et al., 2008). Auch thermische Einflisse

ergaben bei fruheren Studien mit dem Huntingtin Protein bei kurzen
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Polyglutamin-Formen (25Q) ein héheres Signal im Vergleich zu expandierten
72Q-Langen, welche bei 4°C ein deutliches Signal generierten (Cui et al., 2014).
Spaltungen zwischen zwei Epitopen des Proteins, eine veranderte Affinitat oder
Exposition des Antikdrpers zum Epitop, Proteinmodifikationen, Aggregationen,
sowie Lichtausbleichungen nehmen ebenfalls Einfluss auf die Resultate des TR-
FRET (Liang et al., 2014). Dennoch ist das Verfahren auferst sensitiv und es
werden keine Waschvorgange bendtigt. Testungen mit sehr kleinen
Probenmengen von 5ul in einer 384-Well-Platte helfen, wertvolles

Patientenmaterial zu sparen (Degorce et al., 2009).

. 665 . 665 .
A= Ratio 20 (Probe) — Ratio 20 (Hintergrund)

* 100
Ratio % (Hintergrund)

Abbildung 8: Formel zur Berechnung der Signal-Starke AF

Neben dem Nachweis von Ataxin-3 in PBMCs mittels der TR-FRET Methode sind
auch andere humane Biomaterialien, wie Plasma und Cerebrospinalflissigkeit
(CSF), fur die Testung und Quantifizierung von pathologischen Proteinen von
Interesse: Plasma ist als potenzielles Ausgangsmaterial flir die Biomarker-
Forschung sehr unproblematisch zu gewinnen. Die CSF-Entnahme hingegen ist
aufwendiger und von Patienten weniger akzeptiert als die Blutabnahme.
Allerdings ist CSF durch die raumliche Nahe zum Erkrankungsort bei dem
Umspulen der Neuronen von besonderer Bedeutung und womoglich
aussagekraftiger.

Alpha-Synuklein, welches in der Parkinson-Erkrankung eine tragende Rolle
spielt, konnte bereits in CSF-Proben mittels TR-FRET erfolgreich quantifiziert
werden (Bidinosti et al., 2012). Die Aufbereitung der CSF-Proben von der
Entnahme bis zur Bestimmung von Hamoglobin-Verunreinigungen sollte dabei
moglichst nach standardisierten Protokollen erfolgen (Mollenhauer et al., 2017,
Teunissen et al., 2009). Ein weiterer hoch-sensitiver Immuno-Assay zur Protein
Detektion neben der FR-FRET Methode ist das single-molecule-counting (SMC)
(Loscher et al., 1998, Hoefig et al., 2018). Mit dem SMC-Verfahren gelang es,

mutiertes Huntingtin-Protein von Konzentrationen im Femtomolar-Bereich in
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CSF-Proben nachzuweisen, was zuvor mittels der TR-FRET Methode nur in
PBMCs gelungen war (Wild et al., 2015).

1.6 Polymorphismen als modulierende Faktoren

Polymorphismen sind Sequenzvariationen, die zwischen verschiedenen
Individuen auftreten und somit minimale Abweichungen in der Basenabfolge
eines Gens bedingen. Bei Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) beschrankt
sich die genetische Veranderung auf den Austausch einer einzigen Base an eine
bestimmten Stelle des Genoms, kann aber je nach Lage einen entscheidenden
Einfluss auf die Transkription nehmen, oder Veranderungen in der Proteinstruktur
bedingen. Da der Korrelationsfaktor zwischen AAO und der CAG-Repeat-Lange
nur bei 0,67 bis 0,87 liegt, kann nicht jede Variation des AAO auf diese Art erklart
werden (Riel} et al., 2008). Dies lasst die These zu, dass neben Umweltfaktoren
und individuellen Gewohnheiten, sowie Lebensstil des Patienten, auch die
weitere genetische Ausstattung, folglich auch SNPs, eine tragende Rolle spielen
konnten. Neben der Erforschung von genetischen Modifikationen in der SCA3
Erkrankung, sind SNPs auch von Interesse bei der Ergrindung des Ursprungs
der Erkrankung und der Untersuchung von verschiedenen Haplotypen (Costa et
al., 2002).

Im ATXN3 Gen wurden bereits zahlreiche Polymorphismen untersucht, wovon im
Zuge dieser Arbeit drei analysiert werden (vgl. Abbildung 9, Tabelle 4). Die SNPs
ASOTG/GPTG (rs1048755), C%®'GG/G®'GG (rs12895357)  sowie
TAA™8/TAC'8 (rs7158733) wurden friih in einer japanischen Studie identifiziert
und Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen festgestellt (Goto et al.,
1997). Eine weitere Studie zur Untersuchung dieser drei SNPs in Bezug auf die
Stabilitat und Variation des CAG-Repeats ergab, dass eine hdhere Frequenz von
Allel A bei den SNPs ASTG/G®°TG und TAA''®/TAC'""® mit groReren CAG-
Langen einhergeht. Zudem zeigten die Daten, dass SNP C%’GG/G%’GG einen
Effekt auf die Instabilitat zwischen den Generationen aufweist (Maciel et al.,
1999). Eine Studie zur Analyse der Haplotypen dieser drei Polymorphismen mit
Beteiligung von 16 Nationen ergab, dass die Variante A-C-A (669-987-1118) bei
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SCA3 Patienten mit 72 % deutlich vermehrt vorliegt, wahrend sie bei gesunden
Kontrollen kaum vorkommt. Regionale Unterschiede konnten auf den Azoren
zwischen Patienten der Inseln Flores mit A-C-A und Sao Miguel mit G-G-C, der
zweithaufigsten Variante, festgestellt werden (Gaspar et al., 2001). Zwei weitere,
neuer identifizierte SNPs im ATXN3 Gen, rs709930 und rs910369, zeigten bei
chinesischen Patienten fur Allel A, respektive T, einen verfrihten
Erkrankungsbeginn von zwei bis vier Jahren (Long et al., 2015). DarUber hinaus
wurden in mehreren anderen Genen, beispielsweise FANT und PMS2 SNPs
detektiert, welche eine signifikante Assoziation mit dem AAO in Polyglutamin-
Erkrankungen wie HD oder SCA3 aufwiesen (Bettencourt et al., 2016). Ebenso
wurden fur die Parkinson-Erkrankung mogliche relevante SNPs beschrieben:
rs1352303, welcher den Erkankungsbeginn bei Frauen zu verzégern scheint und
rs9347683, welcher das Risiko fur altere Menschen zur erkranken, erhohte
(Chung et al., 2011, Chang et al., 2011). Da bei einigen SCA3 Patienten
Parkinson-Symptome vorliegen und eine Interaktion zwischen Ataxin-3 und
Parkin denkbar ist, werden drei SNPs im PARK?2 Gen,
AGC®/AACS"(rs1801474), GTA'239/CTA'?39 (rs1891582) und GAT'281/AAT 1281
(rs1801334), analysiert (vgl. Abbildung 9, Tabelle 4). Sie befinden sich auf Exon
4, Exon 10 und Exon 11, weswegen in den spateren Ergebnisbeschreibungen

teils diese Angabe als jeweilige Abklrzung fur den SNP genutzt wird.

Tabelle 4: Ubersicht der zu analysierenden Polymorphismen

ATXN3 Exon 8 rs1048755 Stelle 669: AIG AS 212: T=0,3251/1628 https:/Awww.ncbi.nim.nih.gov/SNP/sn
p_ref.cgi?searchType=adhoc_search
GTG = ATG V [Val] = M [Met] PR TS
Exon 10 rs12895357 Stelle 987*: CIG AS 318" G=0,276/1382 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/sn
p_ref.cgi?searchType=adhoc_search
GGG = CGG G [Gly] = R [Arg] &type=rs&rs=rs12895357
Exon 10 rs7158733 Stelle 1118*: AIC AS:361*: T=0.3389/1697 https:/Awww.ncbi.nlm.nih.gov/SNP/sn
p_ref.cgi?searchType=adhoc_search
TAC = TAA Y [Tyr] = Stop [Arg] &type=rs&rs=rs7158733
PARK2 Exon 4 rs1801474 Stelle 601: AIG AS 167: T=0,1174/588 https:/www.ncbi.nlm.nih.gov/projects
ISNP/snp_ref.cgi?rs=1801474
AGC = AAC S [Ser] = N [Asn]
Exon 10 rs1891582 Stelle 1239: CIG AS 380: G=0,1721/862 https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects
/SNP/snp_ref.cgi?rs=1801582
GTA= CTA V [Val] = L [Leu]
Exon 11 rs1801334 Stelle 1281: AIG AS 39%4: T=0,0134/67 https://Awww.ncbi.nlm.nih.gov/projects
/SNP/snp_ref.cgi?rs=1801334
GAT = AAT D [Asp] = N [Asn]

* Position abhangig von CAG-Repeat-Lénge, hier angenommen fiir 13Q
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Abbildung 9: Graphische Darstellung der Lokalisation der zu analysierenden Polymorphismen,
modifiziert nach Martins et al., 2007

SNP A869/G8%° des ATXN3 Gens befindet sich auf Exon 8, G%7/C%7 und C'""8/A'1'8 liegen auf Exon 10 hinter

dem CAG-Repeat (rot). Im PARK2 Gen befinden sich die zu analysierenden SNPs (Gf01/A801 (G1239/C1239,
G'1281/A1281) pefinden sich auf Exon 4, 10 und 11.

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

Das Projekt ESMI wird durch das Joint Programme - Neurodegenerative Disease
Research (JPND) auf europaischer Ebene gefordert, sowie national durch das
Bundesministerium fur Bildung und Forschung im Zeitraum von 2016 bis 2019
unter dem Forderkennzeichen 01ED1602B unterstutzt und unterliegt der Leitung
von Prof. Dr. Olaf Riel3 und dem Koordinator Prof. Dr. Thomas Klockgether.
Neben dem Standort Tubingen ist Bonn als weiteres deutsches Zentrum
vertreten, wahrend sich das Projekt auf internationaler Ebene Uber Portugal,
GrolRbritannien und die Niederlande erstreckt. Kooperationen in weitere Lander
wie die USA bestehen oder befinden sich in Planung. Zudem leisten zahlreiche
assoziierte Partner-Zentren (z.B. Aachen, Essen, Frankfurt und Heidelberg)
ihren Beitrag und kdnnen auf diese Weise die Zahl an teilnehmenden Patienten
im Projekt weiter erhohen. Besonders interessant ist diese Kooperation
beispielsweise im Bezug auf den Zugang zu sehr seltenen homozygot
betroffenen Mutationstragern. Ziel des Projektes ist es, eine mdglichst grofRe
Patientenkohorte zu akquirieren und ebenso Verwandte ersten Grades

(Risikopatienten)  miteinzubeziehen. Alle Daten sollen dabei nach
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standardisierten Protokollen erhoben und in einer gemeinsamen Datenbank
zusammengefuhrt werden, wobei die Befunderhebungen der Patienten mit
Spinozerebellarer Ataxie Typ 3, Blutabnahmen in PAXgene, Cell Preparation
Tubes (CPT), Serum Separating Tubes (SST), Plasma Preparation Tubes (PPT)
und EDTA-R6hrchen, ggf. Liquorentnahmen, Ganganalysen, MRT-Bildgebungen
und auch die Erfragung von Gewohnheiten, Lebensqualitat oder
Bewegungsaktivitaten, umfassen. Es wird angestrebt, neben einer
Basisuntersuchung zwei weitere Nachuntersuchungen der Kohorte zu
veranlassen, um im sogenannten follow-up zeitliche Entwicklungen evaluieren zu
konnen. Daruber hinaus bietet das Projekt die Mdglichkeit des internationalen
Austausches zwischen Experten aus den Bereichen der Neurologie und Genetik,
sowie zwischen Klinikern, Forschern und Patientenorganisationen auf dem
Gebiet der Spinozerebellaren Ataxie Typ 3. Relevante Informationen sind der
breiten Offentlichkeit unter www.dzne.de/forschung/studien/klinische-
studien/esmi (Stand 17.05.2018, 12:57) verfugbar.

Diese Studie wurde durch die lokale Ethik-Kommission unter der Nummer
598/2011B01 genehmigt. Fur die Blutabnahmen bei den EU-Partnern lagen
lokale Ethikvoten vor. Alle Daten wurden anonymisiert bearbeitet und erlauben
keine Ruckschlusse auf den Probanden. Ebenso wurden die Proben ,blind“ in
den Experimenten bearbeitet und erst nach der Auswertung in Kontrollen und

Patienten entschlisselt.

1.8 Zielsetzung der Arbeit

Momentan versuchen verschiedenste Studien madgliche biochemische,
neurophysiologische oder bildgebende Marker, in der Spinozerebellaren Ataxie
Typ 3 zu evaluieren und zu etablieren (Saute und Jardim, 2018). Besonders im
Hinblick auf anstehende klinische randomisierte Therapiestudien zur mdglichen
Behandlung der Spinozerebellaren Ataxie Typ 3 und verwandten Formern, ist die
Verfugbarkeit zuverlassiger Biomarker von grof3er Bedeutung. Nur so sind
mogliche Therapieerfolge neuer Behandlungsmethoden zu bewerten und zu

belegen. Eine weitere Anforderung an den potenziellen Biomarker ist eine
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madglichst einfache Verfugbarkeit, ohne die Patienten unnétig zu belasten. So
ricken besonders periphere Marker gewonnen aus vendsem Blut in den Fokus.
Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Etablierung und Erprobung der
Messmethode von Polyglutamin-expandiertem Ataxin-3 (exp./ mt Ataxin-3) aus
mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMCs), mittels des TR-FRET-
Verfahrens.

Ebenso gilt es, das Potenzial dieser Ataxin-3 Protein-Level als mdgliche
Biomarker zu evaluieren, indem Korrelationen mit den klinischen Patienten-
Daten durchgefuhrt und Uberprift werden. Hierbei sollen Parameter wie
Erkankungsbeginn, Erkrankungsdauer, oder bekannte klinische Scores (SARA/
INAS) des jeweiligen Patienten mit dem gemessen Ataxin-3 Leveln verglichen
werden.

Daruber hinaus soll untersucht werden, ob der Assay auch in anderen Geweben
wie Plasma, Cerebrospinalflissigkeit, Fibroblasten, IPSCs oder Gehirnlysaten
zur Ataxin-3 Quantifizierung genutzt werden kann.

Als Weiterfuhrung friherer Versuche von Frau Dr. rer. nat. Jeannette Hlbener-
Schmid und Frau Kathrin Gonsior soll in dieser Arbeit der Antikérper 1C2-D2 fur
den TR-FRET Assay etabliert werden und der bereits bestehende Assay weiter
modifiziert und validiert werden. Alle Messungen werden folglich mit beiden
Antikorpern MW1-D2 und 1C2-D2 durchgefuhrt werden.

Auf der Suche nach weiteren modifizierenden Faktoren gilt es in dieser Arbeit
auch den Einfluss einiger bekannter Einzelnukleotid-Polymorphismen zu
untersuchen. Diese Versuche wurden groBtenteils unterstitzend von Frau
Annika Lambert durchgefuhrt. In Zusammenarbeit mit Herrn Patrik Pelz wurden
im Zuge dieser Arbeit fur die vorliegende Kohorte alle Genotypen einheitlich
mittels Fragment-Langenanalyse Uberprift. Somit sollte sichergestellt werden,
dass alle CAG-Repeat-Langen, die fur Korrelationen genutzt werden, korrekt sind
und Kontrollen sicher von Patienten unterschieden werden.

AbschlieRend gilt es zu bewerten, wo die Chancen und die Grenzen dieser
Quantifizierungsmethode flr expandiertes Ataxin-3 Protein liegen und ob Ataxin-
3 somit als ein potenzieller Diagnostik-, Verlaufs- oder Therapiemarker in der

SCA3 Erkrankung dienen konnte.
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2.1 Verwendete Gerate, Software und Verbrauchsmittel

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Gerate und Laborutensilien

Gerat Name Hersteller

PCR-Cycler G-Storm GS1 Alpha Metrix Biotech,
Rodermark, D.

Drucker Gelbilder Drucker P91D Mitsubishi, Ratingen, D.

Gefrierschrank, -20°

Gram, Giesen, D.

Gefrierschrank, -80°

Hera Freeze™

Thermo Fisher Scientific,
Roskilde, DK

Gelelektrophorese Kammer

Model: 40-1214

peQlab, Erlangen, D.

Heizblock

HBT 130

HLC, Bovenden, D.

Kamera - Olympus, Hamburg, D.
Kihlschrank +4°C - Kirsch, Willstatt-Sand, D.
Laser (FRET) TRF Light Unit 337 nm PerkinElmer, Waltham, US.
Mikro Cuvette pMCuvette G1.0 Eppendorf, Hamburg, D.
Mikrowelle - SEVERIN, Sundern, D.

Zell-Zahlkammer

Neubauer-Zahlkammer,
0,1 mm Tiefe, 0,0025 mm?

Marienfeld, Lauda-
Kdnigshofen, D.

Photometer grof}

Ultrospec 3100 pro

Amersham Biosci.,
Buckinghamshire, UK.

Photometer klein

BioPhotometer

Eppendorf, Hamburg, D.

Pipette 0,5-10

Research 10

Eppendorf, Hamburg, D.

Pipette 10-100

Research 100

Eppendorf, Hamburg, D.

Pipette 1000

Research 1000

Eppendorf, Hamburg, D.

Pipette Zellkultur

pipetus-akku

Hirschmann Laborgerate,
Eberstadt, D.

Plattenlesegerat (FRET)

Multimode Plate Reader
EnVision

PerkinElmer, Waltham, US.

Plattenlesegerat (universal) Multiplate Reader MWGt BioTek Instruments,
Winooski, US.
Prazisionswaage Precisa PESA-Waagen, Bisingen, D.
Sequenzer CEQ 8000 Genetic Analysis Beckman Coulter, Brea, US.
System
Steril Bank Zellkultur HeraSafe Heraeus, Hanau, D.

Stromquelle Elektrophorese

Electrophoresis power supply
Consort E835

Fisher Scientific, Schwerte,
D

UV-BOX

Transilluminator Bio View UV

Biostep, Jahnsdorf, D.

UV-Lichttisch

peQlab, Erlangen, D.

Vakuum Trockner Concentrator 5301 Eppendorf, D.

Vortexer VF2 Janke&Kunkel, Staufen, D.
Warmemixer Thermomixer kompakt Eppendorf, Hamburg, D.
Wasserbad - GFL, Burgwedel, D.
Zentrifuge gekunhlt Centrifuge 5415 R Eppendorf, Hamburg, D.
Zentrifugen Centrifuge 5804, 5810, 5417 C | Eppendorf, Hamburg, D.
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Software

Name

Hersteller

Software Berechnungen und
Abbildungen

Excel, Power Point

Microsoft, Redmond, US.

(Bradford)

Software Gelbilder Argus XI Argus Sci., Tyngsborough, US.
Software Plattenlesegerat Gen5 BioTek. Winooski. US.

(BCA) ’ ’

Software Plattenlesegerat | ko4 3.4 BioTek, Winooski, US.

Software Sequenzer

GenomelLab System

SCIEX, Darmstadt, D.

Software Statistik

GraphPad 7

PRISM, San Diego, US.

Software Statistik

R

GNU General public license

Software TR-FRET

EnVision Manager

PerkinElmer, Waltham, US.

Tabelle 7: Ubersicht der Verbrauchsmittel

Verbrauchsmaterial

Name

Hersteller

1,5 ml Reaktionsgefal

500 Reaction Tubes

greiner bio-one,
Frickenhausen, D.

1,5 ml Reaktionsgefa® UV

Safe-Lock Tubes, amber

Eppendorf, Hamburg, D.

15 ml Falcon CELLSTAR® Tubes greiner bio-one,
Frickenhausen D.
2 ml Kryo-Réhrchen CRYO.S™ greiner bio-one,

Frickenhausen D.

2 ml Reaktionsgefaly

Safe-Lock Tubes

Eppendorf, Hamburg, D.

384-Well-Platte TR-FRET

ProxiPlate™ - 384 TC Plus

PerkinElmer, Waltham, US.

50 ml Falcon

CELLSTAR® Tubes

greiner bio-one,
Frickenhausen, D.

6-Well-Platte

Tissue Culture Plate, 6 Well

Corning Inc., New York, US.

96-Well-Platte (Plate Reader)

Mikroplate, 96-Well

greiner bio-one,
Frickenhausen, D.

96-Well-Platte (Sequenzer)

Beckman Coulter, Brea, US.

CPT-Rohrchen

BD™ Vacutainer™ CPT

Fisher Sci. , Schwerte, D.

Serologische Pipetten

Serological Pipet FALCON®

Corning Inc., New York, US.

H-0

Ampuwa®

Fresenius Kabi, Bad
Homburg, D.

Pipettenspitzen 10, 1000 pl

Tip One®, Ultra Point
Graduated Tip

STARLAB, Hamburg, D.

Pipettenspitzen 1000, 100
und 10 pl (TR-FRET)

epT.l.P.S.® Reloads

Eppendorf, Hamburg, D.

Pipettenspitzen 200 pl

Tip One®, Ultra Point
Graduated Tip

STARLAB, Hamburg, D.

Zell-Schaber

Cell Scraper 1/Pack steril

Corning Inc., New York, US.

Zellkulturflasche

T175 Flasks

Thermo Fisher, Roskilde, DK
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Tabelle 8: Ubersicht der verwendeten Puffer und Lésungen

Bezeichnung

Bestandteile

100 mM Na-EDTA

3 M Na-Acetat (pH 5,2)

6x Ladepuffer (DNA)

Orange G (10 mg/ml), 15% Ficoll

Detektionspuffer (TR-FRET)

50 mM NaH2PO4, 400 mM NaF, 0,1% BSA,
0,05% Tween20

DPBS-Puffer gibco® by life technologies
Lysis-Puffer 1% TritonX100, Complete (in DPBS)
RIPA-Puffer Tris 50 mM, NaCl 150 mM, SDS 0,1%, SDC

0,5%, TritonX 1%, pH 7,5
+ Complete
+ Phosphatase-Inhibitor PhosphoStop

TBE-Puffer 1x

Tris Base 89 mM, Borsaure 89 mM, EDTA-Na>
2 mM

Zell-Medium

gibco® by life technologies

Zellkultur-Medium mit Zusatz

10% FCS, 1% Antibiotikum (in DMEM)

2.3 Chemikalien, Enzyme und Oligonukleotide (Primer)

Tabelle 9: Ubersicht der Verwendete Reagenzien

Name

Hersteller

2-Propanol 100%

VMR Chemicals, Darmstadt, D.

5 M Betaine Solution

Sigma-Aldrich, St. Louis, US.

Biocoll Seperating Solution

Biochrom GmbH

Bradford-Reagenz

Bio-Rad, Minchen, D.

Complete Mini, EDTA-free

Roche Diagnostics, Mannheim, D.

DNA Size Standard-600

GenomelLab SCIEX, Darmstadt, D.

Ethanol 100%

VMR Chemicals, Darmstadt, D.

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich, St. Louis, US.

PCR Grade Nucleotide Mix (ANTPs)

Roche Diagnostics, Mannheim, D.

pegGOLD DNA Ladder-Mix

peQlab, Erlangen, D.

Primer (vgl. Tabelle 10)

Metabion international AG, Planegg, D.

Pwo-DNA-Polymerase

peQlab, Erlangen, D.

Q-Solution Qiagen, Hilden, D.
SeaKern® LE Agarose Lonza, Basel, CH.

Taq DNA Polymerase Qiagen, Hilden, D.
TritonX-100 Roth, Karlsruhe, D.
Tween20 Sigma-Aldrich, St. Louis, US.
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Tabelle 10: Ubersicht der verwendeten Primer von Metabion (10 pmol je PCR)

. . o o GroRe PCR-
Gen Primer Bezeichnung Sequenz 5°- 3 Produkt
ATXN3 P290 _MJD1VSR TACTAGAGCTTATTTGCCAG 221 bp
P291_mjd/§%r CAGAGCCCTCTGCAAATCCT
R478 MJD_Ex10-R-S GGTACTGCTCCTTAATCCAGGG 405 bp
R479 MJD52 CCAGTGACTACTTTGATTCG
PARK2 P239 Parkin_Ex4 F1 AAAGGCCCCTGTCAAAGAGT 126 bp
P240 Parkin_Ex4 R2 TCATTTTCCTGGCAGTCTCA
P241 Parkin_Ex10_F1 | CTGCCGGGAATGTAAAGAAG 163 bp
P242 Parkin_Ex10_ R1 | GGAACTCTCCATGACCTCCA
P243 Parkin_Ex11_F2 | CCGACGTACAGGGAACATAAA 215 bp
P244 Parkin_Ex11_R1 | CTGCTCAGCACAGACTCACC
ATXN3 P248 SCA3 R TGGCCTTTCACATGGATGTGAA
P247_PolyQ_F CCAGTGACTACTTTGATTCG

2.4 Antikorper

Tabelle 11: Ubersicht der Antikérper und der zugehdérigen Proteine fir TR-FRET Analysen

Antikorper-Bezeichnung | Kiirzel Protein Primar-Sequenz Bezugsquelle
Anti-Spinocerebellar 1H9-tb Ataxin-3 EANDGSGMLD Millipore
Ataxia Type 3 Antibody, PolyQ exp. | EDEEDLQRAL MAB5360
clone 1H9
MW1 MW1- Ataxin-3 Study
D2 PolyQ exp. (Q>?5chl<)QQQQQQ Hybridoma
Bank

Anti- 1C2-D2 | Ataxin-3 Millipore
Polyglutamine-Expansion PolyQ exp. (Q>§7QC}§)QQQQQQ["'] MAB1574
Diseases Marker
Antibody, clone 5TF1-1C2

2.5 Hersteller Kits

Tabelle 12: Ubersicht der genutzten Hersteller-Kits
Name Hersteller

10x Reactionbuffer complete

Sigma-Aldrich, St. Louis, US.

FlexiGen DNA Kit

Qiagen, Hilden, D.

Genomelab DTCS — Quick Start Kit

Beckman Coulter, Brea, US.

PCR Buffer, 10x

Roche Diagnostics, Mannheim, D.

Pierce BCA Protein Assay Kit

Thermo Fisher Scientific, Roskilde, DK.

Qiagen Gel Extraction Kit

Qiagen, Hilden, D.
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Qiagen Purification Kit Qiagen, Hilden, D.
QIAprep® Spin Miniprep Kit Qiagen, Hilden, D.
Separation Buffer 30 ml Beckman Coulter, Brea, US.
SLS-Puffer Beckman Coulter, Brea, US.

2.6 Herkunft der Blutproben und Patientenauswahl in ESMI

Die bearbeiteten Blutproben stammen von Patienten mit diagnostizierter
Spinozerebellarer Ataxie Typ 3 oder von prasymptomatischen Mutationstragern.
Die Gruppe prasymptomatische Mutationstrager umfasst Patienten, bei denen
das Krankheitsbild noch nicht klinisch manifest ist, die Mutation aber
diagnostiziert wurde. Zudem wurden jeweils Kontrollprobanden akquiriert, deren
Blut auf die gleiche Art und Weise aufbereitet wurde. Die Studie wurde durch die
lokale Ethik-Kommission (Nr. 598/2011B01) genehmigt. Das bereits in der
Einleitung beschriebene ESMI-Projekt sammelt die Blutproben in den jeweiligen
Zentren (Tubingen, Bonn, London, Coimbra). Die verwendeten Proben aus
Tubingen stammen von Patienten der Ataxie-Ambulanz unter der Leitung von
Prof. Dr. Schdls. Das gemeinsame ESMI-Protokoll sieht vor, dass parallel zu der
Untersuchung und Blutabnahme von SCA3 Patienten nach Moglichkeit immer
ein Kontrollproband gewonnen wird. Dies kann ein gesunder Verwandter,
Mitarbeiter oder eine Begleitperson sein. In der hier prasentierten Kohorte

stammen die meisten Kontrollen aus den Zentren Tubingen und London.

2.7 Molekularbiologische Methoden

2.7.1 DNA Isolation

Die Gewinnung der DNA aus 1 ml EDTA-Blut der Patienten und Kontrollen
erfolgte durch eine Ethanol-Fallung mittels des FlexiGen DNA Kits. Dabei wurden
die Herstellerangaben wie folgt modifiziert: 1 ml Blutprobe wird bei 37 °C im
Wasserbad aufgetaut, gut durchmischt und in einem 15 ml Falcon mit 2,5 ml des
im Kit enthaltenen FG1-Puffers versehen. Es erfolgt ein sofortiges 5-faches
Invertieren des Rohrchens und anschliel3end eine Zentrifugation aller Proben flr

10 min bei 3000 g. Der Uberstand wird abgegossen und das Pellet 2 min bei
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Raumtemperatur (RT) getrocknet. Anschliel3end wird das Pellet in 0,5 ml FG2-
Protease-Mix (nach Herstellerangabe vorbereitet) geldst und die Probe flr 10 min
bei 65 °C im Wasserbad inkubiert, wobei ein Farbumschlag von klar zu grin
erfolgt. Die Probe wird mit 0,5 ml 100% Isopropanol versehen und mehrmals
langsam invertiert. Das ausgefallene weilRe DNA-Pellet wird mit der Pipette
aufgenommen, in einem vorbereiteten 1,5 ml Tube mit 0,5 ml 70% Ethanol
gewaschen und anschlieBend in einem sauberen leeren Tube 5 min
luftgetrocknet. AbschlieRend wird das Pellet in 100 pl FG3-Puffer des Kits geldst
und far 12 h bei 65 °C und 650 rpm im Thermomixer resuspendiert. Der DNA-
Gehalt wird per u-Cuvette photometrisch bestimmt und die Probe bei -20 °C
gelagert. Diese ist das Ausgangsprodukt fur die Polymorphismen Bestimmung

und die CAG-Repeat Langenbestimmung.

2.7.2 PCR zur Analyse von bekannten Polymorphismen

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) ist ein thermozyklisches Verfahren,
welches zur Vermehrung eines bestimmten DNA-Abschnittes genutzt werden
kann (Mullis et al., 1992). Die DNA der Patienten wurde bei Konzentrationen
unter 20 ng/pl unverdinnt in die entsprechende PCR eingesetzt. Zur
Vervielfaltigung der DNA-Abschnitte, welche die 2zu untersuchenden
Polymorphismen beinhalten, wurden verschiedene PCR-Ansatze und
Thermocycler-Programme genutzt (vgl. Tabelle 13,14). Die Effektivitat der PCR
wurde stets mittels einer Gelelektrophorese Uberpraft (vgl. 2.7.4

Gelelektrophorese).

Tabelle 13: Ubersicht Basis der Mastermixe

Fur dir Detektion der Polymorphismen im PARK2 Gen (rs1801474 , rs1891582 und rs1801334) wird der
Ansatz in Spalte 2 genutzt. Ansatz ,A%9/G5%%“ wird fir den SNP ASTG/GPTG (rs1048755) in Spalte 1
genutzt, wihrend die beiden SNPs hinter dem PolyQ-Trakt ,G%7/C%7* C9%'GG/G%’GG (rs12895357) und
,C1I8AT18« TAAT18/ TAC!18 (rs7158733) mit dem Ansatz in Spalte 3 analysiert werden.

ATXN3: A%9/G66° PARK2 Polymorphismen ATXN3: G%7/C®87 C1118/A1118
14,3 pl H20 13,3 ul H20 23,7 ul H20

2 pl 10x Puffer 2 pl 10x Puffer 3 pl Puffer Complete

1 pl Primer 290 1 pl Primer F 0,7 pl Primer R478

1 pl Primer 291 1 pl Primer R 0,7 pl Primer R479

0,5 yl dNTPs 0,5 yl dNTPs 0,5 yl dNTPs

0,2 yl Taq (Qiagen) |0,2 ul Taq (Qiagen) 0,25 pl Pwo Taq

1 ul DNA 2 ul DNA 1,5 yl DNA
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Tabelle 14: Ubersicht der PCR-Zyklen und Temperaturen

ATXN3: A69/GES* PARK2 Polymorphismen ATXN3: G%7/C987, C1118/71118
94°C___|5min 95°C 94°C
94°C Imin = 95°C 30sec ™y touch downjj94°C 30sec my  touchdown
56°C  |imin  )x30 65-55C°  [30sec  )x10 6555°C  |30sec ) x10
72C_ [imin ¢ 72°C 30sec ¢ 68°C 455ec
72°C S5min 95°C 30sec " 94°C 30seCc my,
55°C 30sec )x25 55°C 30sec \ x25
10°C oo 72°C 30sec ¢ 68°C 455ec
72°C 7min 68°C 5min
10° oo 10°C oo

2.7.3 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese ist ein Standardverfahren zur Auftrennung verschiedener
Substanzen wie DNA oder RNA mittels einer angelegten elektrischen Spannung
in einem Trennmedium, wie beispielsweise das hier verwendete Agarosegel. Auf
diese Art kdnnen die Effizienz der PCR sowie die Lange des entstandenen
Produktes Uberpruft werden. Fir derartige Kontrollgele wird jeweils ein 1%
Agarosegel mit TBE-Puffer angefertigt und mit 5 pl Ethidiumbromid versehen. Es
werden jeweils 5 yl DNA-Probe und 5 ul 6x Ladepuffer pro Kammer geladen,
sowie einmalig je Gel der Marker pegGOLD DNA Ladder-Mix (vgl. Tabelle 9). Fur
die PCR-Produkte aus dem Reaktionsansatz fur Polymorphismen hinter dem
PolyQ-Trakt, wird das gesamte PCR-Produkt mit jeweils 10 pyl 6x Ladepuffer
versetzt und komplett auf das Gel geladen. Die angelegte Spannung betragt im
grolden Gel bei 120 V, im kleinen Gel 90 V.

2.7.4 PCR Aufreinigung

Bei erfolgreicher Amplifizierung der PCR-Produkte von SNP ,A%9/G®6%  sowie
den drei Polymorphismen im PARKZ2 Gen, wird die jeweilige PCR-Probe mittels
dem Qiagen PCR Purification Kit gemal der Herstellerangaben aufgereinigt. Das

gereinigte PCR-Produkt wird mittels Elektrophorese erneut Uberpruft (vgl. 2.7.4
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Gelelektrophorese). Bei den PCR-Produkten fur die Polymorphismen im ATXN3
Gen hinter dem CAG-Repeat wird eine Auftrennung der beiden Allele (WT und
expandiert) im Gel erzielt und die Banden mussen aus dem Gel extrahiert
werden. Das Ausschneiden der Banden aus dem Gel erfolgt auf einem UV-
Lichttisch. Die Gelschnitte werden mittels Prazisionswaage gewogen und
anschlieend erfolgt die Extraktion der DNA aus dem Gel unter Verwendung des
Qiagen Gel Extraction Kit und Beachtung des Herstellerprotokolls. Nach erfolgter
Aufreinigung wird ebenfalls ein Kontrollgel angefertigt und die Ausbeute
quantifiziert. Die Proben werden anschlieRend bei -20 °C gelagert, bis sie zur

Sequenzierung genutzt werden.

2.7.5 Sequenzierung

FUr die Bestimmung der Basenabfolge der DNA-Sequenz wird das etablierte
Verfahren des Kettenabbruchs nach Sanger genutzt (Sanger und Coulson,
1975). Zunachst wird dabei das Verfahren der PCR genutzt, um im
Sequenzierungsansatz die fluoreszenz-markierten DNA-Abschnitte flr die
Sequenzierung herzustellen. Der schematische Ablauf ist anhand eines
Schaubildes illustriert (vgl. Anhang 3). Eine Besonderheit besteht darin, dass nur
ein Primer bendtigt wird. Es wird das GenomeLab DTCS — Quick Start Kit genutzt
und der Reaktionsansatz fur jeweils jeden der verschiedenen DNA-Abschnitte
anders gewahlt (vgl. Tabelle 15). In der Regel zeigte der Rickwarts-Primer gute
Ergebnisse, bei dem Ansatz ,G®1/A®"* hingegen nutzt man beide Primer,
weswegen hierfur zwei verschiedene Ansatze je Probe gewahlt werden. Die DNA
wird je nach Starke der Kontrollbande im vorherigen Kontrollgel im Verhaltnis 5:6,
8:3 oder 11:0 mit H20 auf ein Gesamtvolumen von 11 pl gebracht. Ansonsten
gelten Zyklen-Anzahl und Temperaturen fur alle Ansatze gleichermalen (vgl.
Tabelle 16A) und das Produkt wird bis zur Sequenzierung bei 4 °C lichtgeschitzt
gelagert. Das Produkt der Sequenzier-PCR wird mittels eines Stopp-Mixes (vgl.
Tabelle 16B) fixiert und anschlieBend in mehreren Zentrifugationsschritten
gewaschen und vorbereitet. Zu 10 pl Probe werden in UV-geschutzten

ReaktionsgefalRen 15,5 ul des Stopp-Mixes und 60 pl eisgekuhlter Ethanol 100%
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gegeben. Der erste Zentrifugationsschritt erfolgte bei maximaler Rotation fur 30
min bei 4°C. Der Durchfluss wird entsorgt und das Pellet mit 190 ul Ethanol 70%
gewaschen. Erneute Zentrifugation erfolgt fur 20 min. Der Vorgang wird mit 90 ul
Ethanol 70% wiederholt und erneut fir 15 min zentrifugiert. Es schlief3t sich eine
Trocken-Zentrifugation im Vakuum-Trockner (SpeedVac) fur 12 min bei 30 °C an.
Das Pellet wird in 42 pl SLS-Puffer resuspendiert und fur tGber eine Stunde bei
RT inkubiert. Je Probe werden 40 ul der Resuspension auf die Sequenzer-Platte
geladen, mit Mineral Ol benetzt und anschlieRend mit dem Programm LFR-b (vgl.
Abbildung 10) sequenziert. Die Auswertung erfolgt mittels der Genomelab
System Software (vgl. Tabelle 6).

Tabelle 15: Ubersicht der Sequenzier-PCR-Ansatze

ATXN3: G%87/C%%7,

ATXN3: A869/G669 Cius/p18

PARK2: G#1/A%01 PARK2: G1239/C1239 PARK2: G1251/A1281

3pl Quickstart

4l Quickstart

3l Quickstart

3l Quickstart

3pl Quickstart

3ul Betain

4pl Q-Solution

3ul Betain

3ul Betain

3ul Betain

1,2yl Primer F (P291)

1ul Primer R (R478)

1,2l Primer F/R (P239/P240)

1,2ul Primer R (P242)

1,2ul Primer R (P244)

Tabelle 16: A) Cycler-Programm flur Sequenzierung-PCR B) Ansatz Stopp-Mix

Segienzierungs-PCR Stopp-Mix
1,1pl Glycogen
SeC 3 T DNA 2,2l 3M Na-Acetat pH 5,2
2,2l 100mM Na-EDTA
96°C 20sec ™\ 10ul H20
58°C sec ) [x31
60°C 4min_ ¢
10°C oo
] - 4 [ i |
Note  Method |Ana|ysis|
(EF IR LA ma RIRT LRI
Method Name: LFR-b [ ;;:r:faxu’e; 0T ‘\ 5\35.:;2:: BOKY
L Duven?rL L 120 sec. [ | Duration: 60.0 min. |
e o i
i Temperature: 57 °C | Voltage: 20kv
v i Wait for Temp:  Yes Duration: 15 sec. Edi...
i T e o

Abbildung 10: Programmeinstellung LFR-b fiir die Sequenzierung

2.7.6 Einheitliche Bestimmung der CAG-Repeat-Langen mittels PCR und

Fragment-Langenanalyse

Zur Bestimmung der CAG-Repeat-Langen der Patienten und Kontrollen wird

DNA, welche bereits durch die Zentren oder in Eigenarbeit aus EDTA-Blut
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extrahiert wurde, genutzt (vgl. 2.7.1 DNA Isolation). Die PCR mit fluoreszenz-
markiertem Vorwarts-Primer (P247) und Ruckwarts-Primer (P248) (vgl. Tabelle
10) wird unter lichtarmen Bedingungen, gemalR der in Tabelle 17 verzeichneten
Daten, durchgefuhrt. Das PCR-Produkt wird zunachst auf ein Verhaltnis von
1:200 verdunnt und dann je Probe mit 34,5 ul SLS Puffer und 0,5 ul Marker DNA
Size Standard-600 versetzt auf die Platte gegeben. Die Auswertung zur
Bestimmung der Lange des CAG-Konstrukts erfolgt mittels der GenomelLab
System (vgl. Abbildung 11).

Tabelle 17: A) Basis fur Mastermix B) Cycler-Programm

PCR Ansatz Fragmentanalyse PCR
g Y
Fragmentanalyse
11,4 pl H20
94°C 5min
2 pl10x Puffer
4 ul Q-Solution 94°C 60sec ™
0,4 ul NTPs 60°C 60sec ‘) x30
2 ul P248 72°C 120sec
2 ul P247 - :
72°C 10min
0,2 pl taq
2 ul DNA 10°C 0
200000 -:
1
175000 4 l e Signial des Fluoreszenz-Primer
r 10.10 frign e Signal des Fluoreszenz-Markers 600
160000 fo231
= 22682
_ 126000 I { 278.49
K + 00.116.21 arm
3 |
& 100000 + |
[ 114.77
[ |
75000 -: ‘ 2
L ! l
N 112.04
50000 s
s ze
[ L (m‘n“go‘z zoa
26000 4 B0 g0t f' iiwl 100 zsa - b “ 430 500
0 320
4'70!?3‘!4 " lwa 60 J HH h ! Wlm o0 4 420 ‘;“ “00 | 5|53102 “ go0 580 600 ms;gael
0 | L1l IED |8ﬂ9(|0: |2068r\_L n WI]55221JW J | L 1 L ‘JJ 41I]DB 46094 W34H ‘l I JLI I\SQS 72 BZBQT L1 }
0 50 100 1 50 200 250 300 350 400 450 500 550 800 650 700
Size (nt)

Abbildung 11: Exemplarische Darstellung einer Analyse der CAG-Repeat Langenbestimmung

Entscheidend sind die mit Pfeilen gekennzeichneten Peaks 1 + 2: Peak 1 entstammt dem wildtypischen
Allel, welches zuverlassiger repliziert wird, resultierend in einem hohen schmalen Peak. Peak 2 entstammt
dem expandierten Allel: Aufgrund der, durch den exp. PolyQ-Trakt erschwerten, Elongation der PCR,
entstehen Produkte leicht variierender Langen, wodurch der Peak eine breitere Auffacherung aufweist. Zur
Berechnung der CAG-Repeat-Lange wird der jeweils maximale Ausschlag betrachtet und von der
entsprechenden Produktlange (hier 228,74 und 354,66) 159 Basen subtrahiert. Das Ergebnis wird durch 3
gemal des Basentriplettes geteilt. Somit ergibt sich hier eine CAG-Anzahl von 23 (WT) und 65 (exp. Allel).
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2.8 Zellbiologische Methoden

Alle Arbeiten mit zellbiologischem Material wurden im Zellkulturlabor unter den

dort geltenden Sicherheits- und Hygienemalinahmen ausgefuhrt.

2.8.1 Blutabnahme

Die Blutabnahme erfolgte nach den in ESMI geltenden Richtlinien des
gemeinsamen Protokolls in den jeweiligen Zentren. Fur die Proteinanalyse
werden dem Standort Tubingen jeweils pro Patient oder Kontrolle ein CPT-
Roéhrchen zur Verfugung gestellt. Das Blut wird hierfur allerdings im jeweiligen
Zentrum zuvor schon nach einem gemeinsamen Protokoll bearbeitet und die
PBMCs extrahiert. Der genaue Ablauf ist in Abschnitt 2.8.2 Extraktion der PBMCs
aus Blutproben, dargestellt. Die Blutabnahme erfolgt nach standardisiertem
Verfahren durch Venenpunktation, wobei die Patienten nach Moglichkeit
nuchtern sind. Das Blut sollte innerhalb von zwei Stunden nach Abnahme
aufbereitet werden. Abweichungen im Ablauf werden vermerkt. Fir die DNA-
Gewinnung fur eine Fragmentlangenanalyse wird 1 ml EDTA-Blut bereitgestellt.

Die zugehdrige Aufbereitung ist im Kapitel 2.7.1. DNA Isolation beschrieben.

2.8.2 Extraktion der PBMCs aus Blutproben

Gemal dem ESMI Protokoll wird die CPT-Blutprobe bei RT 30 min bei 1700 rcf
(relative centrifugal force) ohne Bremse zentrifugiert. Es bildet sich im Roéhrchen
ein Gradient mit mehreren Schichten, wobei von oben betrachtet Plasma,
PBMCs, Gel-Barriere und am Boden des Rdhrchens separiert die Erythrozyten,
vorliegen. Das Plasma wird zunachst abgenommen und separat weggefroren.
Die PBMCs werden mit einer sterilen Pasteur-Pipette in ein 15 ml Falcon
uberfuhrt, mit 15 ml DPBS gewaschen und bei RT 15 min bei 300 rcf mit Bremse
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und das Pellet in 3 ml DPBS
resuspendiert. Es erfolgt ein zweiter Waschschritt mit 15 ml DPBS und
Zentrifugation bei RT 15 min bei 300 rcf und Abnahme des Uberstandes.
AbschlieRend wird das Pellet entweder direkt im 15 ml Falcon bei -80 °C
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eingefroren (nur Proben aus London) oder es wird in 1 ml DPBS resuspendiert,
in Kryo-Roéhrchen wie zuvor zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und
trocken bei -80 °C eingefroren. Die Proben werden so gesammelt und

anschlie3end auf Trockeneis nach Tubingen gesendet.

2.8.3 Lyse der PBMCs und Proteingewinnung

Die PBMC Proben werden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, in 1 ml DPBS
gel6st und in ein 15 ml Falcon Uberfuhrt. Das Kryo-Rdhrchen wird nochmals mit
1 ml DPBS nachgespult und ebenfalls in den Falcon Uberfuhrt, um die
Materialverluste moglichst zu minimieren. Die Proben werden dann bei RT fur 5
min bei 300 rcf zentrifugiert und der Uberstand (iber dem Pellet abgesaugt. Ein
erneuter Waschschritt mit 1 ml DPBS und Zentrifugation schlie3t sich an. Der
Uberstand wird erneut verworfen und das Pellet auf Eis gelagert. Je nach GroRe
des gewonnenen PBMC-Pellets werden 50 pl (klein), 75 ul (mittel), 100 ul (groRR),
oder 150 ul (grof3, schwer I6slich) des Lysis-Puffer (vgl. Tabelle 8) hinzugegeben.
Nach anschliefender 30-minutiger Inkubation auf Eis mit gelegentlichem
vortexen wird das Lysat in Kryo-Rohrchen bei -80 °C weggefroren, nach dem die
Gesamtproteinbestimmung und  Vorverdinnung (vgl.  Kapitel 2.9
Proteinbiochemische Methoden) erfolgt sind. Die Original Lysate wurden nach

Moglichkeit nicht haufiger als ein Mal aufgetaut.

2.8.4 Transfektion von HEK-Zellen zur Gewinnung von Ataxin-3

Der verwendete Vektor pEGFP-N1 mit 4738 bp, kodierend fur jeweils 15Q, 70Q
und 148Q, wurde mittels Escherichia coli DH5a vervielfaltigt und nach 18
Stunden Inkubation bei 37 °C in LB-Medium aus den Bakterienzellen unter
Verwendung des QIAprep ® Spin Miniprep Kit gemal Herstellerangaben isoliert.
Anschlieend wurde der DNA-Gehalt photometrisch quantifiziert. Die HEK-Zellen
wurden mit einer Neubauer Zahlkammer ausgezahlt und jeweils 600.000 Zellen
pro Well auf eine Inkubationsplatte (6-Well Platte) aufgebracht und mit Zell-
Medium (vgl. Tabelle 8) versehen. Nach 24-stindiger Inkubation der Zellen

wurde anhand des zellspezifischen Qiagen Transfection Protocols der

34



Material und Methoden

Transfektions-Ansatz hergestellt: 1,2 pg Plasmid-DNA in 100 pl OpitMEM, sowie
4,5 ul Attractene Reagent. Davon werden 104,5 ul mit 1,9 ml Zell-Medium auf die
Zellkultur aufgetropft. Nach 24 h erfolgt eine erste Sichtkontrolle der Kolonie unter
dem Fluoreszenz-Mikroskop, wobei erfolgreich transfizierte Zellen aufgrund des
EGFP-Vektors eine grune Fluoreszenz aufweisen. Der Vergleich mit der
Hellfeldmikroskopie zeigt die Differenz zwischen allen vorhandenen HEK-Zellen
und dem transfizierten Anteil (vgl. Abbildung 12). Nach 48 Stunden konnen die
Zellen mechanisch mittels Zellschaber vom Plattenboden geldst und mitsamt
dem Zell-Medium abgenommen werden. Anschliel3end erfolgt eine Zentrifugation
(300 rpm, 5 min) mit resultierendem Pellet am Falcon-Grund, welches mit 5 ml

DPBS gewaschen, erneut zentrifugiert und auf Eis gelagert wird.

Abbildung 12: Kontrolle der HEK-Zellen 24 h nach Transfektion des EGFP Ataxin-3 unter dem
Fluoreszenz-Mikroskop

A) HEK-Zellkolonie in 10x VergréRerung mit 70Q transfiziert unter Fluoreszenz-Betrachtung: Anhand der
grin (in der Abbildung weiR) fluoreszierenden Bereiche wird erkenntlich, welche Zellen das Plasmid
aufgenommen haben und das Protein exprimieren. B) HEK-Zellen transfiziert mit 148Q in 40x Vergroferung
mit charakteristischen Zellauslaufern in Hellfeld-Betrachtung zur Darstellung aller Zellen in diesem
Sichtbereich. C) Entsprechender Bereich zu B, in Fluoreszenz-Betrachtung: Die Verteilung der Fluoreszenz,

entsprechend der Verteilung des EGFP-Ataxin-3, kann sich auf die gesamte Zelle (Pfeil 1), nur das
Zytoplasma (Pfeil 2) oder nur den Zellkern (nicht in der Abbildung) erstrecken.

Die Lysierung der Zellen erfolgte unter Verwendung von maximal 200 pl Lysis-
Puffer (vgl. Tabelle 8) je Pellet unter Beachtung dessen verhaltnismaRiger
Grofle. Nach 30-minttiger Inkubation unter wiederholtem vortexen kann das
Lysat mit der Bradford-Proteinbestimmung quantifiziert werden und im TR-FRET

als Positiv-Kontrolle, sowie fur Etablierungs-Versuche, verwendet werden.
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2.9 Proteinbiochemische Methoden

2.9.1 Gesamtproteinbestimmung mittels Bradford-Test

Dieses photometrische Verfahren zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen
ist auch unter der Bezeichnung Coomassie-Assay gelaufig, da es auf einer
Reaktion mit dem Farbstoff Coomassie-Brillant Blau G-250 beruht (Bradford,
1976). Auf einer 96-Well-Platte wird immer zunachst eine Eichreihe mit bovinem
Serumalbumin (BSA) in den Konzentrationen 0, 1, 2, 5, 10, 15 und 20 ug
aufgetragen und mit H20 auf ein Gesamtvolumen von 100 pl gebracht. Von jeder
PBMC-Probe werden 5 ul zu 95 pl H.O gegeben. Jedes Well wird mit 100 pl
Bradford-Reagenz (vgl. Tabelle 9) versehen und anschlielend wird im
Platenlesegerat (vgl. Tabelle 5) die Extinktion in der Software KC4 v3.4 (vgl.
Tabelle 6) gemessen. Die Gesamtproteinmenge der Probe wird mittels der
linearen Eichgerade in Excel Uber die Funktion y = m x x + t (m: Steigung, t. y-
Achsen-Abschnitt) und der gemessene Extinktion ermittelt. Die Konzentration in

pg/ul wird unter Einbeziehung des Gesamtvolumens der Probe und der

ProteinmengexEndvolumen

jeweiligen Vorverdinnung wie folgt berechnet: /1000.

eingetztes Volumen

2.9.2 Gesamtproteinbestimmung mittels BCA-Test

Zur weiteren Modifizierung und Etablierung des hier genutzten Verfahrens zur
Ataxin-3  Quantifizierung wurden auch Versuche unternommen, die
Gesamtproteinmenge mittels des BCA-Tests (Bicinchroninsaure) zu bestimmen
(Smith et al., 1985). Hierfur wird das BCA Protein Assay Kit (vgl. Tabelle 11) mit
dem BSA-Standard aus Kapitel 2.9.1. genutzt. Das Herstellerprotokoll wurde wie
folgt modifiziert: Zunachst wird eine Eichreihe analog zu der im Bradford
verwendeten BSA-Konzentrationen 0, 1, 2, 5,10,15, 20, und 25 ug hergestellt,
auf einer 96-Well-Platte pipettiert und mit H2O auf ein Gesamtvolumen von 25 pl
gebracht (BSA Ausgangskonzentration daher nur 0,225 ug/ul). Von den Proben
werden 1-5 pl aufgetragen und mit H2O auf ebenfalls 25 ul aufgefullt. Sowohl

Eichreihe als auch Proben werden im Duplikat pipettiert. Anschliel’end werden
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200 pl BCA-Reagenz (50:1 Gemisch aus Reagenz A und Reagenz B, gemal}
Herstellangabe) in jedes beflillte Well hinzugegeben und die Platte wird fur 30
min bei 37 °C auf dem Heizblock lichtgeschuitzt inkubiert. Die Messung erfolgt im
Plattenlesegerat (vgl. Tabelle 5) mit der Software Gen5 (vgl. Tabelle 6). Die

Auswertung erfolgte mittels einer Excel-Datei, wie in Kapitel 2.9.1 beschrieben.

2.9.3 Vorverdiinnung und Lagerung der Proteine

Die gewonnenen Lysate der PBMCs werden je nach der GroRe der zuvor
bestimmten Gesamtproteinkonzentration mit dem Lysis-Puffer (vgl. Tabelle 8)
vorverdunnt. Bei einer Konzentration des puren Lysates unter 2 ug/ul wird die
Probe im Verhaltnis 1:4, bei hdheren Konzentrationen im Verhaltnis 1:8 verdunnt.
Proben, welche kein Messergebnis uber dem Hintergrund im TR-FRET-
Verfahren lieferten, wurden pur oder in einer noch hdéheren Verdinnung
eingesetzt. Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80 °C und Auftau-Einfrier-
Zyklen der puren Original-Proben in Kryo-Rdhrchen wurden weitestgehend

vermieden.

210 Forster-Resonanz-Energietransfer (TR-FRET)

Das TR-FRET-Verfahren, welches bereits in der Einleitung unter 1.5. TR-FRET
in der Proteinbestimmung, erlautert wird, wird im Zuge dieser Arbeit zur

Quantifizierung des vorhandenen Ataxin-3 Gehalts in PBMC-Lysaten genutzt.

2.10.1 TR-FRET in der Ataxin-3 Messung

Nach dem langsamen Auftauen der PBMC-Lysate auf Eis, sowie grundlichem
vortexen, werden 5 yl Probe im Duplikat auf eine 384-Well-Platte aufgetragen.
Neben der zu analysierenden Proben, wird auf jeder Platte der Lysis-Puffer ohne
Protein als Hintergrund, (Negativ-Kontrolle) a 5 ul in 2 bis 4 Wells pipettiert.
Zudem wird aus dem in Kapitel 2.8.4. gewonnenen Uberexprimiertem Ataxin-3
70Q (EGFP Ataxin-3 in HEK-Zell Lysat) eine 1:20 verdunnte Positiv-Kontrolle

hergestellt, welche ebenfalls bei jeder Messung mit analysiert wird.
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Der AK-Mix aus Donor und Akzeptor (vgl. Tabelle 12) wird fur jedes Experiment
neu hergestellt: FUr den ersten Ansatz wird auf 1 ul Detektionspuffer (vgl. Tabelle
8) jeweils 0,0046 ul (0,5 ng aus 108 ng/pl Stock) AK 1H9-tb und 0,0142 pul (3 ng
aus 211 ng/ul Stock) AK MW1-D2 zugegeben, wie es bereits von Kathrin Gonsior
in ihrer medizinischen Doktorarbeit etabliert wurde. Der im Zuge dieser Arbeit
etablierte AK-Mix mit dem Antikorper 1C2, beinhaltet auf 1 pl Detektionspuffer
0,0093 pl (1 ng aus 108 ng/ul) AK 1H9-tb und 0,0076 pl (3 ng aus 393 ng/ul
Stock) AK 1C2-D2. Je nach Anzahl der zu messenden Proben, werden 50-120
Ml AK-Mix hergestellt und in jedes belegte Well wird 1 ul dazu pipettiert. Nach
einer erfolgten Kontrollmessung (0 h) im Plattenlesegerat Multimode Plate
Reader EnVision, wird die Platte mit Alufolie umwickelt, lichtgeschutzt bei 4 °C
fur 24 h inkubiert. Die eigentliche Messung zur Ataxin-3 Bestimmung erfolgt nach
dieser Inkubationszeit. Falls bei Experimenten zur Etablierung die Zeiten oder
Temperatur der Inkubation verandert wurde, ist dies an den entsprechenden

Stellen gekennzeichnet.

2.10.2 Kalkulation der gemessenen Signalwerte

Die gewonnenen Roh-Daten des TR-FRET werden in eine Excel-Datei

konvertiert und der Quotient aus den beiden Signalen (fur 665 mm und 620 mm)

. . 665 Si lCh 12 (665 . . . .
gebildet: Ratio — =TI =2aTne ©%5) " Diesem Signal-Wert wird dann mit
620 Signal Channel 1 (620)

folgender Formel (vgl. Abbildung 8) vom Hintergrund bereinigt:

., 665 , 665 .
_ Ratloa (Probe)—Ratloa (Hintergrund) .

AF = 100

RatioSe> (Hinter grund)
Es ergibt sich die Signalstarke AF Uber dem Hintergrund in %. Dieser Wert wird
fur die genauere Quantifizierung des Ataxin-3 Gehalts noch auf den bestimmten
Gesamtproteingehalt (vgl. Kapitel 2.9.1 Gesamtproteinbestimmung mittels
Bradford-Test) korrigiert, um AFc zu erhalten. Somit wird berucksichtigt, dass

jedes Pellet unterschiedlich grol} ist und die gewonnene Proteinmenge zwischen
AF

den Proben variiert: A4Fc = =T -
Gesamtproteingehalt (Bradford)[m]
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2.10.3 Statistische Auswertung und graphische Darstellung der Daten

Zur Auswertung der Daten und der graphischen Darstellung wird das Programm
GraphPad PRISM (vgl. Tabelle 6) genutzt. Da keine Neutralverteilung im
Datensatz vorliegt, wird der nicht parametrische Mann-Whitney-Test genutzt, um
die erstellten Untergruppen untereinander zu vergleichen. Zudem wird die lineare
Regression genutzt, um lineare Zusammenhange zu untersuchen. Die
multilineare Regressionen mit 3 Variablen wird mittels dem Programm R
durchgefuhrt.

Statische Signifikanz wird mittels des p-Wertes dargestellt und mit der folgenden
Einteilung anhand von Sternchen im Graph angezeigt: p= 0,05 bis 0,01 (*), p=
0,01 bis 0,001(**), p= 0,001 bis 0,0001 (***) und p< 0,0001 (****). Zur graphischen
Darstellung verwendete Box-Blot Diagramme zeigen den Mittelwert sowie das
95%-Perzentii an. In den Punkt-Wert-Darstellungen sind lineare
Regressionsgeraden oder die Verteilung des Mittelwerts und der
Standardabweichung  eingezeichnet. Statistisch  signifikante  lineare
Zusammenhange (p> 0,05) werden mit einer grinen Gerade gekennzeichnet,

wahrend nicht signifikant Zusammenhange mit rot markiert sind.
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3 Ergebnisse

3.1 Verfahren der Datenerhebung und Fragestellungen

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse in drei Teilen prasentiert: Teil A
prasentiert die Ergebnisse der Etablierungs- und Vorversuche. Hier verwendete
Materialien und Methoden werden direkt beim jeweiligen Versuchsergebnis
angefuhrt. Teil B zeigt die analysierten Zusammenhange der Ataxin-3
Proteinmessungen in PBMCs korreliert zu den klinischen Daten der Probanden,
wahrend in Teil C die Ergebnisse der Messungen mit den analysierten CAG-
Repeat-Langen und Polymorphismen korreliert werden. Da die Kohorten in Teil
B und C sich jeweils leicht unterscheiden, ist zu Beginn des jeweiligen
Unterkapitels die zu Grunde liegende Kohorte dargestellt. Grund hierfur ist, dass
uns nicht von jedem Probanden alle Biomaterialien zur Verfigung gestellt werden
konnten, bzw. einige Analysen fehlgeschlagen sind. Der labortechnische
Arbeitsablauf zur Datenerhebung von Teil B und C ist im folgenden Schaubild
zusammengefasst und verweist an gegebener Stelle auf den Methodenteil (vgl.
Abbildung 13).

SCA3 Patienten (manifest und praklinisch)

Zelllyse
CAG-Fragment-

Langenanalyse
Verdiinnung

Methoden

Sequenzierung

TR-FRET-Analyse

L1 I w ‘ ‘ « | o
q Statistische
Korrelationen?
Analyse

Abbildung 13: Ubersicht des Workflows der Verfahren, geordnet nach der Zielfilhrung zum
jeweiligen erhobenen Parameter
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Fragestellungen, welche im Zuge dieser Arbeit in den folgenden Kapiteln 3.2, 3.3

und 3.4 (entsprechend Ergebnisse Teil A, B und C untersucht werden sollen,

sind:

Ist die Detektion des expandierten Ataxin-3 Proteins mittels des TR-FRET
Assay mit dem Polyglutamin-spezifischen Antikorper 1C2-D2 moglich? (A)

Wie unterscheiden sich die Proteinmessungen mittels des MW1-D2 bzw.

1C2-D2 Antikdrpers in den Messungen gleicher Patienten-Proben? (A, B)

Wie reproduzierbar sind die Messungen mittels des etablierten TR-FRET
Assays? (A)

Sind Modifikationen des TR-FRET Assays (z.B. Temperatur, veranderte

Inkubationszeiten etc.) sinnvoll? (A)

Welches Verfahren sollte zur Gesamtproteinbestimmung der PBMC-

Proben genutzt werden? (A)
Kann der TR-FRET Assay auch in anderen biologischen Geweben
(Fibroblasten, induzierte pluripotente Stammzellen, Plasma,

Cerebrospinalflissigkeit etc.) angewendet werden? (A)

Bestehen Korrelationen zwischen der gemessenen  Ataxin-3

Proteinmenge in PBMCs und klinischen Parametern? (B)

Kann Ataxin-3 somit als Biomarker in der SCA3 Erkrankung fungieren?

Bei welchen Fragestellungen konnte es vielversprechend sein? (B)

Nehmen bekannte Polymorphismen oder die CAG-Repeat-Lange im
ATXN3 Gen Einfluss auf die Ataxin-3 Protein Messungen? (C)

Welche weiteren Experimente und Studien waren erganzend sinnvoll?
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3.2 Teil A: Etablierung der TR-FRET Messung fiir expandiertes Ataxin-3

3.2.1 Etablierung des Antikorpers 1C2-D2 als Messparameter fiir

Polyglutamin-expandiertes Ataxin-3 Protein

Bisherige Messungen des expandierten Ataxin-3 Proteins mittels des TR-FRET
Assays wurden mit den Antikbrpern MW1-D2 und 1H9-tb durchgefuhrt. MW1-D2
bindet an Polyglutamin-Bereiche mit mehr als 15 Glutaminen (Q). Somit werden
nicht ausschlieBlich das pathologische Ataxin-3 Protein, sondern auch Anteile
des nicht-expandierten Proteins detektiert. Um die Detektion auf mdglichst nur
das expandierte Ataxin-3 Protein zu beschranken, sollte versucht werden, mittels
des 1C2-D2 Antikorpers, welcher erst ab 37Q spezifisch bindet, den
bestehenden TR-FRET Assay zu modifizieren.

Zur Etablierung der geeigneten Antikdrper Konzentrationen von 1H9-tb und 1C2-
D2 wurde in HEK239T-Zellen Uberexprimiertes Ataxin-3 mit 15Q (Abbildung
14A), 70Q (Abbildung 14B) und 148Q (Abbildung 14C) getestet. Es wurden
jeweils neun Kombinationen verschiedener Konzentrationen an 1C2-D2 (10; 3; 1
ng) und 1H9-tb (0,3; 0,5; 1 ng) Antikdrper zugesetzt und in Duplikaten gemessen.
Diese Angaben der verschiedenen moglichen Konzentrationen von Donor und
Akzeptor zueinander sind bereits aus friheren TR-FRET Etablierungen flr
Protein-Messungen in der SCA3 Erkrankung, Morbus Parkinson und Chorea
Huntington bekannt (Bidinosti et al.,, 2012, Nguyen et al., 2013, Weiss et al.,
2012). Erste Messungen ergaben, dass der AF-Wert fur das Uberexprimierte
Ataxin-3 mit 70Q insgesamt am hdchsten war. Die drei Kombinationen, aus
verschiedenen untersuchten 1H9-tb und 1C2-D2 Konzentrationen, die das
deutlichste Signal in der Messung der Ataxin-3 70Q-Probe lieferten, sind
zusammenfassend im Saulendiagramm D dargestellt. Hier wird ersichtlich, dass
die mit Sternchen (*) gekennzeichnete Kombination von 1 ng/Well 1H9-tb und 3
ng/ul 1C2-D2 sowohl das Ataxin-3 Protein mit 70Q als auch das mit 148Q sicher
detektierte (AF Uber 100). Zudem stellt diese Kombination die beste Abstufung
zu Kontrollen mit 15Q (4F unter 50) dar. Folglich wird diese Kombination in allen

folgenden Experimenten und Messungen verwendet werden.
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Abbildung 14: Testung verschiedener Antikdrper-Mix Kombinationen

Saulendiagramme zeigen die gemessenen AF-Werte fiir die verschiedenen eingesetzten Konzentrationen
an 1C2-D2 und 1H9-tb Antikérper. Die Standardabweichung zeigt den Unterschied des gemessenen
Duplikats. Bei Diagramm A) und C) sind fiir jeweils Proben mit Ataxin-3 von 15Q und 148Q die Messwerte
mit AF-Werten von maximal 100 kleiner, als bei B) Ataxin-3 70Q mit AF-Werten von bis zu 150. D) zeigt die
Zusammenstellung der vielversprechenden AK-Mix Kombinationen, welche flur Ataxin-3 70Q das héchste

Signal ergeben haben. Die mit (*) markierte Kombination zeigt die beste Unterscheidung zur 15Q Kontrolle
bei gleichwertiger Detektion von 70 und 148Q. AK= Antikérper, EGFP= enhanced green fluorescent protein

In einem weiteren Experiment wurde der Unterschied zwischen der Detektion
mittels MW1-D2 und 1C2-D2 jeweils in Kombination mit 1H9-tb Uberprift (vgl.
Abbildung 15). Da der Antikorper 1C2 erst ab einer Anzahl von 37Q spezifisch
bindet, ist eine deutlich hohere Trennscharfe bei der Detektion von nicht-
expandiertem Ataxin-3 Protein und dem pathologischen Ataxin-3 Protein zu
erwarten. Die Nutzung dieses Antikdrpers ermdglicht wahrscheinlich somit eine
(beinahe) ausschlie3liche und dadurch prazisere Bestimmung der expandierten
Ataxin-3 Protein-Level. Zudem sollte mit diesem Experiment validiert werden,

dass auch in den humanen Biomaterialien, in welchen kein Uberexprimiertes
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Ataxin-3, sondern nur endogene Protein-Level vorliegen, die ermittelten
Antikdrper Konzentrationen wirksam sind.

Es wurden PBMC-Lysate von fruheren Patienten und Kontroll-Proben aus dem
NeurOmics Projekt (ehemals bearbeitet von Kathrin Gonsior) verwendet. Jeweils
5 Patienten und 5 Kontrollen wurden auf der selben Platte analysiert. Das
Verhaltnis des gemessenen Polyglutamin-expandierten Ataxin-3 Proteins
stimmte bei beiden verwendeten Antikbrpern (MW1 vgl. Abbildung 15A, 1C2 vgl.
Abbildung 15B) fur die jeweilige gemessene Probe Uberein: Patienten-Probe 5
zeigte bei beiden Antikorper-Gemischen den hochsten Messwert, Probe 3 den
geringsten. Bei den Kontrollen zeigte sich, dass mit dem MW1-D2 Antikdrper
Kontrollen mit AFc-Werten von bis zu 40 deutlich starker erkannt werden, als bei
Messungen mit dem 1C2-D2 Antikdrper (4Fc unter 10). Der Versuch wurde auch
mit anderen Antikorper-Kombinationen (0,3 bzw. 0,5 ng 1H9-tb mit 10 ng 1C2-
D2) fir den 1C2-D2 durchgefihrt (Graphen nicht abgebildet), aber es konnte
keine bessere Trennung zwischen Kontrollen und Patienten erreicht werden, als
der bereits etablierten Konzentration von 3 ng 1C2-D2 und 1 ng 1H9-tb. In allen
Folgeversuchen und Messungen wird somit die Konzentration von 3 ng 1C2-D2

und 1 ng 1H9-tb verwendet.
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Abbildung 15: Vergleich der Messungen mittels MW1-D2 und 1C2-D2 in PBMCs

A) Gegenuberstellung der mittels TR-FRET Assay analysierten Ataxin-3 Protein-Messwerte fiir 5 Patienten
und 5 Kontroll-Proben aus dem NeurOmics Projekt. Die Patienten-Proben 1 und 3 zeigen eine geringe
Detektion von expandiertem Ataxin-3, wahrend hingegen bei den Kontrolle 3, 4 und 5 deutlich positive Signal
gemessen werden. Eine eindeutige Trennung zwischen SCA3 Patient und gesundem Proband ist hier nicht
durchweg moglich. B) 1C2-D2 zeigt im Vergleich zur Messung mit MW1-D2 kaum positive Signalwerte fur
Kontrollen und weist somit eine klarere Abtrennung der Patienten zu Kontrollen auf, da vorwiegend nur
Ataxin-3 mit mehr als 37Q erkannt wird. Die Patienten-Proben zeigen bei beiden Antikérpern ein breites
Spektrum an gemessenen Proteinmengen, welche durch verschiedene klinische Parameter oder
Probenqualitat erklarbar sein konnte.
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3.2.2 Uberpriifung der Reproduzierbarkeit des TR-FRET Assays

Zur Uberprifung der Reproduzierbarkeit der TR-FRET Messungen wurde in
Experimenten mit Uberexprimiertem Ataxin-3 (148Q) getestet, wie sich die
Variation der Werte gemessen auf einer Platte (Intra-Test) und zwischen
Messungen auf verschiedenen Platten (Inter-Test) darstellt. Hierfur wurde die
gleiche Ausgangsprobe zunachst 1:4 (viel Ausgangsmaterial) und 1:16 (wenig
Ausgangsmaterial) vorverdunnt und diese Stockldsungen fur alle Intra- und Inter-
Platten-Tests genutzt.

Im Intra-Vergleich wurde dieselbe Ausgangsprobe (1:4 und 1:16 Ataxin-3 148Q)
in verschiedene Wells auf der ganzen Platte verteilt aufgetragen und
anschlieBend gemessen (vgl. Abbildung 16A MW1-D2 und 1C2-D2 Abbildung
16B). Der ermittelte Variationskoeffizient der Rohsignalwerte liegt bei beiden
Antikdrpern MW1-D2 und 1C2-D2 zwischen 5 und 7%. Allerdings zeigte eine
genauere Untersuchung der Verteilung der Messwerte an, dass es beim
Pipettieren von einer grofen Probenmenge bei Raumtemperatur zu einem
Platten-Verteilungs-Effekt kommt. Dies bedeutet, dass entlang der Pipettier-
Richtung von Well A1 (oben links) bis zu Well P24 (unten rechts) die Signalwerte
ein klares Gefalle anzeigen (dargestellt mit Farbverlauf in der Abbildung 17). Da
in diesem Experiment 82 Wells pipettiert wurden, dauerte der Pipettier-Vorgang
der Antikorper-Zugabe ca. 10 min. Auf diese Weise unterschied sich auch die
jeweilige Inkubationszeit bei Raumtemperatur der Probe mit dem Antikorper von
Well zu Well. Resultierend daraus zeigten Proben, die zuerst mit dem Antikorper
versetzt wurden (Well A1), hdhere Rohsignalwerte als Proben, bei welchen der
Antikorper spater auf die Platte pipettiert wurden (Well P24).

Bei einer erneuten Analyse, bei welcher die Platte bei 4 °C pipettiert wurde, was
auch der spateren Inkubationstemperatur des Assays entspricht, sind keine
Platten-Verteilungs-Effekte erkennbar (vgl. Abbildung 18). Die Ergebnisse
zeigen, dass bei einer langeren Pipettier-Dauer des Antikdrpers (also bei
groRerer Probenanzahl), eine Zugabe des Antikorpers bei 4 °C erfolgen sollte.
Der Variationskoeffizient in diesem Experiment zwischen 5-6 % und somit im
gleichen Bereich, wie bei dem Pipettieren bei Raumtemperatur (vgl. Abbildung
16C).
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Abbildung 16: Intra-Platten-Vergleiche

A) zeigt die Ergebnisse eines Tests mit MW1-D2 mit 40 belegten Wells (jeweils 20 Duplikate fir jede
Verdiinnung) auf einer Platte bei Raumtemperatur (RT) pipettiert. Der Variationskoeffizient liegt gerundet
bei 5%. B) Mit jeweils 11 Duplikaten je Verdinnung wird auch beim Versuch mit dem 1C2-D2 ein
Variationskoeffizient von unter 7% ermittelt. C) Mit 20 Proben (1:16 148Q) wird in einem weiteren Versuch
gepruft, ob ein pipettieren bei 4 °C Einfluss nimmt. Auch hier befindet sich fiir beide Antikérper MW1-D2 und
1C2-D2 der Variationskoeffizient auf einer Platte zwischen 5 und 6%.

Der Pipettierfehler, des gelibten Experimentators und der verwendeten Pipetten
zwischen zwei Duplikaten wurde bei jeder einzelnen Proben-Messung
ausgehend von den Rohsignalwerten ermittelt. Dabei wird der Quotient aus dem
Rohsignalwert des Duplikats A und des Duplikats B einer Probe ermittelt und
dann in Prozent berechnet. Bei den ersten Etablierungsversuchen zeigte sich,
dass bei ca. 90% der Messungen eine Abweichung im Duplikat von 0-10% vorlag.
Dieser Bereich wurde dann als Richtwert fir die Messungen der PBMC-Lysate
und weiteren Experimenten zur Validierung des Assays genutzt. Somit gilt fur alle
in den PBMC-Analysen eingegangenen Messwerte (vgl. Kapitel 3.3), dass nie
uber 10% Abweichung innerhalb eines Duplikates vorliegen durfte. Alle
Messungen, bei denen die Ergebnisse fur das Duplikat der Probe Uber 10% von

einander abwichen, wurden wiederholt.
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Abbildung 17: Schematische farbliche Darstellung der Messwerte auf einer Platte, pipettiert bei
RT (hier nur Antikérper MW1-D2)

Dargestellt ist exemplarisch eine 384 Well-Platte, die fur den Intra-Platten-Test mit Ataxin-3 148Q 1:4 (blau)
und 1:16 (grin) verdinnt beladen wurde. Die blaue und griine Farb-Skala zeigt jeweils absteigend die
Rohsignalwerte an. Ein dunkler Farbton zeigt einen hohen Signalwert, ein heller Farbton bis weil? zeigt einen
niedrigen Signalwert fur die Messung der gleichen Ausgangsprobe an. Es zeigte sich ein Gefélle der
Messwerte in diagonaler Richtung von links oben Well A1 nach rechts unten Well P24, entsprechend der
Pipettier-Richtung. EGFP= enhanced green fluorescent protein, DPBS (gelb)= Puffer als Hintergrund
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Abbildung 18: Schematische farbliche Darstellung der Messwerte auf einer Platte, pipettiert bei
4 °C (hier nur EGFP Ataxin-3 1:16)

Dargestellt ist exemplarisch eine 384 Well-Platte, die fir die Wiederholung des Intra-Platten-Tests bei 4 °C
pipettiert wurde. Die Belegung zeigt hier die Ergebnisse der MW1-D2 Messung (blau) und der 1C2-D2
Messung (griin). Es wurde exemplarisch nur EGFP Ataxin-3 1:16 verwendet. Die blaue und griine Farb-
Skala zeigt jeweils absteigend die Rohsignalwerte an. Ein dunkler Farbton zeigt einen hohen Signalwert, ein
heller Farbton bis weil} zeigt einen niedrigen Signalwert flir die Messung der gleichen Ausgangsprobe an.
Es zeigte sich kein Gefalle der Messwerte in diagonaler Richtung von links oben Well A1 nach rechts unten
Well P24, entsprechend der Pipettier-Richtung. EGFP= enhanced green fluorescent protein, DPBS (gelb)=
Puffer als Hintergrund
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Zum Vergleich der Reproduzierbarkeit einer Proben-Messung auf einer anderen
Platte, wurde im Inter-Platten-Vergleich dieselbe Ausgangsprobe auf insgesamt
8 verschiedenen Platten gemessen. Die Messungen erfolgten zu
unterschiedlichen Tageszeiten, Aullentemperaturen und mit jeweils weiteren
anderen Proben auf den Platten. Es wurden jedoch nach Moglichkeit immer die
gleichen Well-Positionen auf den Platten belegt. Die Ergebnisse zeigten fur
Messungen mit dem Antikdrper MW1-D2 einen Variationskoeffizient von 8-11%
und fur 1C2-D2 von 13-14% (vgl. Abbildung 19A/B).
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Abbildung 19: Inter-Platten-Vergleich
Dieselbe Probe EGFP Ataxin-3 148Q wird im Duplikat auf 8 verschiedenen Platten (n=16 je Verdiinnung)
gemessen und der Variationskoeffizient bestimmt. Hierbei zeigt A) fir MW1-D2 Werte von 8-11%

Abweichung und B) fiir 1C2-D2 bis zu 14 % Abweichungen vom Mittelwert. Fir die 1:16 Verdiinnung gab
es ein deutliches Ausreifer-Duplikat, was in die Berechnung mit einbezogen wurde.

3.2.3 Detektionsbereich des Assays fiur verschiedene Konzentrationen

des uberexprimiertem EGFP Ataxin-3

Zur Validierung des Detektionsbereiches der verschiedenen TR-FRET Assays
(MW1 versus 1C2) zur Ataxin-3 Protein-Detektion wurde anhand von
Verdunnungsreihen, ausgehend von in HEK239T-Zellen uberexprimiertem
EGFP Ataxin-3 15Q und 70Q, getestet, in welchem Konzentrations-Bereich ein
linearer Zusammenhang zwischen Signal und Proteinkonzentration besteht.
Zudem wurden die Detektionsgrenzen im jeweils untersten noch detektierbaren

Bereich und im obersten Bereich, wo ein linearer Zusammenhang zwischen
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eingesetzter Gesamtproteinmenge und Antikorperbindung bestand, ermittelt. Es
zeigte sich, dass bei einer Konzentration von unter 0,001 ug/ul kein positives
Signal Uber dem Hintergrund mehr messbar war, wahrend die obere
Detektionsgrenze bei 1 ug/ul lag (vgl. Abbildung 20A/B). Jedes Experiment wurde
im Duplikat durchgefuhrt, bei 4 °C flr 24 h inkubiert und anschlieRend gemessen
(Versuch I. und II.) Der vermutete lineare Bereich wurde in einer zweiten
Versuchsreihe bestatigt und lag fur beide Antikérper, MW1-D2 und 1C2-D2, bei
Ataxin-3 Konzentrationen von 0,001 bis 0,1 pg/ul (vgl. Abbildung 20C/D).
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Abbildung 20: Verdinnungsreihe mit EGFP Ataxin-3

A), B) Die Verdiinnungsreihe von EGFP Ataxin-3 70Q (rot) und 15Q (blau) zeigte fir beide Antikérper (MW1-
D2 und 1C2-D2) eine maximale Signalstarke bei einer Konzentration von 0,1 ug/ul. Der Versuch wurde auf
einer 2. Platte (Il.) wiederholt. C), D) Mit einer 2. Verdiinnungsreihe mit Konzentrationen um den vermuteten

linearen Bereich wurde der Versuch ebenfalls im Duplikat wiederholt. Es zeichnete sich fiir beide Antikorper
ein linearer Detektionsbereich zwischen 0,001 und 0,1 ug/ul EGFP Ataxin-3 ab.

Das Bestimmtheitsmal’ R der linearen Regression lag im Konzentrationsbereich
von 0,001 bis 0,1 pg/ul Gesamtprotein fur den MW1-D2 Antikoérper mit R ~ 0,9
und fur 1C2-D2 mit R zwischen 0,8 und 1 (vgl. Abbildung 21).
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Abbildung 21: linearer Bereich der Verdinnungsreihe mit EGFP Ataxin-3
A) zeigt die Analyse des Bestimmtheitsmalles im Detektionsbereich fir MW1-D2. Die Untersuchung auf

Linearitat ergab ein Bestimmtheitsmal} R von gerundet 0,9. B) Analoge Darstellung fir den Antikérper 1C2-
D2 mit Bestimmtheitsmald R zwischen 0,8 und 1.

Da sich in der Literatur und bei bereits vorhandenen TR-FRET Assays auch
Empfehlungen zur Inkubation bei Raumtemperatur finden, sollte dieser Ansatz
ebenfalls untersucht werden. Versuche zur TR-FRET Messung von Huntingtin
(Weiss et al., 2012) und gewerbliche Assays fur Alpha-Synuclein (Total Human
a-Synuclein Kit 500 tests von Cisbio) arbeiten erfolgreich mit einer Inkubation bei
Raumtemperatur (22 °C). Zudem zeigte das Experiment des Intra-Platten-Tests
(vgl. Kapitel 3.2.2), dass langere Inkubationszeiten des Antikdrpers auf der Platte
bei Raumtemperatur hohere AF-Werte lieferten.

So wurde in einem weiteren Experiment die Inkubation bei Raumtemperatur
untersucht und die betreffende Platte zu mehreren Inkubations-Zeitpunkten
(nach 0, 2, 4, 6, 20, 22 und 24 h) gemessen. Im Gegensatz zu unserem regularen
Assay, wird in den Versuchen mit Inkubation bei Raumtemperatur die doppelte
Menge an Probenvolumen, d.h. 10 pl und die doppelte Menge Antikorper-Mix (2
M) eingesetzt. Zudem wurde die Platte mittels einer Klebefolie luftdicht
verschlossen, um ein Verlust des geringen Reaktionsvolumens durch
Abdampfen zu verhindern. Die Untersuchungen fur EGFP Ataxin-3 15Q und 70Q
mittels des Antikdrpers MW1-D2 zeigten, dass mit einer Inkubation bei
Raumtemperatur zu keinem Zeitpunkt ein spezifisches Signal Uber dem
Hintergrund-Signal detektiert werden konnte (vgl. Abbildung A/C). Gezeigt sin
jeweils exemplarisch die Messungen zu den Zeitpunkten nach 4 und 24 Stunden

Inkubation. Bei Protein-Messungen mittels dem Antikdrper 1C2-D2 zeigte sich
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hingegen ein deutliches Signal proportional zur eingesetzten Ataxin-3
Proteinmenge fur EGFP Ataxin-3 70Q (vgl. Abbildung B/D).

Das nicht-expandierte Ataxin-3 Protein mit 15Q wurde hingegen auch bei
Inkubation bei Raumtemperatur nicht detektiert, wie die spezifische Bindung des
1C2 Antikorpers ab 37Q erwarten lasst (vgl. Abbildung B/D).
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Abbildung 22: Versuche mit EGFP Ataxin-3 bei Inkubation der Platte bei Raumtemperatur

A), C) Keine Detektion von EGFP Ataxin-3 15Q und 70Q fir MW1-D2 bei Inkubation bei Raumtemperatur
(RT) nach 4 oder 24 h. B), D) der lineare Detektionsbereich ist mit dem 1C2-D2 Antikdrper bei Inkubation
bei RT fir EGFP Ataxin-3 70Q detektierbar. Es zeigte sich eine deutliche Unterscheidung von AF fiir Ataxin-

3 15Qim Vergleich zum pathologischen 70Q bereits nach 4 h Inkubation mit dem 1C2-D2/1H9-tb Antikdrper-
Mix. Nach 4 h Inkubationszeit anderten dich die Messwerte nicht mehr signifikant.

3.2.4 Detektionsbereich des Assays fiur verschiedene Konzentrationen

von endogenem Ataxin-3 aus IPSC-Homogenaten

Zur Bestatigung der Ergebnisse aus Kapitel 3.2.3 wurde anstelle des von
HEK239T-Zellen Uberexprimiertem Ataxin-3 eine weitere Versuchsreihe mit
endogenem Ataxin-3 aus Homogenaten von induzierten pluripotenten
Stammzellen (IPSCs) gewonnen aus Fibroblasten von SCA3 Patienten (hier
Probe mit 76Q im expandierten Allel verwendet) und gesunder Kontrollen,

bereitgestellt von Herrn Dr. rer. nat. Weber (Weber et al., 2017), durchgefuhrt.
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Die IPSC-Proben wurden in dem Labor von Herrn Prof. Dr. med. Schéls generiert
und charakterisiert. Hintergrund dieser Analyse ist die Uberlegung, dass in den
spater zu messenden PBMC-Lysaten aus der ESMI-Kohorte auch kein
Uberexprimiertes Ataxin-3, sondern endogenes Ataxin-3 Protein in
dementsprechend kleinen Mengen vorliegt und der Assay daflr sensitiv genug
eingestellt sein muss. Es wurde analog zum Versuch fur den Detektionsbereich
des EGFP Ataxin-3 eine Verdunnungsreihe mit den IPSC-Proben von 0,00001
Mg/ul bis 0,25 pg/ul hergestellt. Die Messung erfolgte mit den etablierten TR-
FRET Assays MW1-D2 und 1C2-D2. Der gesamte Versuch wurde an einem
weiteren Versuchstag auf gesonderten Platten wiederholt (markiert mit |. und Il.).
Die Auswertung der Messung des endogenen Ataxin-3 in den IPSCs ergab fur
Proteinkonzentrationen von unter 0,01 ug/pl kein deutlich positives Mess-Signal,
AF schwankte zwischen negativen Werten und maximal 20 far MW1-D2 und 10
fur 1C2-D2 und stieg erst ab 0,01 pg/pl Gesamtproteinmenge an (vgl. Abbildung
23A/B).
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Abbildung 23: Verdinnungsreihe mit endogenen Ataxin-3

A), B) Mit einer groRen Verdinnungsreihe von 0,00001 bis 0,25 pg/ul wurde der Detektionsbereich
untersucht, welcher in vorherigen Experimenten mit Giberexprimiertem Ataxin-3 validiert wurde. Dabei zeigte
sich, dass erst ab 0,01 ug/ul eine Unterscheidung zwischen nicht-expandiertem Ataxin-3 (blau) der Kontrolle
und expandiertem Ataxin-3 76Q (rot) des SCA3 Patienten deutlich wird. C), D) Der Detektionsbereich von
0,01 bis 0,25 ug/ul, zeigt R-Werte fir MW1-D2 von maximal 0,926 und fiir 1C2-D2 R=0,864.
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Die nahere Analyse im Bereich der Konzentrationen zwischen 0,01 und 0,25
pg/ul der Gesamtproteinmenge der endogenen Ataxin-3 lasst eine lineare
Korrelation von Protein-Gehalt und Signal AF vermuten. Das Bestimmtheitsmafl}
R lag gerundet fur die TR-FRET Assays mit den Antikbrpern MW1-D2 bzw. 1C2-
D2 zwischen 0,8 und 0,9 (vgl. Abbildung 23C/D). Allerdings lagen in diesem
Versuch nur 3 Messpunkte in dem vermuteten linearen Bereich, weshalb eine
weitere Verdunnungsreihe mit kleineren Zwischenschritten fur die Testung beider
Antikorper notwendig wurde.

Diese Versuche mit der neuen Verdinnungsreihe der IPSC-Homogenate fur
expandierte Ataxin-3 (76Q) von SCA3 Patienten, sowie flr nicht-expandiertes
Ataxin-3 der Kontrollprobanden im gewahlten Konzentrationsbereich von 0,01 bis
0,25 ug/ul mit 4 Zwischenschritten zeigte in vier Wiederholungen vergleichbare
Ergebnisse, zwei davon sind exemplarisch in Abbildung 24A fur MW1-D2, bzw.
in Abbildung 25A fur 1C2-D2 dargestellt. Es ergab sich fur beide Antikdrper eine
deutliche Unterscheidung der Messwerte zwischen expandiertem Ataxin-3 76Q
der Patienten-Probe mit deutlich positiven AF-Werten und dem nicht-
expandierten Ataxin-3, welches erwartungsgemal} negative oder sehr kleine
Signalwerte lieferte. Das Bestimmtheitsmald R in den dargestellten Versuchen
lag gerundet fur MW1-D2 bei 0,86 und 0,91 und fur 1C2-D2 bei 0,74 und 0,95
(vgl. Abbildung 24A, Abbildung 25A). Die Inkubation der beladenen Platte bei
Raumtemperatur, anstelle der sonst Ublichen 4 °C, zeigte nur fur die Detektion
mittels Antikorper 1C2-D2, spezifische Signalwerte fur die expandierte Ataxin-3
Patienten-Probe 76Q. Wie bereits bei den Versuchen mit EGFP Ataxin-3 (Kapitel
3.2.3) war auch in diesen Experimenten eine Detektion von Ataxin-3 mittels 1C2-
D2 nach Inkubation bei 22 °C nur méglich, wenn das doppelte Volumen an Probe
(10 pI) und Antikorper-Mix (2 ul) eingesetzt wurde (vgl. Abbildung 25B). Bei dem
TR-FRET Assay mit Verwendung des MW1-D2 Antikorpers ergaben Messungen
nach der Inkubation bei Raumtemperatur keine deutlich positiven Signale Uber
dem Hintergrund (vgl. Abbildung 24B).

Der Vergleich der Verdiunnungsreihe der IPSC-Homogenate mit PBMC-Lysaten
aus der ESMI-Kohorte analysiert auf einer Platte soll nun Aufschluss geben, in

wie fern die spater zu messenden PBMC-Lysate sich ebenfalls mit ihren
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Messwerten in dem ermittelten linearen Detektionsbereich einordnen lassen. Es
wurden die bekannten Verdunnungsreihen (von 0,01 bis 0,25 ug/ul) der IPSC-
Homogenate fur nicht-expandiertes (Kontrolle) und expandiertes Ataxin-3 (SCA3
Patient) zusammen mit jeweils 5 Kontrollen- und 5 Patienten-Proben aus der
ESMI-Kohorte gemessen. Bei beiden Antikdrpern, MW1-D2 und 1C2-D2, zeigte
sich, dass die AF-Werte fir endogenes expandiertes Ataxin-3 der PBMC-Lysate
der Patienten im Detektionsbereich der Werte der IPSC-Verdlinnungsreihe lagen
(vgl. Abbildung 24C, Abbildung 25C). Diese Beobachtung bestatigte somit die
Verlasslichkeit des Assays fur die Anwendung bei der Ataxin-3 Messung in
PBMCs. Lage keine lineare Beziehung zwischen Signalwert und Protein-Gehalt
einer Probe vor, ware eine spatere Quantifizierung nicht maglich. Die
Diskriminierung zwischen Patienten-Proben und Kontroll-Proben war
erwartungsgemaly bei der Detektion mittels 1C2-D2 (>37Q) deutlicher
ausgepragt, als bei der Verwendung des MW1-D2 (>15Q) Antikorpers.
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Abbildung 24: Etablierungsversuche mit endogenem Ataxin-3 fir MW1-D2

A) Die exemplarische Darstellung der Untersuchung mit MW1-D2 (Versuch | und II) um endogen-
exprimiertes Ataxin-3 zu messen, zeigte eine deutliche Diskriminierung zwischen der Kontroll-Probe und der
Patienten-Probe mit 76Q. Der lineare Zusammenhang zwischen AF und der Proteinkonzentration war
zwischen 0,01 und 0,25 pg/ul erkennbar. B) Versuche mit einer Inkubation bei RT, anstelle der ublichen 4
°C, ergaben weder fir 5 pl, noch fir 10 ul (Graph nicht abgebildet) Probenvolumen ein deutlich positives
Signal. C) Die Verdinnungsreihe auf einer Platte zusammen mit jeweils 5 Kontrollen- und 5 Patienten-
Proben (PBMCs) aus der ESMI-Kohorte zeigte, dass die AF-Werte der zu untersuchenden Proben alle im
Bereich der linearen Detektion lagen.
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Abbildung 25: Etablierungsversuche mit endogenem Ataxin-3 fur 1C2-D2

A) Die exemplarische Darstellung der Untersuchung mit 1C2-D2 (Versuch | und IlI) mit endogenem Ataxin-
3 zeigte ebenfalls eine deutliche Diskriminierung zwischen der Kontroll-Probe und der Patienten-Probe mit
76Q. Die absoluten Werte flir AF variierten allerdings zwischen den Versuchen auf verschiedenen Platten
(I'und I1). B) Die Inkubation der Proben bei RT gelang fur die Detektion mit 1C2-D2 auch mit endogenem
Ataxin-3, allerdings erneut nur dann, wenn das doppelte Volumen an Antikérper und Probe je Well eingesetzt
wurde. Bei 5 yl Probe mit 1 yl Antikdrper-Mix, wie sonst Giblich, zeigten sich nur negative Werte (Graph nicht
abgebildet). C) Die Verdiinnungsreihe auf einer Platte zusammen mit jeweils 5 Kontrollen- und 5 Patienten-
Proben (PBMCs) aus der ESMI-Kohorte zeigten, dass die AF Werte der zu untersuchenden Proben alle im
Bereich der linearen Detektion lagen. Zusatzlich war eine klare Unterscheidung zwischen expandiertem
Ataxin-3 Protein-Gehalt in den Patienten- und dem nicht-expandierten Ataxin-3 der Kontroll-Proben
erkennbar.

3.2.5 Messung von expandiertem Ataxin-3 Protein in verschiedenen

humanen Biomaterialien

Die folgenden Ergebnisse zeigen die Resultate der Versuche, Polyglutamin-
expandiertes Ataxin-3 auch in weiteren menschlichen Biomaterialien mittels des
etablierten TR-FRET Assays nachzuweisen. Neben den bereits fur
Etablierungsversuche eingesetzten IPSCs, welche reprogrammiert von humanen
SCA3 Patienten-Fibroblasten und Kontroll-Fibroblasten stammen, sollen nun
auch die entsprechenden Fibroblasten und Lysate von post mortem SCAS3-
Patienten und Kontrollen analysiert werden. Die Cerebellum-Proben
verstorbener Pateinten und Kontrollen wurden unserem Institut von Frau Prof.

Aronica (Universitat Amsterdam, Niederlande) bereitgestellt. Es wurden Lysate
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von Fibroblasten und IPSCs von jeweils 3 SCA3 Patienten und 3 Kontrollen,
sowie Gehirnlysate (Cerebellum-Proben) in RIPA-Puffer von 6 SCA3 Patienten
und 3 Kontrollen analysiert. Zu Beginn wurde der Gesamtproteingehalt der
Ausgangsproben mittels der Proteinbestimmung nach Bradford bestimmt, wobei
sich fur die Fibroblasten und IPSCs Konzentrationen von 1 bis 6 pg/ul ergaben.
Diese Proben wurden ohne weitere Verdinnung in den TR-FRET Assay
eingesetzt. Da in den Gehirnlysaten anteilig vom Gesamtprotein mehr Ataxin-3
zu erwarten war, und die Ausgangsproben ebenfalls Gesamtprotein-
konzentrationen von 3 bis 6 ug/ul aufwiesen, wurden diese Proben mit RIPA-
Puffer vorverdinnt und in Konzentrationen von 0,3-0,6 pg/ul im TR-FRET Assay

gemessen.

Abbildung 26 zeigt, dass in Fibroblasten, IPSCs und Gehirnlysaten der Nachweis
von expandiertem Ataxin-3 Protein mittels der TR-FRET Assays MW1 und 1C2
moglich war. Es ergeben sich Unterschiede in den absoluten Signalstarken
zwischen den beiden Antikérpern MW1-D2 (A) und 1C2-D2 (B). In den
Fibroblasten gelang die Detektion des expandierten Ataxin-3 mit beiden
Antikdrpern und es zeigte sich eine deutliche Diskriminierung zwischen den
Patienten- und Kontroll-Proben. Fir die IPSC-Lysate ergab sich das gleiche
Ergebnis bei der Messung mit dem MW1-D2 Antikdrper, wahrend beim 1C2-D2
Antikorper die Detektion der Patientenproben in diesem Experiment nicht gelang.
Andere Versuche mit IPSCs (vgl. Kapitel 3.2.4) zeigten aber, dass die Messung

des expandierten Ataxin-3 auch mittels 1C2-D2 bei diesen Proben mdglich war.

Bei der Messung des Ataxin-3 Proteins in den Gehirnlysaten zeigte die Detektion
mittels 1C2-D2, dass Kontrollen von Patienten-Proben unterschieden werden
konnten, was bei MW1-D2 nicht der Fall war. Auch Experimente mit geringerer
Verduinnung der Gehirnlysate (1:8 oder 1:4) zeigten ahnliche Ergebnisse, wie

bereits fur die 1:10 Verdinnung dargestellt (Graphen nicht abgebildet).
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Abbildung 26: Nachweis von exp. Ataxin-3 in diversen menschlichen Biomaterialien

A) Der Nachweis von exp. Ataxin-3 mittels MW1-D2 AntikOrper gelang sowohl in Lysaten von Fibroblasten
als auch in IPSCs und lieferte deutlich héhere AF-Werte fur die Patienten-Proben im Vergleich zu den
Kontrollen. Bei den Gehirnlysaten sind alle Messwerte der 6 Patienten post mortem Cerebellum-Proben
nahe der Nachweil’grenze und erlauben keine Unterscheidung zwischen Patienten und Kontrollen. B) Trotz
kleinerer absoluter Werte flir AF gelingt auch mit 1C2-D2 die Detektion in Fibroblasten und in Gehirnlysaten.
In IPSCs war in diesem Versuch die Ataxin-3 Messung mittels 1C2-D2 nicht méglich, bei den friheren
Versuchen mit endogenem Ataxin-3 aus IPSCs in Verdinnungsreihen (vgl.

Abbildung 25) gelang hingegen die Detektion zuverlassig.

Plasma-Proben sind als ein leicht zu gewinnendes Biomaterial fur die
Biomarkerforschung interessant und kdnnten im TR-FRET Assay eingesetzt
werden, da keine roten Blutbestandteile, welche eine storende Eigenfluoreszenz
bedingen, enthalten sind.

Die Plasma-Proben (4 SCA3 Patienten und 4 Kontrollen) wurden mit 10%
Tween20 und Protease Inhibitoren (Complete ohne EDTA) versetzt oder
unbehandelt im TR-FRET Assays eingesetzt. Die Ataxin-3 Quantifizierung mittels
des TR-FRET Assay in Plasma-Proben zeigte in allen bisherigen Versuchen
keinen Erfolg. Sowohl pur als auch mittels Tween20-Protease-Inhibitor-Mix, mit
verschiedenen Inkubationszeiten oder Temperaturen, konnte bisher kein
deutliches Signal Uber der Nachweisgrenze ermittelt werden. Eines der
Ergebnisse ist exemplarisch in Abbildung 27 dargestellt. Die ermittelten AF-Werte
lagen zwischen 0 und 0,3; anstatt bei einem AF-Wert von mindestens 5-10, wie
es in PBMC-Proben der Fall ist. Teilweise ergeben sich sogar negative Werte
und es gelang keine Unterscheidung zwischen Kontrollen und Patienten, weder
bei dem Einsatz des MW1-D2 (A) noch bei 1C2-D2 (B).
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Abbildung 27: Exemplarische Darstellung eines Nachweisversuchs von Ataxin-3 in Plasma-
Proben im Zeitverlauf (Ansatz mit Tween20 und Protease-Inhibitoren)

A) Die Ataxin-3 Messung von Plasma-Proben von jeweils 4 SCA3 Patienten und Kontrollen erfolgt nach 0,
1, 4, 5 h, sowie nach 22, 24, und 25 h (davon 1 h bei RT) Inkubation. Fiir MW1-D2 kann dabei ein minimaler
Anstieg im Signal erkannt werden, der in einem Héhepunkt von AF =0,3 nach 4,5 h gipfelt. Eine klare
Diskriminierung zwischen Kontroll- und Patienten-Probe war nicht mdglich. B) Die Detektion des
expandierten Ataxin-3 mittels 1C2-D2 gelang nicht, das Signal stieg nach langerer Inkubation leicht an,
ergab aber hdhere AF-Werte fur Kontroll-Proben als fur Patienten-Proben. Normalerweise werden AF-Werte
von mindestens 5-10 als klares Signal Gber dem Hintergrund erreicht.

Ein weiteres, fur die Biomarkerforschung in der SCA3 interessantes Biomaterial
ist die Cerebrospinalflissigkeit (CSF). Da Messungen von a-Synuclein Protein in
CSF-Proben mittels TR-FRET bereits beschrieben sind (Bidinosti et al., 2012),
wurde der in Bidinosti et al. verwendete Ansatz genutzt, um einen ahnlichen
Assay fur Ataxin-3 zu etablieren. Hierfur sollte zunachst eine Kalibrations-Matrix
generiert werden, in welcher aus einer Kontroll-CSF Probe das humane Ataxin-
3 Protein mittels eines Beat-Systems herausgezogen werden sollte, um so eine
CSF-Probe zu erhalten, welche frei von Ataxin-3 Protein ist. Versetzt wurde die
Probe mit IGEPAL, 1% TritonX100 und Protease-Inhibitoren. Die Kalibrations-
Matrix sollte anschlieffend als Hintergrund-Signal verwendet werden und alle
Messungen von CSF von Patienten und Kontrollen darauf normalisiert werden.
Versuche zur Herstellung einer solchen Kalibration-Matrix wurden groRtenteils
durch den Doktoranden Patrik Pelz durchgefuhrt. Die Kontroll-Messungen zur
Uberpriifung, ob die Herstellung der Kalibrations-Matrix erfolgreich war, sind in
Abbildung 28 dargestellt. Nur bei der Inkubation mit den Antikérpern bis 22 h

zeigten sich fur die Kalibrations-Matrix ohne Ataxin-3 prozentual niedrigere Werte
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im Vergleich zu der nativen CSF-Probe und héhere Werte fur das entzogene
Ataxin-3 (Positiv-Probe). Allerdings gelang es an dieser Stelle noch nicht, eine
funktionierende Kalibrations-Matrix als Negativ-Probe zu generieren. Somit

erfolgten im Zuge dieser Arbeit keine weiteren Versuche mittels CSF-Proben.
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Abbildung 28: Versuch der Herstellung einer Kalibrations-Matrix flir einen CSF-Assay

Es zeigten sich bei beiden Assays (A, B) keine relevanten Signal-Unterschiede zwischen der Kalibrations-
Matrix (frei von Ataxin-3 Protein), der unbehandelten CSF-Probe (mit Ataxin-3) und dem Ansatz, der das
aus der CSF-Kalibrations-Matrix entzogene Ataxin-3 enthalten sollte. Gemessen wurde in verschiedenen
Zeitabstanden und am Ende des Versuchs auch mit einer Inkubation bei RT. Der Ansatz der Kalibrations-
Matrix ohne Ataxin-3 zeigte bei Inkubation bis 22 h wie erwartet geringere Signalwerte im Vergleich zur CSF-
Nativ Probe und das der Kalibrations-Matrix entzogene Ataxin-3 Protein (Positiv-Probe) zeigte bis zu diesem
Zeitpunkt die hochsten Signalwerte. Allerdings sind die prozentualen Unterschiede mit 1 bis 4 % von Signal
der Nativ-Probe sehr gering.

3.2.6 Vergleich der Methoden zur Gesamtproteinbestimmung

Nach der Lyse der PBMC-Proben wird zunachst obligat eine
Gesamtproteinbestimmung der puren und somit unverdinnten Probe
durchgefuhrt. Bisher wurde auch in dieser Arbeit immer die
Proteinbestimmungsmethode nach Bradford genutzt. Da in anderen Studien mit
TR-FRET Messungen auch der BCA-Assay fur die Gesamtproteinbestimmung
zum Einsatz kam (Bidinosti et al., 2012), ware fur zukunftige Experimente auch
dieses Verfahren denkbar. Um zu Uberprifen, welches der beiden Protein-
Quantifizierungs-Verfahren sich auch fur die Bestimmung der 1:4 Verdinnung
des PBMC-Lysates, welches im TR-FRET eingesetzt wurde, eignet, wurde ein
Vergleich der beiden Assays durchgefuhrt. Die Proteinkonzentration der puren
PBMC-Probe wurde zunachst immer mit dem Bradford-Assay durchgefuhrt.

Daraus wurde die theoretische Konzentration der 1:4 Verdlinnung berechnet.
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Anschlieend wurde mittels beider Verfahren die Konzentration gemessen und
mit der berechneten Annahme verglichen. Es zeigte sich beim Vergleich der
Gesamtproteinmenge ,berechnet aus pur® und ,gemessen®, dass die mit dem
BCA Assay ermittelten Werte eher den berechneten Werten aus der puren
Probenbestimmung ahnelten (vgl. Tabelle 18). Generell hat sich aber die
Gesamtproteinbestimmung bei beiden Assays in der verdinnten Probe als
schwierig und uneinheitlich dargestellt, da der Assay fir solch geringe
Konzentrationen nicht spezifisch genug war. Deswegen werden in allen
folgenden Experimenten die berechneten Werte fir die Gesamtprotein-
Konzentration der 1:4 Verdinnung genutzt, um AFc zu ermitteln. Die pure Probe

wurde dazu weiterhin mit dem Bradford-Assay analysiert.

Tabelle 18: Vergleich zweier Methoden zur Gesamtproteinbestimmung

Es wurden von 3 verschiedenen Einsender-Zentren Proben getestet (griin: Kontrollen, schwarz: Patienten)
und initial mit dem Bradford die Gesamtproteinmenge der puren Probe bestimmt. Die Gesamtproteinmenge
fur die 1:4 Verdinnung wurde zunachst aus der Bestimmung der unverdiinnten Proben mittels Bradford
berechnet. Anschlief’end wurde dieser Wert mit den gemessenen Werten der 1:4 Verdiinnung fir Bradford
und BCA Assay verglichen. Blaue Felder zeigen an, welcher Wert ndher am errechneten Wert lag. Hier
schien der BCA Assay insgesamt ndher an den berechneten Werten aus der Originalprobe zu liegen. Gelbe
Felder zeigen alle Ergebnisse mit prozentualer Abweichung zwischen gemessenem und berechnetem Wert
unter 20%. Auch hier erscheint der BCA Assay zuverlassiger, dennoch sind insgesamt die prozentualen
Abweichungen zwischen berechnetem Wert und gemessenem Wert der Verdiinnung sehr grof3.

Gesamtproteinbestimmung (ug/ul) PBMCs

Verdiinnung |Proben- Kiirzel | pur gemssen |1:4 berechnet 1:4 gemessen | 1:4 gemessen |Abweichung (%) |Abweichung (%)

Verfahren Bradford aus pur Bradford | Bradford BCA Bradford BCA
Lo12 0,360 0,090 0,125 0,089 27,76 vl
Lo13 1,046 0,262 0,169 0,224 54,96 16,67
Lo14 0,336 0,084 0,255 0,103 67,01 18,16
Lo19 0,520 0,130 0,079 0,193 64,76 32,65
Lo20 0,855 0,214 0,360 0,320 40,68 33,29
Lo21 0,376 0,094 0,097 0,154 3,54 38,84
Lo1 0,216 0,054 0,012 0,044 362,32 23,89
Lo2 1,166 0,292 0,146 0,220 99,73 32,76
Lo3 0,551 0,138 0,097 0,144 41,54 3,97
Lo4 0,104 0,026 0,013 0,046 98,96 43,01
Lo25 0,990 0,248 0,226 0,209 9,59 18,63
Lo28 1,174 0,294 0,183 0,259 60,31 13,46
Co1 0,351 0,088 0,313 0,133 71,97 33,81
Co2 0,866 0,216 0,292 0,054 25,85 297,33
Co3 1,486 0,372 0,110 0,148 238,27 151,19
Bo30 0,354 0,088 0,084 0,109 5,12 18,68
Bo31 0,613 0,153 0,037 0,091 319,67 67,63
Bo32 0,377 0,094 0,408 0,404 76,90 76,70
ndher am errechneten Wert
unter 20 % Abweichung der gemessenen 1:4 Verdiinnung vom berechneten 1:4 Wert
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3.2.7 Zusammenfassung Ergebnisse Teil A (Etablierung und Validierung)

Die Ergebnisse der Etablierungs- und Validierungsversuche fur den TR-FRET

Assay zur Messung des expandierten Ataxin-3 Proteins in PBMC-Lysaten sind

im Folgenden in Tabelle 19 zusammengefasst. Diese Erkenntnisse bilden die

Grundlage fur die Messungen der Patienten-Proben in dem Ergebnis-Teil B.

Tabelle 19: Zusammenfassung der Ergebnisse Teil A

Versuch/Fragestellung Ergebnis mit MW1-D2 Assay Ergebnis mit 1C2-D2 Assay

Etablierung 1C2-D2 und
1H9-tb fiir den TR-FRET
Assay

Reproduzierbarkeit des
Assays?
(Variationskoeffizient in %)

Etablierungsversuche mit
EGFP (Uberexprimiertem)
Ataxin-3

Etablierungsversuche mit
endogenem Ataxin-3
(IPSCS aus Fibroblasten)

PBMC-Proben aus ESMI-
Kohorte im Vgl. zu den
IPSC-Homogenaten

Ist die Detektion von
Ataxin-3 in diversen
Biomaterialien
mittels TR-FRET Assay
moglich?

Welches Verfahren eignet
sich zu Gesamtprotein-
Bestimmung der PBMCs?

geringere Trennscharfe zwischen
Kontroll- und SCA3-Patienten Proben

Intra-Platten-Vergleich: 4,9-5,3%
Inter-Platten-Vergleich: 8,2-11%
Pipettierfehler: <10%

bei groBer Proben-Anzahl den
Antikorper bei 4° pipettieren um
Platteneffekte zu vermeiden.

Linearer Detektionsbereich:
0,001- 0,1 pg/pl
BestimmtheitsmaR R= 0,898-n0,907

Funktion bei Inkubation bei RT: nein

Linearer Detektionsbereich:
0,01- 0,25 pg/pl
BestimmtheitsmaR R= 0,8618- 0,9147

Funktion bei Inkubation bei RT: nein

Messwerte der PBMCs im
Detektionsbereich: ja

Fibroblasten: ja
IPSCs: ja
Gehirnlysate: fraglich
Plasma: nein

CSF: nein

Ermittelte Konzentrationen fiir den Assay:
1C2-D2 3ng und 1H9-tb 1 ng.

Bessere Trennscharfe zwischen Kontroll-
und SCA3-Patienten Proben

Intra-Platten-Vergleich: 4,9-6,9%
Inter-Platten-Vergleich: 12,4-13,1%
Pipettierfehler: <10%

bei groBer Proben-Anzahl den Antikorper
bei 4° pipettieren um Platteneffekte zu
vermeiden.

Linearer Detektionsbereich:
0,001- 0,1 pg/ul
BestimmtheitsmaR R= 0,822- 0,965

Funktion bei Inkubation bei RT: ja, wenn
doppelte Volumina eingesetzt wurde
(10 pl Probe, 2 ul Antikorper)

Linearer Detektionsbereich:
0,01- 0,25 pg/ul
Bestimmtheitsmal R= 0,7434- 0,9504

Funktion bei Inkubation bei RT: ja, wenn
doppelte Volumina eingesetzt wurden
(10 pl Probe, 2 pl Antikorper)

Messwerte der PBMCs im
Detektionsbereich: ja

Fibroblasten: ja
IPSCs: ja
Gehirnlysate: ja
Plasma: nein
CSF: nein

Der BCA-Assay scheint im Vergleich zum Bradford-Assay fiir die Messung in der 1:4
verdiinnten PBMC-Probe etwas spezifischer zu sein.
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3.3 Teil B: Ergebnisse der expandierten Ataxin-3 Messung in PBMCs

3.3.1 Ubersicht der analysierten ESMI-Kohorte fiir PBMCs

FUr den Forschungszeitraum dieser Arbeit gelang es, von insgesamt 117
Probanden von vier verschiedenen Zentren (TUbingen, Bonn, London, Coimbra)
Probenmaterial zu erhalten. Zusatzlich konnte ein homozygoter Patient aus dem
assoziierten Partner-Zentrum Heidelberg mit in die Kohorte eingeschlossen
werden, dieser wird im Folgenden allerdings immer gesondert aufgefuhrt und in
Graphen mit einem Punkt gekennzeichnet dargestellt. Von den nun 118 Proben
waren fur 8 Teilnehmer keine PBMCs verfugbar, 4 PBMC-Proben ergaben kein
oder ein zu kleines Pellet vor dem Homogenisieren, bei 2 Probanden war die
Genotypisierung der Polyglutamin-Langen nicht eindeutig und bei 6 Patienten
waren die klinischen Angaben unvollstandig. Somit ergab sich fur diesen Teil der
Untersuchung eine Kohorte von 98 Probanden, welche in Tabelle 20 genauer
dargestellt sind. Es konnten so 29 gesunde Kontrollen, 8 prasymptomatische
Mutationstrager und 60 manifest erkrankte SCA3 Patienten analysiert werden.
Eine statistische Analyse der verschiedenen Gruppen zeigte, dass die Kontrollen
im Mittel 10 Jahre junger waren als die Patienten (p= 0,0003, Abbildung 29A).

Tabelle 20: Ubersicht der Kohorte fiir die Ataxin-3 Bestimmung in PBMCs

Mittelwert Mittelwert Mittelwert

(Standardabweichung) (Standardabweichung) (Standardabweichung)
Alter (Jahre) 42 (12.3) 31(5.8) 52 (10.1) 46
Geschlecht 317 212 3226 326 Q34 3
CAG-Repeats 24 (3.6)/ - 20 (6.6)/ 70 (1.4) 22 (5.1)/69 (4) 60/66
(norm. / exp.)
Erkrankungsbeginn - - 40 (10.1) 30
(AAO in Jahren)
Erkrankungsdauer - - 12 (7) 16
(DD in Jahren)
SARA-Score 0.5 (0.6) 1(0.8) 16 (8.4) 23
(Ataxic Scale)
INAS-Score 1(0.8) 2(1.6) 6 (2.5) 8
(Non-Ataxic Scale)

AAO= age at onset, DD= disease duration
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Leider konnte keine nach Alter und Geschlecht ausgeglichene Kontroll-Kohorte
mit den bisher eingegangenen Proben gebildet werden. Die prasymptomatischen
Mutationstrager sind erwartungsgemald statistisch signifikant junger als die
manifest erkrankten Patienten (p>0,0001) und ebenfalls im Mittel 10 Jahre junger
als die Kontroll-Gruppe (p= 0,0108). Zudem sind anteilig mehr weibliche
Patienten und mehr mannliche Kontrollen in der Kohorte eingeschleust (vgl.
Abbildung 29B). Wahrend der SARA-Score bei prasymptomatischen Mutations-
tragern und Kontrollen eine signifikante Abweichung zeigte (p= 0,0072) ergab
sich beim INAS-Score kein relevanter Unterschied (vgl. Abbildung 29C/D).
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Abbildung 29: Verteilung der analysierten ESMI-Kohorte nach Alter, Geschlecht und Scores

A) Die Kontrollen waren im Mittel 10 Jahre jinger (p=0,0003) als die Patienten. Die prasym. Mutationstrager
waren erwartungsgemal alle unter 40 Jahre alt und somit signifikant jinger als die Kontroll-Gruppe (p=
0.0108) und als die Patienten-Gruppe (p< 0,0001). B) In der Gruppe der weiblichen Probanden gab es mit
65% SCAS3 Patienten und 6 prasym. Mutationstragern etwas mehr Betroffene, als bei den mannlichen
Probanden mit nur 57% Patienten und 2 prasym. Mutationstragern. C) Kontrollen wiesen gegenuber prasym.
Mutationstréager beziglich ihres SARA-Scores statistisch signifikant kleinere Werte auf (p=0,0072). D)
Bezuglich des INAS-Scores zeigten sich keine statistisch relevanten Unterschiede zwischen gesunden
Kontrollen und prasym. Mutationstragern, wohingegen die Patienten erwartungsgemal einen wesentlich
héheren Score erreichten (p<0,0001).

63



Ergebnisse

3.3.2 Korrelation expandiertes Ataxin-3 mit Alter, Geschlecht, AAO, DD

Um sicher zu stellen, dass keine verzerrenden Effekte wie das Alter der
Probanden, deren Geschlecht oder das jeweilige Zentrum, in welchem die Probe
initial bearbeitet wurden, einen Einfluss haben, wurde Uberpriuft, ob diese
Parameter mit den erhobenen expandierten Ataxin-3 Protein-Leveln, analysiert
sowohl mit dem MW1-D2 Assay, als auch dem 1C2-D2 Assay, korrelierten. Es
zeigte sich, dass weder bei der Korrelation mit dem Alter der Patienten, noch mit
dem Geschlecht, statistisch signifikante Zusammenhange vorlagen (vgl.
Abbildung 30A/B). Im Folgenden werden statistisch signifikante Ergebnisse
linearer Korrelationen mit einer griinen Linie, nicht signifikante Zusammenhange
mit einer roten Geraden gekennzeichnet. Bei genauerer Betrachtung der
Auswertung bezuglich der Messwerte und dem Geschlecht der Patienten zeigte
sich bei MW1-D2 ein p-Wert von 0,0511, was nicht signifikant war, aber dennoch
die Tendenz anzeigte, dass bei mannlichen Patienten etwas mehr Ataxin-3
gemessen wurde. Bei dem 1C2-D2 Assay wurde dieser Effekt nicht ersichtlich,
der p-Wert von 0,5887 lasst erkennen, dass Manner und Frauen sehr
ausgeglichene Messwerte zeigten. Das nicht expandierte Allel ist allerdings
sowohl bei den Frauen der Kohorte, als auch bei den Mannern mit
durchschnittlich 21 CAG-Repeats gleich lang, womit der Unterschied von MW1-
D2 (<15Q) und 1C2-D2 (>37Q) nicht erklart werden kann.

Statistische Vergleiche der gewonnen Messwerte aus den jeweiligen Zentren, in
welchem die Probe initial bearbeitet wurde, zeigten mit Ausnahme eines Falles
keine relevanten Abweichungen von einander (vgl. Abbildung 31A). Hierbei
handelte es sich um die Analyse mittels des 1C2-D2 Antikdrpers, bei welchem
die Messwerte der Proben, bereitgestellt von Zentrum 2, eine breite Streuung
aufwiesen und damit statistisch signifikant von den anderen Messwerten von
Proben der anderen 3 Zentren abwichen. Dieser Effekt zeigte sich nicht bei der
Analyse mit dem MW1-D2 Antikorper; hier waren die Durchschnittswerte der
Messungen aller Proben verschiedener Zentren im vergleichbaren Bereichen von
AFc-Werten zwischen 50 und 100. Da jedes Zentrum im Verhaltnis

unterschiedlich viele Patienten- und Kontroll-Proben zu Verfigung gestellt hat,
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wurden auch in dieser Auswertung nur die Ataxin-3 Level der Patienten

berucksichtigt.
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Abbildung 30: Ataxin-3 Level in Korrelation zu Alter und Geschlecht aller analysierten Patienten-
PBMCs

A) Es bestand kein signifikanter linearer Zusammenhang zwischen dem Alter der Patienten und den
gemessenen Protein-Leveln (rote Linie, MW1-D2 p=0,5261, 1C2-D2 p=0,3235). B) Die Verteilung der
Ataxin-3 Messwerte der Patienten aufgetrennt nach Geschlecht war bei beiden Antikdrpern nicht statistisch
signifikant unterschiedlich. Es zeigten sich aber fur den MW1-D2 Assay bei mannlichen SCA3-Patienten
tendenziell héhere Ataxin-3 Protein Messwerte (p=0,0511). Bei den Messungen mittels Antikérper 1C2-D2
waren die Ergebnisse flr die expandierte Ataxin-3 Messung ausgeglichen (p=0,5887).

Unterteilt man die analysierten PBMC-Proben nach der Messung in die
Eingruppierung Kontrollen, prasymptomatische Mutationstrager und manifest
erkrankte Patienten, so lasst sich eine klare Differenzierung von Kontrollen und
Patienten erkennen (vgl. Abbildung 31B). Diese Auswertung belegt, dass die
Detektion des expandierten Ataxin-3 Proteins mittels des TR-FRET Assay
durchflhrbar ist. Erwartungsgemal zeigte sich eine statistisch hoch signifikante
(p< 0,0001) Trennung zwischen den Werten der gesunden Kontrollen und den
Mutationstragern fur beide Antikdrper MW1-D2 (links) und 1C2-D2 (rechts).

Eine Differenzierung zwischen prasymptomatischen und symptomatischen

Mutationstragern war hingegen nur bei Verwendung des MW1-D2 Antikdrpers
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statistisch signifikant moglich (p= 0,0125). Bei Verwendung des 1C2-D2 Assays
zeigte sich diesbezulglich kein signifikanter Unterschied (p= 0,0572), aber auch
hier zeigten prasymptomatische Mutationstrager tendenziell kleinere Messwerte
und somit weniger Ataxin-3 Protein als die Patienten. Die gemessenen Ataxin-3
Konzentrationen fur den homozygoten Mutationstrager lagen nahe des
Mittelwertes der Gesamtkohorte von heterozygoten symptomatischen SCA3

Patienten (Punkt-Markierung im Graphen).
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Abbildung 31: Vergleich der Ataxin-3 Level zwischen den verschiedenen Genotypen und
Zentren

A) Werden die Messwerte der Patienten-Proben nach den verschiedenen Zentren, in welchen die Proben
abgenommen wurden, eingeteilt, zeigten sich lediglich bei 1C2-D2 fiir Zentrum 2 signifikant niedrigere
Ataxin-3 Level im Vergleich zu den anderen Gruppen. Es ergaben sich folgende p-Werte: Unterschied
Zentrum 2 zu Zentrum 1 p=0,0224, zu Zentrum 3 p=0,0050 und zu Zentrum 4 p=0,0077. Ansonsten bestand
keine Anhangigkeit von Zentrum und gemessenen Protein-Leveln. B) Es zeigte sich fir beide Antikorper
MW1-D2 und 1C2-D2 eine deutliche Unterscheidung zwischen Kontrollen, prasymptomatischen
Mutationstragern und Patienten. Wahrend bei der Detektion mit 1C2-D2 kein signifikanter Unterschied
zwischen manifest erkrankten und prasymptomatischen Mutationstragern vorlag, ist bei MW1-D2 eine
deutlichere Unterscheidung dieser beider Gruppen erkennbar. Erwartungsgemaf zeigten die Kontrollen in
beiden Messungen (MW1-D2 und 1C2-D2) héchst signifikant niedrigere Proteinkonzentrationen zu
prasymptomatischen Mutationstragern und Patienten (p<0,0001).
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Um zu bewerten, ob expandiertes Ataxin-3 Protein als ein madglicher
Progressions-, bzw. Verlaufsmarker relevant sein konnte, wird im Folgenden das
gemessene Protein-Level mit dem Erkankungsbeginn und der Erkrankungs-
dauer der Patienten verglichen. Leider konnten im Zeitraum dieser Arbeit noch
keine Follow-up Proben der Kohorte bereitgestellt werden, aber eine solche
Analyse ist im ESMI-Projekt ebenfalls vorgesehen und wird in naher Zukunft
erfolgen.

Tendenziell zeigte sich, dass Patienten mit frihem Erkankungsbeginn (vor dem
30. Lebensjahr) ein durchschnittlich hdheres Ataxin-3 Level aufwiesen, als spater
erkrankte Probanden (vgl. Abbildung 32A). Patienten mit einem sehr spaten
Erkrankungsbeginn (Uber 51 Jahre) zeigten im Mittel hohere Messwerte, wobei
allerdings hier die geringere Gruppenstarke von nur n=9 beachtet werden muss
und die Werte insgesamt stark streuten. Statistisch signifikante Unterschiede
zeigten sich nur bei den Messungen mit dem Antikdrper MW1-D2 zwischen den
prasymptomatischen Mutationstragern und den Patienten mit einem mittleren
Erkrankungsalter zwischen 30-40 Jahren (p= 0,0207) und 40-50 Jahren (p=
0,0300) (vgl. Abbildung 32A).

Bei der Einteilung in Bezug zur Erkrankungsdauer sind die Ergebnisse fur die
Assays MW1-D2 und 1C2-D2 von einander abweichend und uneinheitlich (vgl.
Abbildung 32B). Wahrend bei MW1-D2 langer erkrankte Patienten
(Erkrankungsdauer uber 20 Jahre) im Mittel niedrigere Level aufwiesen, zeigte
sich bei Messungen mit 1C2-D2 ein gegenteiliger Effekt. Allerdings ist auch hier
die Untergruppe der sehr lang erkrankten Patienten mit n=5 zu klein und die
Streuung der Messwerte zu grof3, um sichere Schlussfolgerungen treffen zu
kénnen.

Statistisch signifikante Unterschiede ergaben sich bei der Auswertung der
Erkrankungsdauer mit den gemessenen expandierten Ataxin-3 Protein-Leveln
nur bei dem MW1-D2 Assay. So =zeigten die prasymptomatischen
Mutationstrager im Vergleich zu den Patienten mit Erkrankungsdauer bis
einschlieBlich 10 Jahren geringere Ataxin-3 Protein-Level (p= 0,0221) und
ebenfalls zu den Patienten mit einer Erkrankungsdauer zwischen 11-20 Jahren
(p=0,0077) (vgl. Abbildung 32B).
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Abbildung 32: Ataxin-3 Level in Korrelation zu Erkankungsbeginn und Erkrankungsdauer

A) Die Einteilung der Patienten gemaf ihres Krankheitsbeginns zeigte bei beiden Assays bei frihem Beginn
der Symptome (unter 30 Jahre) ein durchschnittlich héheres Ataxin-3 Level, als bei Patienten deren AAO
um das 40 Lebensjahre datiert war. In der Gruppe der spéat erkrankten Patienten (liber 51 Jahre) streuten
die gemessenen Werte sehr stark. B) Betrachtet man die Erkrankungsdauer, so unterschieden sich die
beiden Ergebnisse fir MW1-D2 und 1C2-D2 von einander, besonders im Hinblick auf die Gruppe der sehr
lang erkrankten Patienten. Der homozygote SCA3 Patient (Punkt) lag jeweils in seiner Untergruppe der
entsprechenden heterozygoten Patienten in diesen Analysen leicht Uber deren Mittelwert beziglich des
Ataxin-3 Protein-Levels. AAO = Age at onset, Erkankungsbeginn; DD= Disease Duration, Erkrankungsdauer

Die lineare Korrelation der gemessenen Ataxin-3 Protein-Level mit dem
Erkankungsbeginn (Age at onset, AAO) und der Erkrankungsdauer (Disease
Duration, DD) der Patienten ergab keine statistisch signifikanten linearen
Zusammenhange (vgl. Abbildung 33). Die ermittelten p-Werte lagen flr den
MW1-D2 Assay bei p= 0,4670 (AAO) und p= 0,8773 (DD) und flr den 1C2-D2
Assay bei p= 0,8916 (AAO) und p= 0,2759 (DD).
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Abbildung 33: Untersuchung linearer Zusammenhange zwischen Ataxin-3 Protein-Level und
Erkankungsbeginn und Erkrankungsdauer

Eine lineare Korrelation zwischen den gemessenen expandierten Ataxin-3 Leveln und dem

Erkankungsbeginn (Age at onset, AAO) (A) oder der Erkrankungsdauer (Disease Duration, DD) (B) ergab
keinen signifikanten Zusammenhang.

3.3.3 Korrelation expandierte Ataxin-3 Protein-Level mit klinischen Scores

FUr die Evaluation des Potenzials des Ataxin-3 Protein-Levels in PBMCS als
Biomarker zu fungieren, ist der Vergleich mit etablierten klinischen Scores zur
Bewertung des Krankheitsstadiums unverzichtbar (vgl. Kapitel 1.4 Biomarker und
relevante klinische Scores). Die Auswertung zwischen den gemessenen
expandierten Ataxin-3 Leveln und den klinischen Scores SARA und INAS zur
Bewertung der aktuellen Schwere des Erkrankungsstadiums, zeigte statistisch
relevante lineare Korrelationen mit p-Werten zwischen 0,02 und 0,03 (vgl.
Abbildung 34B, Abbildung 35B). Diese Beobachtung traf sowohl fur die
Messungen mit MW1-D2, als auch fur die Quantifizierung mit 1C2-D2 zu, wobei
bei der Auswertung des SARA Scores die Proportionalitat nur bis zu Werten von
24 Score-Punkten gegeben war (>24 schwer erkrankt). Die genauere

Betrachtung der Auswertung fir den SARA-Score zeigte, dass zwischen
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Kontrollen und Mutationstragern ein hoch signifikanter Unterschied mit p< 0,0001
bei beiden Assays (MW1-D2 und 1C2-D2) vorlag (vgl. Abbildung 34A). Bei den
leicht (3-12) und moderat (13-24) betroffenen SCA3 Patienten zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zu der Gruppe der prasymptomatischen
Mutationstrager mit einem SARA unter 3 von p= 0,0182 und p= 0,0091 fir dem
MW1-D2 Antikorper. Die Detektion mit 1C2-D2 ergab einen signifikanten
Unterscheid zwischen prasymptomatischen Mutationstragern (SARA < 3) und
der Gruppe mit moderatem SARA von 13-24 (p= 0,0462). Bei beiden Assays fallt
auf, dass die gemessenen Werte des |6slichen expandierten Ataxin-3 Proteins in

der Gruppe der schwer betroffenen SCA3 Patienten (> 24) wieder sanken.
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Abbildung 34: Korrelation zwischen SARA-Score und expandiertem Ataxin-3 Level

A) Bei den Gruppen mit einem SARA-Score bis einschliellich 24 (leicht bis moderat betroffen Patienten
zeigte sich ein progredienter Anstieg der gemessenen Ataxin-3 Level. In der Gruppe der schwer betroffenen
Patienten mit einem SARA Uber 24 sanken die gemessenen Protein-Level wieder ab. B) zeigte die lineare
Korrelation zwischen SARA Werten bis 24 und den dazu gehorigen Ataxin-3 Protein-Leveln. Fir MW1-D2
konnte eine signifikante Korrelation von p=0,0252 und fur 1C2-D2 von p=0,0303 ermittelt werden.
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Anhnliche Zusammenhange ergab die Korrelation der Messwerte des
expandierten Ataxin-3 Proteins zum INAS-Score. Fur beide Antikdrper zeigte sich
eine relevante lineare Beziehung zwischen den Ataxin-3 Proteinkonzentrationen
und dem INAS-Score bei Betrachtung der SCA3 Patienten mit p= 0,020 bei MW 1-
D2 und p= 0,0230 fur den 1C2-D2 Assay (vgl. Abbildung 35B). Die detaillierte
Betrachtung der Untergruppen zeigte beim MW1-D2 Antikdrper einen statistisch
signifikanten Unterschied der Messwerte zwischen Patienten mit INAS-Score 0-
2 und 5-6 (p= 0,0108), 7-8 (p=0,0310), sowie 9-11 (p= 0,0056) (vgl. Abbildung
35A). Die Detektion mit 1C2-D2 ergab einen signifikanten Unterschied zwischen
der Gruppe mit INAS 0-2 und der Gruppe mit 5-6 (p= 0,0246).
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Abbildung 35: Korrelation zwischen INAS-Score und expandiertem Ataxin-3 Level

A) Die gemessenen Ataxin-3 Level stiegen bei hoherem INAS-Score zunehmend an. Dieser Effekt zeigte
sich bei beiden Assays, wobei bei MW1-D2 signifikant héhere Protein-Level bei den Gruppen mit INAS 5-6
(p=0,0108), 7-8 (p=0,0310) und 9-11 (p=0,0056) im Vergleich zur Gruppe der leicht symptomatischen
Patienten (INAS 0-2) vorlag. Bei 1C2-D2 war nur der Unterschied zwischen den Gruppen mit INAS 0-2 und
5-6 statistisch relevant (p=0,0246). B) Es zeigte sich ein statistisch signifikanter linearer Zusammenhang
zwischen steigenden INAS-Score und hdheren expandierten Ataxin-3 Leveln fur MW1-D2 (p=0,0202) und
1C2-D2 (p=0,0230).
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Der kombinierte Score aus Erkrankungsbeginn und Erkrankungsdauer, auch
Cross Sectional Disease Progression Score (CSDP) genannt, zeigte keinen
nachvollziehbaren Zusammenhang mit den jeweiligen Ataxin-3 Messwerten und

war bei den beiden Antikdrpern uneinheitlich (vgl. Abbildung 36).
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Abbildung 36: Korrelation zwischen dem Cross sectional disease progression (CSDP) Score
und exp. Ataxin-3 Level

Der Quotient aus Erkrankungsschwere (SARA-Score) und Erkrankungsdauer (DD) CSDP zeigte keine
einheitlichen Ergebnisse im Vergleich der beiden Antikérpern MW1-D2 und 1C2-D2. Die Mittelwerte der

eingeteilten Gruppen zeigten keine Tendenz fiir einen linearen Zusammenhang zwischen Protein-Level und
steigendem Score.

3.3.4 Korrelation exp. Ataxin-3 mit der expandierten CAG-Lange und der

Zeit zwischen Nahrungsaufnahme und Blutabnahme

Die CAG-Repeat-Langen aller SCA3 Patienten, prasymptomatischen
Mutationstragern und Kontrollen der ESMI-Kohorte wurden einheitlich neu in
unserem Institut durch die Doktoranden Gabriele Anna Kaucher und Patrik Pelz
mit Unterstitzung von der MTA Frau Alexandra Grenzendorf bestimmt. Die
Auswertung der CAG-Repeats in Korrelation zum Ataxin-3 Protein-Level zeigte
lediglich fur die Gruppe der Patienten mit kleineren expandierten CAG-Repeats
(57-64 CAGs) im Mittel geringere Ataxin-3 Level im Vergleich zu den Patienten
mit CAG-Repeats uUber 65 mit einem p-Wert von 0,0341 (vgl. Abbildung 37A).
Allerdings gilt es hier zu beachten, dass in dieser Kohorte lediglich 10 Patienten

mit solchen kurzen CAG-Repeat-Langen analysiert wurden. Da gesunde
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Kontrollen nicht Gber ein pathologisch expandiertes Ataxin-3 Allel verflgen,
wurde zu Vergleichs- und Analysezwecken hier das Allel mit der langeren CAG-
Sequenz betrachtet. Das dabei langste ermittelte CAG-Repeat bei gesunden
Probanden dieser Kohorte wies eine Lange von 28 CAG-Repeats auf. Es ware
somit fir den Antikbrper MW1-D2 (>15Q) detektierbar und fir 1C2-D2 (>37Q)
nicht erkennbar.

Die Korrelation der analysierten CAG-Repeat-Langen mit den gemessenen
Ataxin-3 Protein-Leveln ergab keine signifikante proportionale Korrelation. Es
ergab sich fur MW1-D2 p=0,3301 und 1C2-D2 p=0,3697 (vgl. Abbildung 37B).
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Abbildung 37: Korrelation zwischen der CAG-Repeat-Lange und den exp. Ataxin-3 Leveln

A) Patienten mit kiurzeren CAG-Repeat-Langen (<65) zeigten im Mittel geringere Ataxin-3 Level als die
Gruppe der Patienten zwischen 65 und 69 CAG-Repeats. Bei Patienten mit Gber 70 CAG-Repeats zeigten
sich Ataxin-3 Protein-Level, wie sie auch in der Gruppe 65-69 detektiert werden konnten. B) Es bestand kein
proportionaler Zusammenhang zwischen den ermittelten CAG-Repeat-Ladngen und den gemessenen
expandierten Ataxin-3 Werten (MW1-D2 p=0,3301 und 1C2-D2 p=0,3697).
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Da frihere Etablierungen des TR-FRET Assays zur Ataxin-3 Messung in PBMCs
Hinweise ergaben, dass der Zeitpunkt der letzten Nahrungsaufnahme vor der
Blutabnahme einen Einfluss auf die spateren gemessenen Protein-Level nehmen
konnte, wurde im Rahmen des ESMI-Projekts der Zeitpunkt der letzten
Nahrungsaufnahme vor Blutabnahme, falls mdglich, erhoben. Der aus friheren
Studien ermittelte Zusammenhang zwischen Ataxin-3 Level in den PBMC-
Proben und dem Einfluss der Nahrungsaufnahme vor der Blutabnahme zeigte
sich nicht in der Gegenuberstellung der Protein-Level und der Nuchtern-Zeit
(MW1-D2 p= 0,1768, 1C2-D2 p= 0,7706, vgl. Abbildung 38). Allerdings wurden
nur von 68% aller Probanden die Zeiten der Nahrungsaufnahme dokumentiert.
Im Fall dieser Kohorte scheint man die Zeit der Nahrungsaufnahme
vernachlassigen zu koénnen, aber fur ein einheitliches Studiendesign zum
Ausschluss eines potenziellen Bias ist die Blutabnahme im nlchternen Zustand

(8 h Nahrungskarenz) zu bevorzugen.
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Abbildung 38: Untersuchung der Abhangigkeit der Messwerte von der Nuchtern-Zeit vor der
Blutabnahme

Die Angaben zur letzten Mahlzeit vor der Blutabnahme wurde nicht fur alle Probanden ubermittelt oder

erhoben (n=78 statt 98). Die Korrelation der vorhandenen Niichtern-Zeit Angaben in Stunden mit den Ataxin-
3 Proteinkonzentrationen zeigte jedoch hier keinen signifikanten Zusammenhang.

3.3.5 Zusammenfassung der Ergebnisse Teil B (Ataxin-3 Messungen)
Im Folgenden sind die Ergebnisse der Auswertungen und Korrelationen der

gemessenen expandierten Ataxin-3 Protein-Level mit den klinischen Daten der
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ESMI-Probanden tabellarisch fur beide Assays dargestellt (vgl. Tabelle 21).

Tabelle 21: Zusammenfassung der Ergebnisse Teil B

Klinischer Parameter Ataxin-3 Level mit MW1-D2 Assay Ataxin-3 Level mit 1C2-D2 Assay

Alter

Geschlecht

Zentrum der Proben-
Bearbeitung

Erkrankungsbeginn (AAO)

Erkrankungsdauer (DD)

SARA-Score

INAS-Score

CSDP-Score (SARA/DD)

CAG-Repeat-Lange

Niichtern-Zeit vor
Blutabnahme (h)

Keine lineare Korrelation zwischen Alter
der Patienten und exp. Ataxin-3 Level,
p=0,5261

Bei mannlichen Patienten tendenziell
hohere exp. Ataxin-3 Level als bei
weiblichen, aber nicht statistisch
signifikant mit p= 0,0511

Keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Einsendern

Keine lineare Korrelation zwischen AAO
und Ataxin-3 Level, p= 0,4670

Prasymptomatische Mutationstrager
zeigten signifikant niedrigere Ataxin-3
Level als Patienten mit einem mittleren
AAO (40+/-10 Jahre). p= 0,027-0,0300

Keine lineare Korrelation zwischen DD
und Ataxin-3 Level, p= 0,8773

Lineare Korrelation zwischen SARA (bis
24) und exp. Ataxin-3 Level p= 0,0252

Bei Patienten mit schwerem
Erkrankungsstadium (SARA >24) sanken
die l6slichen Protein-Level wieder ab

Lineare Korrelation zwischen INAS und
exp. Ataxin-3 Level, p= 0,0202

Keine signifikanten Zusammenhéange
zwischen CSDP und exp. Ataxin-3 Level

Keine lineare Korrelation zwischen CAG-
Repeats und Ataxin-3 Level, p= 0,3301

Patienten mit sehr kurzen CAG-Langen
(57-64) zeigten geringere Protein-Level
im Vergleich zu Patienten mit 65-69
CAG-Repeats (p= 0,0341)

Keine lineare Korrelation zwischen
Nuchtern-Zeit und Ataxin-3 Level,
p=0,1768

Keine lineare Korrelation zwischen Alter
der Patienten und exp. Ataxin-3 Level,
p=0,3235

Ausgewogene Verteilung der exp. Ataxin-3
Level bei weiblichen und mannlichen
SCA3-Patienten, nicht statistisch
signifikant mit p= 0,5887

Ein Zentrum zeigte eine breite Streuung
der Messwerte und signifikante
Unterschiede zu den anderen Einsendern
(p=0,0224-0,0077)

Keine lineare Korrelation zwischen AAO
und Ataxin-3 Level, p= 0,8916

Patienten mit einem frilhen AAO (unter 30
Jahren) zeigten tendenziell hohere exp.
Ataxin-3 Level im Vergleich zu Patienten
mit mittlerem Erkrankungsbeginn.

Keine lineare Korrelation zwischen DD
und Ataxin-3 Level, p= 0,2759

Lineare Korrelation zwischen SARA (bis 24)
und exp. Ataxin-3 Level p= 0,0303

Bei Patienten mit schwerem
Erkrankungsstadium (SARA >24) sanken
die l6slichen Protein-Level wieder ab

Lineare Korrelation zwischen INAS und
exp. Ataxin-3 Level, p= 0,0230

Keine signifikanten Zusammenhéange
zwischen CSDP und exp. Ataxin-3 Level

Keine lineare Korrelation zwischen CAG-
Repeats und Ataxin-3 Level, p= 0,3697

Keine lineare Korrelation zwischen
Nuchtern-Zeit und Ataxin-3 Level,
p=0,7706
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3.4 Teil C: Ergebnisse der Analyse der CAG-Repeat-Langen und
Polymorphismen

3.4.1 Ubersicht der Kohorte fiir CAG-Repeat Lingenbestimmung

Im Zeitraum dieser Arbeit konnte von 118 ESMI-Probanden EDTA-Blut
bereitgestellt werden, welches dann zur DNA-Gewinnung und anschliefend zur
Bestimmung der CAG-Repeat-Langen verwendet wurde. Bei 10 Teilnehmern
waren die klinischen Daten unvollstandig und bei 2 Analysen blieb die
Bestimmung der CAG-Repeat-Langen trotz mehrmaliger Wiederholung unklar.
Somit ergab sich eine Kohorte von 106 Teilnehmern mit 31 Kontrollen, 8
prasymptomatischen Mutationstragern und 66 symptomatischen SCA3

Patienten, sowie einem homozygot betroffenen Patienten (vgl. Tabelle 22).

Tabelle 22: Ubersicht der Kohorte fiir die Analyse der CAG-Repeat-Léngen

CAG-Repeat Analyse 31 8 66 1
unvollstandige klinische Daten 3 - 7
unklarer Status - - 2
Gesamt 34 8 75 1

3.4.2 Ubersicht der Kohorte fiir die Polymorphismen Bestimmung

Die gewonnene DNA der Probanden wurde zusatzlich zur Bestimmung von
einzelnen  bekannten  Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) genutzt.
Untersucht wurden 3 SNPs im PARK2 Gen (rs1801474, rs1891582, rs1801334)
und 3 weitere SNPs im ATXN3 Gen (rs1048755, rs12895357, rs7158733). Diese
Polymorphismen sind im Kapitel 1.6 Polymorphismen als modulierende Faktoren
genauer beschrieben. Es konnte nur ein kleiner Teil der Kohorte untersucht
werden, da das momentan gewahlte Verfahren zur Bestimmung der SNPs mittels
PCR und spatere Sequenzierung recht fehleranfallig und sehr arbeitsintensiv
war. Ein Beispiel des PCR-Produktes zeigt Abbildung 39B. Die bisher analysierte
Kohorte ist in den Tabellen 23 und 24 dargestellt. Besonders die PCR zur
Analyse der beiden SNPs im ATXN3 Gen, welche hinter dem Polyglutamin-

76



Ergebnisse

Bereich liegen, zeigte haufiger fehlerhafte Ergebnisse, da die Arbeit der
Polymerase durch die CAG-Repeats erschwert wurde. Es konnte dann keine

Auftrennung der beiden Allele im Gel erzielt werden (vgl. Abbildung 39C).

Tabelle 23: Ubersicht der Kohorte zur Bestimmung von SNPs

Spalte 1 und 2 zeigen die Aufteilung der 35 Probanden nach Kontrolle oder SCA3-Patient, Spalte 3 und 4
zeigen die Aufteilung der 35 analysierten Probanden nach dem jeweiligen Einsender-Zentrum.

_m SCA3 Patienten | davon Zentrum 1 | davon Zentrum 3

Polymorphismen

unvollistandige klinische Daten - 3 3 =

kein CPT Blut erhalten - 2 - 2

PBMC Pellet zu klein - 1 - 1

Gesamt 8 27 10 25
35 35

Tabelle 24: Anzahlen der analysierten Probanden beziglich bestimmter SNPs

SNP SCAS3 Patienten
Varianten

Polymorphismen Analyse 8

SNP PARK2 Exon 4 GBoL/As0L 7 22
SNP PARK2 Exon 10 G1239/C1239 6 24
SNP PARK2 Exon 11 GRZRl/ARES 7 25
SNP ATXN3 Exon 8 ASE9/G69 6 24
SNP ATXN3 Exon 10 Go87/Co87 5 17
SNP ATXN3 Exon 10 CM8/AI18 5 17

0.1 -10.0 kb (ng/0.5 pg)

A 10000 (18]
8000

1.0 % Agarose

Abbildung 39: Exemplarische Darstellung eines Agarose-Gels zur Post-PCR-Kontrolle
A) Basenpaar-Lange in Kilobasen der Markerbanden-Referenz. B) PCR Kontrollgel einer erfolgreichen PCR

mit 4 Patienten-Proben und der Negativ-Kontrolle. C) Auftrennung der beiden Allele (normale und
expandierte Form) bei dem PCR-Produkt zur Analyse der Polymorphismen hinter dem CAG-Repeat.
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3.4.3 Korrelationen CAG-Repeat-Lange und Patienten-Daten

Auch wenn nicht jede Variation des AAO oder der klinischen Scores
verschiedener SCA3 Patienten anhand der CAG-Repeat-Lange erklart werden
kann, gibt es aber durchaus bekannte proportionale Zusammenhange, weshalb
im Folgenden zunéachst die ermittelten CAG-Repeats mit den Patienten-Daten
wie Erkrankungsbeginn (AAO) und Schwere der Erkrankung (SARA, INAS,
CSDP) korreliert wurden (vgl. Abbildung 40). Es zeigte sich fur alle vier
Parameter ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der CAG-
Repeat-Lange und den jeweiligen Parametern in der ESMI-Kohorte (CAG-AAO
p< 0,0001, CAG-CSDP p= 0,0070, CAG-SARA p= 0,0084, CAG-INAS p=
0,0229).
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Abbildung 40: Korrelation zwischen CAG-Repeat-Lange und Patienten-Daten

A) Die lineare Korrelation zwischen CAG-Repeat-Lange und Erkrankungsalter (AAO) der Patienten zeigte,
dass Patienten mit einem kirzerem CAG-Repeat tendenziell spater erkranken, als Patienten mit einem
langerem CAG-Repeat (p<0,0001). Der Cross-sectional disease progression Score (B), SARA (C) und INAS
(D) zeigten einen proportionalen Zusammenhang zwischen steigendem Score-Wert und CAG-Repeat-
Lange mit B) p=0,0070, C) p=0,0084 und D) p=0,0229.
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Die direkte Gegenuberstellung der ermittelten expandierten Ataxin-3 Messwerte
und der CAG-Repeat-Langen ergab keine relevanten Ergebnisse (vgl. Kapitel
3.3.4), dennoch koénnte eventuell der Ataxin-3 Protein-Level einige der Ausreiser
erklaren, die nicht dem beschriebenen proportionalen Zusammenhang zwischen
CAG-Repeats und AAO, SARA, INAS, und dem CSDP folgen. So zeigte
beispielsweise ein Patient mit einem kurzen CAG-Repeat von 57 dennoch einen
relativ frihen Erkankungsbeginn von 42 Jahren. Der gemessene Protein-Level
an loéslichem Ataxin-3 war bei diesem Patient mit AFc = 33,27 (MW1-D2) bzw.
28,89 (1C2-D2) relativ gering, was auf das Vorhandensein von mehr Aggregaten
hinweisen kdonnte. Um diese Vermutungen genauer zu Uberprufen, wurde eine
multilineare Regression zwischen der analysierten CAG-Repeat-Lange, dem
AAO und dem gemessenen Ataxin-3 Protein-Level durchgeflhrt. Nach
Normalisierung der Protein-Level auf die CAG-Lange konnte jedoch kein
statistisch signifikanter Zusammenhang in Korrelation zum Erkrankungsbeginn
(AAO: p=0,2386 fur MW1, p= 0,1164 fur 1C2) oder der Schwere der Erkrankung
(SARA: p= 0,8127 fur MW1, p= 0,1285 fur 1C2; INAS: p= 0,5480 fur MW1, p=
0,1431 fur 1C2; CSDP: p=0,6575 fur MW1, p=0,7419 fur 1C2) gefunden werden
(Graphen nicht abgebildet).

3.4.4 Korrelation Haplotypen und Patienten-Daten

Neben der CAG-Repeat-Lange der Patienten kdnnten auch einige bekannte
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) Einfluss auf die Ataxin-3 Protein-Level
nehmen und somit Ausreier erklaren. Leider konnten insgesamt nur 35
Probanden in diese Auswertung mit einbezogen werden, da die Methode zur
Bestimmung der SNPs zu diesem Zeitpunkt noch aufwandig und fehleranfallig
war. Die genauen Anzahlen der Probanden je Polymorphismus sind in Tabelle
24 dargestellt. Alle Ergebnisse im Folgenden kénnen nur mogliche Tendenzen
anzeigen und sollten somit vorsichtig interpretiert werden.

Die Analyse der 3 Parkin-Polymorphismen auf Exon 4, 10 und 11 der SCA3
Patienten ist im Folgenden dargestellt: Fiir den SNP G8%1/A891 zeigte sich bei 3
Patienten der Haplotyp (A/G) und bei 15 Patienten (G/G), fir SNP G1239/C1239
zeigten 6 Patienten (C/G) und 12 Probanden (G/G), und fiir SNP G'281/A1281
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konnte bei keinem Proband dieser Kohorte eine Abweichung im Haplotyp von
(G/G) gefunden werden. Somit wurden nur die SNPs auf Exon 4 und 10 mit den
Patienten-Daten AAO und CSDP verglichen (vgl. Abbildung 41A). Es zeigte sich
hier kein signifikanter Unterschied zwischen Patienten mit verschiedenen
Haplotypen bezlglich des AAO (G8°1/A8%1 p=0,8946, G'239/C'23% p= 0,2585) oder
des CSDP Scores (G®/A%0" p= 0,497, G'23%/C'>*° p= 0,4440). Eine weitere
Analyse zur Uberpriifung, ob eine bestimmte Kombination der SNPs im Haplotyp
einen relevanten Einfluss auf den Erkrankungsbeginn (AAO) oder den
Krankheitsverlauf (CSDP) haben konnte, ist in Abbildung 41B dargestellt.
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Abbildung 41: Vergleich der Haplotypen im PARK2 Gen mit den klinischen Patienten-Daten

A) Die Verteilung der Haplotypen fiir die SNPs auf Exon 4, G®1/A%" und Exon 10, G'23%/C'239 zeigte weder
beim Erkrankungsbeginn (AAQ: G®1/AS" p=0,8946, G'239/C'2%° p=0,2585) noch bei der Progression der
Krankheit (CSDP: G®0'/A801 p=0,497, G'239/C'23% p=0,4440) relevante Unterscheide. B) Auch die
Kombination verschiedener Haplotypen zeigte keine statistisch signifikanten Unterschiede.
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Dabei wurde der Reihe nach G601/A®%01 - G1239/C1239 . G1281/A1281 gufgetragen. Mit
der Form A-G-G gab es keinen Patienten in dieser Kohorte, Haplotyp G-G-G lag
bei 10, G-C-G bei 4 und A-C-G bei 2 Patienten vor. Insgesamt zeigten sich keine
signifikanten Zusammenhange, weder in Bezug auf den AAO noch des CSDP
Score, da die Untergruppen mit n=4 und n=2 zu klein waren, um sichere
Aussagen treffen zu kénnen (vgl. Abbildung 41B).

Im ATXN3 Gen wurden ebenfalls 3 SNPs analysiert. Bei dem Polymorphismus
A®89/G6®° |ag bei 12 Probanden (A/G), bei 3 Probanden (G/G) und bei 4
Probanden (A/A) vor (vgl. Abbildung 42) . Die Auswertung ergab auch hier keine
signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen Haplotypen und dem
AAO (p= 0,0681- 0,9) oder dem CSDP Score (p= 0,0571- 0,7703). Dennoch
konnte Haplotyp (A/A) tendenziell mit einem etwas spaterem AAO und dafur
rascherem Krankheitsverlauf assoziiert sein. Diese These musste an der
gesamten ESMI-Kohorte und damit an einer grof3eren Stichprobengrolie

uberpraft werden.
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Abbildung 42: Vergleich des SNP A8%9/G®° im ATXN3 Gen mit den klinischen Patienten-Daten

Die Gegenuberstellung der Haplotypen mit dem Erkrankungsbeginn (AAQO) ergab keine statistisch
relevanten Ergebnisse, aber tendenziell schienen die Varianten (G/G) und (A/A) einen etwas friiheren
Erkrankungsbeginn aufzuweisen (p=0,061 und p=0,0984). Ebenso zeigte sich eine nicht signifikante aber
erkennbare Trennung zwischen den Gruppen (G/G) und (A/A) bezlglich des Progression Scores (CSDP)
mit p=0,0571. Da in beiden Gruppen mit (G/G) n=3 und (A/A) n=4 die Stichprobengrtie sehr gering war,
kann leider auch hier keine sichere Aussage getroffen werden.

Bei den beiden SNPs im ATXN3 Gen, welche sich hinter dem CAG-Repeat

befinden (G%7/C%7, C'18/A1118) konnten sowohl der Haplotyp des normalen
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Allels als auch des expandierten Allels ermittelt werden. So ergaben sich bei SNP
G%7/C% die Formen (G/C), (G/G), (C/C) bei jeweils 2 und (C/G) bei 7 Probanden.
Auch hier konnte bei der Auswertung keine statistische Signifikanz ermittelt
werden, aber es scheint, dass der Haplotyp (C/G) einen spateren AAO und
langsamere Progression (CSDP) aufweist, als die selteneren Varianten (vgl.
Abbildung 43A). Probanden mit dem bei SNP C'""¢/A™18 haufigsten Haplotyp
(C/A) wiesen einen durchschnittlich spateren AAO auf und zeigten niedrigere
CSDP Scores (vgl. Abbildung 43B). Auf eine Analyse der Kombination der
verschiedenen SNPs im ATXN3 Gen wurde, aufgrund der zu kleinen

Untergruppengrof3en, verzichtet.
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Abbildung 43: Vergleich der SNPs G%7/C% und C'""8/A'""® im ATXN3 Gen mit den klinischen
Daten

A) Die Analyse des SNP G%7/C%?7 zeigte, dass SCA3 Patienten mit dem Haplotyp (C/G) tendenziell einen
spateren Erkankungsbeginn (AAO) und eine langsamere Progression (CSDP) im Vergleich zu den anderen
Formen zeigten. B) Auch fiir SNP C'"'8/A1"18 zeichnete sich bei Patienten mit dem haufigsten Haplotyp (C/A)
diese Tendenz ab.
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3.4.5 Korrelation Haplotypen und exp. Ataxin-3 Messwerte

Um zu Uberprufen, ob die 6 bestimmten Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP)
einen Einfluss auf den gemessenen Ataxin-3 Protein-Level haben kdnnten,
wurden die Werte der TR-FRET Messung je nach vorliegendem Polymorphismus
eingeteilt. Einbezogen wurden alle Probanden, bei denen die Proteinmessung in
den PBMC-Lysaten erfolgreich war und von denen zum Zeitpunkt dieser Arbeit
die SNPs bestimmt waren. Leider ist somit manchmal nur ein Proband in einer
der Untergruppen enthalten, was eine weiterflihrende statistische Analyse nicht
sinnvoll erscheinen Iasst, aber mogliche Tendenzen zeigen kdénnte.

Die Graphen im folgenden Abschnitt zeigen jeweils den gemessenen Wert an
|6slichem expandiertem Ataxin-3 Protein der Patienten und Kontrollen, aufgeteilt
nach dem jeweiligen Haplotyp. Wie bereits im Ergebnis-Teil B sind links die
Ergebnisse der TR-FRET Messungen mittels MW1-D2 Antikdrper und rechts die
Werte der Messung mittels dem 1C2-D2 Antikorper aufgetragen.

Bei beiden SNPs auf G8°1/A%0" (Exon 4) und G'23%/C'23° (Exon 10) im PARK2 Gen
fiel auf, dass nach Aufteilung gemal der ermittelten Polymorphismen in allen
Gruppen die Werte der Ataxin-3 Messung stark streuten und keine relevanten
Unterschiede zwischen den Gruppen auftraten (vgl. Abbildung 44). Lediglich der
Haplotyp (C/G) bei dem SNP G'239/C'23% k6nnte mit leicht erhohten Ataxin-3
Leveln assoziiert sein. Diese Vermutung musste aber noch mit einer grélieren
StichprobengroRe belegt werden. Betrachtet man die Kombination der 3
analysierten SNPs im PARK2 Gen (Reihenfolge G®01/A%01 . G1239/C1239 .
G'281/A1281), zeigte sich bei den Messungen mit beiden Antikorpern (MW1-D2 und
1C2-D2) ebenfalls keine Tendenz einer Beziehung zwischen Protein-Level und
dem Haplotyp der Patienten oder Kontrollen (vgl. Abbildung 45). Allerdings ist
auch hier die Probanden-Anzahl fur sichere Aussagen zu gering und es gab
keinen Patienten mit der Kombination (A-G-G), sowie keinen Kontrollprobanden
mit (A-C-G).

Der SNP A%69/G8%° im ATXN3 Gen zeigte bei den Messungen mittels 1C2-D2 im
Durchschnitt geringere Protein-Level (vgl. Abbildung 46). Doch auch bei dieser
Auswertung war die Streuung der Werte in den einzelnen Untergruppen sehr

stark und keine einheitliche Tendenz erkennbar. Bei dem SNP G%7/C%7 im
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ATXN3 Gen zeigte sich bei den Ataxin-3 Protein-Leveln gemessen mit dem
MW1-D2 Antikorper fur alle Haplotypen erneut eine grol3e Streuung, aber bei der
Messung mittels 1C2-D2 ergab sich die Tendenz, dass Patienten mit dem
Haplotyp (C/G) hohere Ataxin-3 Protein-Level aufwiesen als Patienten mit (G/C).
Der Polymorphismus C''"8/A™18 ergab fiir den Antikorper MW1-D2 niedrigere
Protein-Level an 16slichem Ataxin-3 von Haplotyp (A/C) als beim Haplotyp (A/C).
Bei dem Antikorper 1C2-D2 war diese Tendenz ebenfalls sichtbar. Die Analyse
der Kombination verschiedener Haplotypen im ATXN3 Gen wurde aufgrund der

zu kleinen Gruppen ausgesetzt.
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Abbildung 44: Korrelation der Polymorphismen im PARK2 Gen mit den exp. Ataxin-3 Protein-
Leveln

A) Bei dem SNP auf Exon 4, G®0'/A8%" zeigten die Protein-Level bei beiden Antikérpern (MW1-D2 und 1C2-
D2) keine relevanten Unterschiede zwischen den Haplotypen. B) Bei dem SNP auf Exon 10, G'239/C12%9
erschien der Haplotyp (C/G) im Durchschnitt leicht héhere Ataxin-3 Level aufzuweisen, allerdings streuten
die Werte bei beiden Patienten-Gruppen stark. A),B) Die Kontrollen zeigten keine erkennbaren Unterschiede
bei den Protein-Leveln eingeteilt nach dem jeweiligen Haplotyp.
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Abbildung 45: Korrelation von SNP Kombinationen im PARK2 Gen mit den exp. Ataxin-3 Protein-
Leveln

Die Kombination der verschiedenen Haplotypen (G®01/AS01 - G1239/C1239 . G1281/A1281) grgab keine klaren
Tendenzen bezlglich der jeweiligen Verteilung der Ataxin-3 Protein-Level. Patienten mit der Kombination
(G-C-G) konnten leicht héhere Messwerte zeigen, aber besonders bei MW1-D2 streuten die Werte sehr
stark. Die Kombination (A-G-G) und (A-C-G) war sowohl bei den analysierten SCA3 Patienten, als auch bei
gesunden Kontrollen kaum oder gar nicht vorhanden.
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Abbildung 46: Korrelation des SNP A%%/G5¢° im ATXN3 Gen mit den exp. Ataxin-3 Protein-
Leveln

Bei SCA3 Patienten mit dem Haplotyp (A/A) zeigten sich zumindest bei den Messungen mit dem 1C2-D2

Antikdrper durchschnittlich niedrigere Ataxin-3 Protein-Level, wobei insgesamt die Streuung der Protein-
Level bei allen Haplotypen meist sehr stark war.
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Abbildung 47: Korrelation der SNPs G%7/C%7 und C'"'¢/A'"'8 im ATXN3 Gen mit den exp. Ataxin-
3 Protein-Leveln

A) Die Analyse des SNP G%7/C%7 zeigte bei den Ataxin-3 Protein-Leveln gemessen mit dem MW1-D2
Antikorper fir alle Haplotypen eine recht grofe Streuung, aber bei der Messung mittels 1C2-D2 ergab sich
die Tendenz, dass Patienten mit dem Haplotyp (C/G) héhere Protein-Werte aufwiesen, als Patienten mit
(G/C). B) Bei dem SNP C'""'8/A™8 fijr MW1-D2 zeigte die Auswertung absteigend niedrigere Protein-Level
an loslichem Ataxin-3 von Haplotyp (C/A) zum Haplotyp (A/C). Eine dhnliche Tendenz konnte auch im 1C2-
D2 Assay beobachtet werden.

3.4.6 Zusammenfassung der Ergebnisse Teil C (CAG und SNP Analyse)

Die Analyse und Auswertung der CAG-Repeat-Langen der Patienten und
Kontrollen sind in der folgenden Tabelle 25 dargestellt. Die Ergebnisse der
Bestimmung der Polymorphismen gestaltete sich insgesamt als sehr zeitintensiv
und aufwandig, wodurch nur eine kleine Kohorte im Zuge dieser Arbeit analysiert
werden und somit lediglich Tendenzen abgeleitet werden konnten. Somit sind

weitere Analysen der gesamten ESMI-Kohorte bezlglich der SNPs notwendig,
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um valide Aussagen und Vorhersagen treffen zu kdnnen.

Tabelle 25: Zusammenfassung der Ergebnisse Teil C

Versuch/Fragestellung Ergebnis mit MW1-D2 Assay Ergebnis mit 1C2-D2 Assay

Besteht ein proportionaler
Zusammenhang zwischen
der CAG-Repeat-Ldange und
klinischen Parametern?

Gibt es erkennbare
Zusammenhange zwischen
dem Haplotyp der SNPs im
PARK2 Gen und den
klinischen Parametern?

Gibt es erkennbare
Zusammenhange zwischen
dem Haplotyp der SNPs im
ATXN3 Gen und den
klinischen Parametern?

Zeigen die verschiedenen
Haplotypen der
analysierten SNPs im
PARK2 Gen einen
Zusammenhang mit den
gemessenen Ataxin-3
Protein-Leveln?

Zeigen die verschiedenen
Haplotypen der
analysierten SNPs im
ATXN3 Gen einen
Zusammenhang mit den
gemessenen Ataxin-3
Protein-Leveln?

CAG-Repeats und AAO:

Langere CAG-Repeats waren mit einem frilherem Erkrankungsbeginn (AAO) assoziiert

(p< 0,0001)

CAG-Repeats und klinische Scores:

Patienten mit einem langeren CAG-Repeat zeigten hohere Score-Werte

CAG-Repeats und SARA: p= 0,0084
CAG-Repeats und INAS: p= 0,0229
CAG-Repeats und CSDP: p=0,0070

Keiner der analysierten SNPs, noch die Kombination verschiedener Haplotypen, zeigte
einen signifikanten Zusammenhang mit dem Erkrankungsbeginn

(AAO: GOYL/A0L p=0,8946, G1239/C1239 p=0,2585) oder der Progression der SCA3-
Erkrankung (CSDP: G891/A%01 p=0,497, G1239/C1230 p=0,4440).

Der SNP A%69/G6% zeigte keine relevanten Zusammenhinge mit dem AAO oder CSDP.

Der SNP G%87/C%%7 zeigte, dass SCA3 Patienten mit dem Haplotyp (C/G) tendenziell
einen spateren Erkankungsbeginn (AAO) und
einen langsameren Progressions-Verlauf (CSDP) aufwiesen.

Auch fiir SNP C1118/A1118 zajchnete sich bei Patienten mit dem hiufigsten Haplotyp

(C/A) diese Tendenz ab .

SNP G®01/A891 (Exon 4): keine
Zusammenhange zw. Haplotyp und
Protein-Level

SNP G!239/C1239 (Exon10): Patienten mit
Haplotyp (C/G) zeigten im Durchschnitt
leicht hohere Ataxin-3 Level

Kombination der Haplotypen (G°1/A%01 —
G1239/C1239 _ G1281/A1281): Kombination (G-
C-G) zeigte leicht hohere Protein-Level,
aber eine starke Streuung der Messwerte

SNP A869/G®59: keine klaren
Zusammenhange erkennbar, da die Werte
stark streuten

SNP G%87/C%7; patienten mit dem
Haplotyp hatten (C/G) durchschnittlich
hohere Protein-Werte, als Patienten mit

(6/C)

SNP C1118/A1118: ghsteigend niedrigere
Protein-Level an I6slichem Ataxin-3 von
Haplotyp (C/A) zum Haplotyp (A/C)

SNP G®01/A801 (Exon 4): keine
Zusammenhange zw. Haplotyp und
Protein-Level

SNP G1239/C1239 (Exon 10): Patienten mit
Haplotyp (C/G) zeigten im Durchschnitt
leicht hohere Ataxin-3 Level

Kombination der Haplotypen (G®%1/A801 —
G1239/C1239 il G1281/A1281)2 keine
relevanten Unterschiede

SNP A569/G669; patienten mit dem
Haplotyp (A/A) zeigten durchschnittlich
niedrigere Ataxin-3 Protein-Level

SNP G%7/C%7; patienten mit dem
Haplotyp hatten (C/G) durchschnittlich
hohere Protein-Werte, als Patienten mit

(6/C)

SNP C1118/A1118: 3hnliche Tendenz wie bei
MW?1-D2, aber groRere Streuung
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4 Diskussion

41 Etablierung und Validierung des TR-FRET Assays fir den
expandierten Ataxin-3 Protein Nachweis

In der bisher unheilbaren Erkrankung der Spinozerebellaren Ataxie Typ 3 wird
momentan intensiv an potentiellen Biomarkern und deren Messverfahren
geforscht. Neben Hormonen und Stoffwechselprodukten eignen sich besonders
auch Proteine als Biomarker-Substanzen. In anderen neurodegenerativen
Erkrankungen wie der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS), dem Morbus
Parkinson oder der Multiplen Sklerose (MS) gelang es bereits beispielsweise
Neurofilamente aus CSF Proben als Biomarker zu etablieren (Khalil et al., 2018).
Diese Entwicklung wurde erst durch den Einsatz hochsensitiver Messverfahren
wie dem Simoa-Assay (Single Molecule Array) ermdglicht. Auch andere
Verfahren wie der TR-FRET Assay (Messung von Alpha-Synuklein Protein in
CSF) oder das SMC-Verfahren (Single-molecule-counting, Messung Huntingtin
Protein in CSF) eignen sich fur hoch-sensitive Protein-Messungen (Bidinosti et
al., 2012, Fodale et al., 2017).

Neben CSF sind auch andere, teils einfacher zu gewinnende humane
Biomaterialien als Ausgangmaterial von Interesse: So sind momentan neben
CSF auch Serum, Plasma oder sogar Urin und Speichel im Zentrum der
Forschung und werden fur die Biomarker-Etablierung geprift (Vu und Bowser,
2017). Humane PBMC-Proben aus peripherem Blut wurden als
Ausgangsmaterial fir die Messung von Huntingtin Protein-Leveln bereits
erfolgreich genutzt (Daldin et al., 2017).

Ein sich daraus ableitender mdglicher Ansatz fur die SCA3 Erkrankung, welcher
in dieser Arbeit verfolgt wurde, ist die Messung des |8slichen pathologischen
(expandierten) Ataxin-3 Proteins in PBMC-Proben, gewonnen aus vendsem Blut.
Um die geringen Mengen des Ataxin-3 Proteins in humanen Biomaterialien wie
den PBMCs zu messen, wird die hoch-sensitive Methode des TR-FRET Assays
genutzt. Der TR-FRET Assay wurde fur die Detektion des full-length und

expandierten Ataxin-3 Proteins bereits im Vorfeld dieser Arbeit etabliert (Nguyen
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et al., 2013). Dabei wurde erfolgreich I6sliches Ataxin-3 in HEK293T Zellen und
im Maus-Modell mittels der Antikérper MW1-D2 (>15Q) und 1H9-tb gemessen.
Fir die Messungen des Ataxin-3 Proteins in humanen PBMC-Proben wurde der
Assay unter der Leitung von Frau Dr. rer. nat. Hibener-Schmid und der
Doktorandin Frau Gonsior weiterentwickelt und sollte nun fur diese Arbeit weiter
validiert werden, sowie um den Antikorper 1C2-D2 (>37Q) erganzt werden.

Mit den in dieser Arbeit ermittelten Konzentration von 3 ng 1C2-D2 und 1 ng 1H9-
tb bestatigten sich die Angaben der empfohlenen moglichen Konzentrationen von
Donor und Akzeptor zueinander, welche bereits in friheren TR-FRET
Etablierungen fur Proteinmessungen in der SCA3 Erkrankung, Morbus Parkinson
und Chorea Huntington bekannt waren (Nguyen et al., 2013, Bidinosti et al.,
2012, Weiss et al., 2012).

Der Assay mittels 1C2-D2 Antikorper zeigte sich erwartungsgemald als noch
sensitiver fur die Unterscheidung zwischen SCA3 Patienten und gesunden
Kontrollen, da Letztere in der Regel selten CAG-Repeats Uber 37Q aufweisen.
Bei der ESMI-Kohorte wiesen die gesunden Probanden maximal 28 CAG-
Repeats auf, jedoch sind bei Gesunden bis zu 36 CAG-Motive mdglich (Riel® und
Schols, 1996). Zudem sollte beachtet werden, dass in der vorliegenden
analysierten ESMI-Kohorte das klrzeste pathologische CAG-Repeat 57 betrug,
in der Literatur jedoch Patienten mit 45 bis 51 CAGs bekannt sind, wobei dann
die Trennscharfe zu Kontroll-Proben auch mittels des 1C2-D2 (>37Q) abnehmen
konnte (Gu et al., 2004, Padiath et al., 2005).

Die absoluten Werte fur AFc sind fur den 1C2-D2 Assay immer deutlich geringer
als fur den MW1-D2 Assay, da weniger bzw. kein nicht expandiertes Ataxin-3 mit
gemessen werden kann.

Um die Robustheit und Sensitivitat des Assays zu steigern, wurde angelehnt an
bereits erhaltliche gewerblich verfugbare TR-FRET Assays fur Alpha-Synuklein
(Total Human a-Synuclein Kit 500 tests von Cisbio) auch mit der Inkubationszeit
der Antikdrper und der Temperatur wahrend der Inkubation experimentiert. Mit
dem 1C2-D2 Antikdrper konnten bei Raumtemperatur gute Ergebnisse fur die
AF-Werte erzielt werden. Allerdings ist der Einsatz der doppelten Volumina an

Probe und Antikorper-Mix mit deutlich hdheren Kosten verbunden und je nach
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Ausbeute der Ausgangs-PBMC-Probe (pro CPT Ro&hrchen im Schnitt 75 pl)
schwer realisierbar, falls Wiederholungsmessungen bendtigt werden. Der MW1-
D2 Assay ergab keine positiven Messwerte, wenn die Inkubation bei
Raumtemperatur stattfand. In einem fur das Huntingtin Protein entwickelten TR-
FRET Assay, welcher ebenfalls MW1-D2 als Polyglutamin-spezifischen
Antikdrper nutzte (zusammen mit 2B7-tb einem Huntingtin-spezifischem
Antikorper), wurde eine Inkubation bei Raumtemperatur fur 1 Stunde genutzt und
lieferte hohe AF-Werte von 200-1000 (Weiss et al., 2012).

Die Temperatur zeigte jedoch in der Vorbereitungsphase der 384-Well Platte
wahrend der Zugabe des Antikorpers einen relevanten Einfluss: In den Analysen
der Intra-Platten-Versuche zeigte sich, dass bei einer gro3eren Probenanzahl die
Zugabe des Antikdrpers bei der spateren Inkubationstemperatur (4° C) erfolgen
sollte, um Platten-Verteilungs-Effekte zu vermeiden. Die Beobachtung, dass
zuerst pipettierte Proben-Wells bei der spateren Messung ein hoéheres Signal
lieferten, lasst sich durch die verlangerte Inkubation bei Raumtemperatur (teils

15 min) und die somit hdhere Kinetik der Antikdrperbindung erklaren.

Im Zuge dieser Arbeit wurde auch der lineare Detektionsbereich der Assays fur
beide Antikorper (MW1-D2 und 1C2-D2) untersucht. Nur wenn die gemessenen
Signalwerte und die eingesetzte Proteinkonzentration proportional zueinander
verlaufen, kann die Methode verlasslich fur die Bestimmung der Ataxin-3 Protein-
Level genutzt werden. Setzt man in den Immuno-Assay zu hohe Konzentrationen
an Substrat ein, erfolgt der sogenannte HOOK-Effekt oder prozone effect, da bei
ubermafiger Auslastung der Antikorper nicht beide an dem selben Molekdl,
sondern an zwei verschiedenen Proteinen binden, und somit kein Energietransfer
stattfindet (Schiettecatte, 2012). Die gesamte Signalstarke nimmt dadurch ab,
obwohl sehr viel Protein in der Probe enthalten ist (vgl. Abbildung 48). Dieser
Effekt wurde auch bei einem TR-FRET Assay fur Huntingtin-Protein gezeigt, wo
ab einer Proteinmenge von ca. 0,1 ng/Well das Signal trotz erhdhter
Proteinmenge abnahm (Cui et al., 2014).

Eine Studie mit Calmodulin zeigte, dass die Nutzung von positiven kooperativen

Bindungen (allosterische Aktivatoren oder Inhibitoren) den HOOK-Effekt
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abmildern konnten (Roy et al., 2017). In wie fern solche Linker-Proteine in den

vorliegenden Assay eingebaut werden kdnnten, ist jedoch derzeit noch fraglich.
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Abbildung 48: Darstellung des HOOK-Effekts, modifiziert nach Schiettecatte, 2012

Die Signalstarke steigt in einem bestimmten Bereich (rote Linie) proportional zur vorhandenen Protein-
konzentration an. Punkt 1 zeigt diesen Zustand, es sind dabei freie Antikdrper vorhanden. Bei Punkt 2 ist
das maximale Signal erreicht, alle Antikérper sind hier im Idealfall mit den entsprechenden Proteinen
gebunden. Steigt nun die Protein-Konzentration weiter an, sind nicht mehr genligend freie Antikorper
vorhanden und es tritt haufiger der Fall ein, dass an einem Molekdl nur einer der beiden Antikorper (tb- oder
D2-markiert) bindet, so bleibt der Energie-Transfer haufiger aus und es werden ahnliche Signalwerte erreicht
wie an Punkt 1. Dadurch wirde falschlicherweise eine geringere Proteinkonzentration angenommen
werden. Dieses Phanomen beschreibt der HOOK-Effekt.

In unseren Versuchsreihen mit Uberexprimiertem Ataxin-3 aus HEK-Zellen und
endogenen Ataxin-3 aus IPSCs zeigte sich ein recht enger linearer
Detektionsbereich. Er lag bei Verdinnungen von 0,001-0,1 ug/ul
(Uberexprimiertes Ataxin-3) und 0,01-0,25 ug/pl (endogenes Ataxin-3). Der

lineare Detektionsbereich wurde nicht immer in den Validierungen der Assays
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anderer Studien dargestellt, einen vergleichbaren Bereich zeigte aber der SMC-
Assay fur das Huntingtin Protein mit einem linearen Detektionsbereich von
Verdinnungen von 0,01-1 pg/ul fir endogenes Protein in CSF Proben (Fodale et
al., 2017).

Da im TR-FRET Assay zwar die Gesamtproteinkonzentration der PBMC-Probe
bertcksichtigt wird, aber nicht der Ataxin-3 Gehalt selbst im Vorfeld ermittelt
werden kann, sollte die Probe in verschiedenen Verdunnungen (i.d.R. 1:4 und
1:8) in den TR-FRET eingesetzt werden. Ahnliche Verdiinnungen werden auch
fur den gewerblich verfugbaren TR-FRET Assay fur Alpha-Synuklein (Total

Human a-Synuclein Kit 500 tests von Cisbio) empfohlen.

Ein Vorteil der TR-FRET Methode zeigt sich durch die geringe Menge an
Probenmaterial, welche flr eine Messung bendtigt wird, da der Assay sehr
sensitiv ist. Selbst eine obligat im Duplikat durchgeflihrte Messung bendtigt nur
10 ul (5 pl pro Well) der meist vorverdiinnten PBMC-Probe. Somit kann bei einer
durchschnittlichen Ausbeute von ca. 75 ul Ausgangsmaterial und anschliel3ender
1:4 Verdlinnung die Messung problemlos auch im Triplikat oder mit mehreren
Wiederholungen gemessen werden.

Die Vorbereitung der Proben, Zusammenstellung des Antikdrper-Mixes und das
Pipettieren sind fur den geubten Anwender zeitlich mit iberschaubarem Aufwand
zu bewaltigen. Bei einer durchschnittlichen Probenanzahl von 20 Proben (40 im
Duplikat und weitere 6 Negativ-/Positiv-Proben) kann der Vorgang der
Plattenbelegung in 20 Minuten abgeschlossen sein (Erfahrungswerte). Somit
eignet sich der TR-FRET Assay auch als Massenquantifizierungsmethode und
ist im Vergleich zu anderen bekannten Immuno-Assays wie dem ELISA schneller
anzuwenden (Cohen et al., 2016).

Ebenfalls positiv zeigte sich der Vergleich verschiedener Messungen derselben
Probe. Der Intra-Platten-Vergleich einer Messung ergab mit einem
Variationskoeffizient von 4,9-6,9 % durchaus robuste Werte, wie sie auch bei
anderen Studien mit ultra-sensitiver Messmethode (Simoa Assay, Messung von
Serum Neurofilament, 6,6 %) angegeben werden (Wilke et al., 2018). Der

Variationskoeffizient zwischen den verschiedenen Platten 8,2-13,1 % war etwas
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hoher (Vergleichsstudie s.o. 6,4 %) und sollte in spateren Anwendungen
nochmals Uberpruft werden, da es einzelne Ausrei3er bei den Inter-Platten-
Vergleichen gab, welche bisher nicht erklart werden konnten. Dennoch ist auch
hier der Inter-Platten-Vergleich mit knapp Uber 10 % tragbar, wenn man
Vergleiche mit anderen Immuno-Assays wie beispielsweise einem klassischen
gewerblich erhaltlichem ELISA-Assay (VCAM-1 Human ELISA-Kit von Thermo
Fischer) vergleicht. Hier werden fur die Intra-Assay-Prazision ein
Variationskoeffizient von 4,9-7,6 % und fur die Inter-Assay-Prazision von 7,4-9,9
% angegeben (Thermo Fischer Scientific, 2019). Fur den etablierten SMC-Assay
beim Huntingtin Protein ist der Variationskoeffizient fur die Intra-Assay-Prazision
mit gerundet 8,4-14,0 % und fur die Inter-Assay-Prazision mit 9,3-16,0 % sogar
leicht hoher (Fodale et al., 2017).

Trotz vieler Vorteile weist der TR-FRET Assay in der Ataxin-3 Protein-Detektion
zum momentanen Zeitpunkt noch einige Defizite und Nachteile auf, die auch bei
der Interpretation der spateren Messwerte immer berucksichtigt werden sollten.
Als mogliche Fehlerquellen zeigten sich neben Pipettierfehlern durch den
Anwender (falsches Well, doppelte Menge Antikdrper-Mix) und Pipettier-
Ungenauigkeiten (Abweichung des Duplikats von uber 10 %) auch stdrende
Schwebeteilchen oder Lichtausbleichungen der fluoreszenzmarkierten
Antikorper, wie sie auch in anderen TR-FRET Studien beschrieben sind (Liang
et al., 2014). Diese Fehlerquellen sind relativ unproblematisch korrigierbar oder
vermeidbar. Problematischer kdnnten sich stdérende Substanzen in der Probe
oder dem Well zeigen, welche dann indirekten Einfluss auf die Signalstarke
nehmen und somit die Messung verzerren konnten. In der Literatur ist
beispielsweise Hamoglobin als Storfaktor beschrieben, welches durch den Ham-
Farbstoff eine Eigenfluoreszenz aufweist und die Messung stort (Cohen et al.,
2016). Trotz sorgfaltiger Vorbereitung der Proben kam es in einigen Fallen zu
Verunreinigungen der PBMC-Proben mit Erythrozyten. In diesen dokumentierten
Fallen der ESMI-Kohorte konnten allerdings keine AusreilRer-Messwerte

zugeordnet werden. Ebenfalls mit dem TR-FRET Assay interagieren konnen laut
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einer Studie Salicylate, welche durchaus in den Blutproben bei entsprechender
Medikation der Probanden enthalten sein konnten (Hanley et al., 2016).

Ein weiteres mogliches Defizit dieses TR-FRET Assay fur Ataxin-3 Protein ist die
starke Einflussnahme der zuvor bestimmten und mit eingerechneten
Gesamtproteinmenge der PBMC-Probe. Treten hier Ungenauigkeiten oder
Fehler auf, Ubertragt sich dies auf die AFc-Werte. Der Bradford-Assay zeigte sich
in den Versuchen zu dieser Arbeit nicht als die ideale Methode, um die
Proteinmengen der Verdlinnungen (1:4) der PBMC-Proben sicher zu
quantifizieren. Hier ware fur spatere Tests und die Weiterfuhrung dieser Studie
eine Gesamtproteinbestimmung mittels des BCA-Assay empfehlenswert, wie sie
auch bei anderen TR-FRET Anwendungen genutzt wurde (Cui et al., 2014, Weiss
et al., 2012). Ein weiteres Problem bei der Gesamtproteinbestimmung konnte die
in den lysierten PBMC-Proben enthaltene Reagenz TritonX100 darstellen,
welche fur einige gangige Proteinbestimmungs-Kits als mdglicher Storfaktor
angegeben wird (Thermo Fischer Scientific, 2012).

In Anbetracht dieser Limitationen des Assays zum momentanen Stand empfiehlt
es sich, die Messung der Patienten- und Kontroll-Proben immer mit beiden
Antikérper-Kombinationen durchzuflhren, da somit eine gewisse Kontrolle und
Validierung der Messwerte durch den Vergleich moglich wird. Zeigte
beispielsweise eine Probe mittels der 1C2-D2 Analyse sehr hohe AF-Werte,
wahrend die Messung mittels MW1-D2 sehr weit darunter lag, konnte dies ein
Anzeichen fur einen der oben genannten Fehler darstellen und es konnte eine

Wiederholungsmessung durchgefihrt werden.

Leider gelang es bisher nicht, CSF als Ausgangsmaterial fur die Ataxin-3 Analyse
zu nutzen. In Anlehnung an den bereits etablierten TR-FRET Assay fur Alpha-
Synuklein in CSF wurde der Versuch unternommen, eine Kalibrations-Matrix zu
generieren, was allerdings bisher fur Ataxin-3 nicht gelang (Bidinosti et al., 2012).
Da im Zuge dieser Arbeit der Fokus auf den Analysen der PBMC-Proben lag,
wurden sicherlich nicht alle Mittel zur Etablierung des Assays in CSF
ausgeschopft. Andere Ansatze mit leichten Variationen in den Zusatzen von

Protease-Inhibitoren oder Reagenzien wie Tween-20 oder TritonX100, wie sie in
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der Bestimmung von Huntingtin in CSF genutzt werden, sollten ebenfalls weiter
untersucht werden (Wild et al., 2015). Es konnten keine Angaben gefunden
werden, wie viel expandiertes losliches Ataxin-3 Protein in CSF exprimiert wird.
Durch die anatomische Nahe zum Zielort der Erkrankung kénnte man auf relativ
hohe Ataxin-3 Protein-Level schliel3en, aber auch sehr geringe Mengen wie beim
Huntingtin Protein sind denkbar (vgl. Abbildung 4). So sollten in Zukunft
moglicherweise noch sensitivere Methoden im Vergleich zum TR-FRET Assay,
wie beispielsweise der SMC-Assay (Singulex-Assay von Evotec), fur die Ataxin-
3 Detektion in CSF erprobt werden.

Da CSF durch die enge raumliche Beziehung zum erkrankten Organ von
besonderem Interesse ist, arbeiten viele der momentanen Forschungen an
neurodegenerativen Erkrankungen mit diesem Ausgangsmaterial (vgl. Tabelle
26).

Ein leichter zu gewinnendes Biomaterial im Vergleich zu CSF ist Serum. Dieses
konnte fur die Messung von Neurofilamenten bereits ebenfalls als
Ausgangsmaterial verifiziert werden (Disanto et al., 2017, Feneberg et al., 2018,
Wilke et al., 2018). Fur den TR-FRET Assay fur Ataxin-3 Protein scheint die
Sensitivitat momentan nicht gegeben, da die Konzentrationen an Ataxin-3 Protein
im Plasma/Serum wahrscheinlich sehr gering sind (vgl. Abbildung 4).

Eine zusammenfassende Bewertung des aktuellen Standes des TR-FRET
Ataxin-3 Assays findet sich in Tabelle 27.

Tabelle 26: Auswahl momentan erforschter Biomarker in neurodegenerativen Erkrankungen
Besonders CSF und Serum-Proben sind im Fokus momentaner Biomarker-Etablierungen in verschiedenen

neurodegenerativen Erkrankungen. Durch den hochsensitive Simoa-Assay ist besonders die Messung von
Neurofilament aktuell von grof3er Bedeutung.

m Marker (Protein) Ausgangsmaterial Veroffentlichung

Amyotrophen Neurofilamente CSF Simoa-Assay Vuetal., 2017
Lateralsklerose (ALS) CSF, Serum Simoa-Assay, ELISA Feneberg et al., 2018
Chorea Huntington Huntingtin CSF SMC Wild et al., 2015

Fodale et al., 2017
Morbus Parkinson Alpha-Synuklein CSF TR-FRET Bidinosti et al., 2012
Multiple Sklerose (MS) Neurofilamente CSF, Serum Simoa-Assay Disanto et al., 2017
Spinozerebellare Neurofilament Serum Simoa-Assay Wilke et al., 2018
Ataxie (Typ 1,2,3,6)
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Tabelle 27: Bewertung des aktuellen Standes des TR-FRET Assays fir die Ataxin-3 Detektion

Stirken des TR-FRET Assay Defizite des TR-FRET Assay

Sichere Detektion des exp. Ataxin-3 Proteins Starker Einfluss moglicher Fehler bei der

im Vergleich zu gesunden Kontrollen, Gesamtproteinbestimmung auf die Endwerte
besonders fiir den 1C2-D2 Assay der Kalkulation (AFc-Werte)

Intra- und Inter-Assay-Prazision sind im Der momentan genutzte Bradford-Assay
Vergleich zu anderen Immuno Assays (Simoa, scheint nicht ausreichend sensitiv fiir die
SMC, ELISA) dhnlich gut. Messung von Verdiinnungen.

Der Zeitaufwand bei der Vorbereitung und Einfluss von Substanzen welche mit den
Anwendung ist im Vergleich zu ELISA, SMC Antikérpern interagieren (z.B. Hamoglobin,
geringer. Salicylate)

Sehr kleine Probenmengen sind ausreichend. Relativ hohe Kosten

Die Kombination beider Assays (MW1-D2 und  Eine Detektion in CSF/Plasma gelang bisher

1C2-D2) erhoht die Sicherheit der nicht, mit diesen Materialien arbeiten

Messergebnisse. allerdings andere Assays (fur Huntingtin,
Alpha-Synuklein) erfolgreich.

4.2 Zusammenhange der klinischen Daten analysierter SCA3 Patienten
und der gemessenen Ataxin-3 Protein-Level

TR-FRET Messungen vom Ataxin-3 Protein in PBMC-Proben wurden bereits im
Zuge der medizinischen Doktorarbeit von Frau Kathrin Gonsior durchgefuhrt.

Allerdings lagen zum damaligen Zeitpunkt keine einheitlichen Biosampling-
Protokolle vor und die Kohorte war mit ca. 60 Teilnehmern etwas kleiner. In der
ESMI-Studie lagen nun erstmals verbindliche einheitliche Protokolle fur die
Probensammlung, Probenbearbeitung und Lagerung vor und durch die
multizentrische Studie konnte die Probandenzahl in dieser vorliegenden Arbeit
fast verdoppelt werden. Zudem ist das Projekt noch nicht abgeschlossen und
sollte auch eine longitudinale Verlaufskontrolle beinhalten, welche zwar nicht
mehr Bestandteil dieser Arbeit war, aber in der Zukunft wichtige Erkenntnisse
liefern kann. So sind momentan einige (laufende) Studien in der Biomarker
Forschung der SCA3 Erkrankung noch vor der longitudinalen Testung oder erst

als Pilotstudien angelegt (Lima und Raposo, 2018, Wilke et al., 2018).
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Longitudinale Studien mit MRT-Bildgebung zeigten sich sehr vielversprechend
und teils sensibler fur Veranderungen, als die gangigen klinischen Scores
(Adanyeguh et al., 2018). MRT-Analysen sind zwar Bestandteil des ESMI-
Projektes, stehen aber in dieser Arbeit nicht zur Auswertung zur Verfugung,
wodurch die Ataxin-3 Proteinmessungen mit den klassischen klinischen Scores
INAS und SARA Kkorreliert wurden. Hierbei gilt immer zu beachten, dass selbst
etablierte Bewertungsmalistabe wie der SARA-Score tagesformabhangig
(Patient) und subjektiv in der Bewertung (Behandler) sein kdnnen. Es sollte
zudem beachtet werden, dass die ESMI-Studie nur Patienten aus Europa
analysiert und es zu SCA3 Patienten anderer Ethnien (Brasilien, China) durchaus
Unterschiede in der Krankheits-Progression geben kann. Eine aktuelle Studie mit
knapp 200 SCA Patienten (Typ 1,2,3,6 und 17) zeigte allerdings keine
Unterschiede zwischen Kaukasiern und Chinesen bezuglich Krankheitsverlauf
oder Progression der Erkrankung (Lin et al., 2018).

Vor dem Hintergrund dieser Betrachtungen lassen sich nun im Folgenden die
Ergebnisse der I6slichen expandierten Ataxin-3 Proteinmessung diskutieren:
Die Auswertung der Ataxin-3 Level ergab fur prasymptomatische Mutationstrager
geringere Level an I6slichem Ataxin-3 im Vergleich zu manifest erkrankten
Patienten (p= 0,0125 MW1-D2, p=0,0572 1C2-D2). Geht man von der Hypothese
aus, dass Patienten, die bereits schwerer erkrankt sind, mehr Aggregate
aufweisen, konnte man erwarten, dass sie somit geringere losliche Ataxin-3
Protein-Level aufweisen. Eine (spekulative) Erklarung konnte ein mdglicher
Feedback-Mechanismus sein, wobei die Bildung von mehr Aggregaten auch zur
Bildung von neuem loslichen Ataxin-3 Protein fuhrt. Um diese Vermutung
allerdings zu Uberprifen, muisste der Assay verandert werden, um auch
Aggregate messen zu konnen bzw. post-mortem Gehirn-Proben analysiert
werden.

Bezuglich des Erkrankungsbeginns (AAQO) der Patienten zeigte sich fur
Probanden mit frihem AAO (</= 30 Jahre) ein durchschnittlich héheres Ataxin-3
Level. Es liegt die Vermutung nahe, dass Patienten mit einem frihen AAO auch
eine langere Erkrankungsdauer (DD) und somit mehr Aggregate und weniger

|6sliches Ataxin-3 aufweisen. In dieser Kohorte zeigten die Probanden mit AAO
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</= 30 Jahre im Durchschnitt eine DD von 17,2 Jahren, wahrend die restlichen
Probanden mit einer durchschnittlichen DD von 10,7 Jahren deutlich darunter
lagen. Somit stellt sich auch hier die Frage, ob moglicherwiese trotz vermehrter
Aggregate auch mehr IGsliches Ataxin-3 Protein vorliegt (Feedback-
Mechanismus). Aber um diesen Sachverhalt genauer zu analysieren, sollte eine
Validierung mittels MRT stattfinden, um zu Uberprufen, ob die frih erkrankten
Patienten auch starkere Atrophien im Cerebellum aufweisen. Auch eine
Korrelation mit der Messung von Neurofilament als potenzieller Marker fur das
Mal neuronaler Lasionen kdnnte erganzend sinnvoll sein (Wilke et al., 2018).
Zudem darf nicht aufer Acht gelassen werden, dass trotz frihem
Erkankungsbeginn auch andere Faktoren wie Lebensstil, Erndhrung und

madgliche Therapien oder Medikamente Einfluss nehmen kdnnten.

Eine graphische Darstellung der Hypothese zum Zusammenhang zwischen
AAO, DD und Ataxin-3 Level findet sich in Abbildung 49. Bei der Gruppe der spat
erkrankten SCA3 Patienten (AAO >50 Jahre) zeigten sich der Hypothese
entsprechend hohere 16sliche Ataxin-3 Protein-Level, allerdings war in dieser
Gruppe die Streuung der Werte sehr stark, wodurch allgemeine Aussagen

erschwert sind.

Einflisse: Lebensstil, Erndhrung, Therapien, Medikamente

Korreliert nur bedingt, ja nach Zeitpunkt bei
der Studienteilnahme

4

fruh hoher

i niedrige Level
(</=30 Jahre) lang SARA/INAS viele g

[Erkrankungsbeginn] [ Erkrankungsdauer ] [ Erkrankungsschwere ] [Ataxin-3 Aggregate ] { I6sliches Ataxin-3 ]

spét kurz niedriger wenige hohe Level
(<50 Jahre) SARA/INAS

Abbildung 49: Hypothese zum Zusammenhang von klinischen Parametern und Ataxin-3 Protein-
Level

Betrachtet man die Korrelation zwischen SARA- und INAS-Score mit den
gemessenen Ataxin-3 Protein-Leveln, so zeigte sich, dass bis zu einem Stadium

der schweren Erkrankung (SARA > 24) |6sliches Ataxin-3 Protein und Score-Wert
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proportional zueinander anstiegen. Erst bei schwer erkrankten Probanden zeigte
sich gemal der oben gestellten Hypothese ein Abfall der Ataxin-3 Level mit der
Vermutung, dass hier mehr Aggregate vorliegen kdénnten. Durch die verstarkte
Neurodegeneration in diesem Stadium konnte bedingt durch Zelltod weniger
|6sliches Ataxin-3 gebildet worden sein. Um diese These zu untersuchen, musste
man im Tier-Modell verschiedene Krankheitsstadien (prasymptomatisch, mild,
schwer) gemal ihrer I0slichen Ataxin-3 Protein-Level in PBMC- und Gehirn-
Proben messen und gleichzeitig die betroffenen Gehirnareale auf Aggregate
untersuchen. Ebenfalls ware an dieser Stelle auch eine Korrelation mit
Messungen von Neurofilament womaglich hilfreich.

Die Auswertung der Ataxin-3 Messwerte in Relation zum INAS-Score ergab
entgegen der Hypothese generell einen proportionalen Zusammenhang
zwischen lslichem Ataxin-3 und Score-Wert. Da der INAS-Score sich auf andere
Bereiche der Symptome der SCA3 Erkrankung (nicht-Ataxie-Symptome)
konzentriert, kdnnten damit die leichten Unterschiede zur Analyse mittels SARA
erklart werden.

Da mit unserem Assay primar das pathologische Protein detektiert wird, kann
man vermuten, dass bei milder betroffenen Patienten noch nicht so viel
pathologisches Protein vorliegt bzw. sie noch Uber funktionierende
Korrekturmechanismen verfligen und somit den Level geringer halten. Hier ergibt
sich eine zweite Hypothese, welche keinen rein linearen Zusammenhang
zwischen Erkrankungsschwere und Protein-Gehalt beschreibt (vgl. Abbildung
50). Obwohl die Mutation im ATXN3 bereits von Geburt an die Bildung von
|6slichem expandierten Ataxin-3 Protein bedingt, scheinen zu Beginn womaoglich
noch Korrekturmechanismen die pathologische Wirksamkeit des expandierten
Ataxin-3 Proteins zu reduzieren. Denkbar waren hier ein noch funktionierender
Abbau durch das Proteasom-System oder ein erst spater einsetzendes
Schneiden des Proteins in die toxischen Fragmente durch beispielsweise
Calpaine (Bence et al., 2001, Goti et al., 2004, Hubener et al., 2013).

Diese These wirde auch den durchschnittlichen Erkrankungsbeginn von erst 30
bis 40 Jahren bei den Betroffenen mit erklaren, da erst ein gewisser

Schwellenwert von toxischem Protein Uberschritten werden muss, um die
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Symptome auszuldsen. Im weiteren Verlauf scheint dann die Bedeutung der
Anhaufung von Aggregaten mit einhergehender verstarkter Neurodegeneration
zum Tragen zu kommen und zeigt sich in unseren Messungen mit fallenden
I6slichen Ataxin-3 Leveln bei der Korrelation mit dem SARA-Score. (vgl.
Abbildung 50). Warum diese Beobachtung sich bei der Korrelation mit dem INAS-
Score nicht komplett deckte, lasst sich an dieser Stelle nicht eindeutig
beantworten. Die Hypothese zum erkannten Zusammenhang zwischen |6slichem
expandiertem Ataxin-3 Gehalt und der Schwere der Erkrankung musste

allerdings im oben genannten Tier-Modell weiter untersucht werden.

[ l6sliches Ataxin-3 ]

Vermehrte Vermehrte
Anh3ufung von Anhdufung von
hoher Level I6slichem exp. Aggregaten
Ataxin-3 Verlauf der Messwerte

Noch weniger
pathologisches
Protein wirksam

fiir 16sliches exp.
Ataxin-3 Protein

(Korrektur-
mechanismen?)

auch mehr Zellverluste,
Ag"gregate, aber weniger Bildung
mogl. Feedback- von léslichem

niedriger Level Mechanismus? ainiar

> [ Erkrankungsschwere J

niedriger SARA/INAS hoher SARA/INAS

Abbildung 50: Hypothese zum Zusammenhang zwischen Erkrankungsschwere und Ataxin-3
Protein-Level

Das Diagramm zeigt den in dieser Arbeit beobachten Zusammenhang zwischen I6slichem Ataxin-3 Protein-
Level und der Erkrankungsschwere (hier anhand des SARA-/ INAS-Scores bestimmt). Da Patienten im
prasymptomatischen Stadium geringere Protein-Level aufwiesen, kdnnten hier Korrekturmechanismen den
Anteil an wirksamem pathologischen Protein noch reduziert haben. Im weiteren Krankheitsverlauf konnten
héhere |6sliche exp. Ataxin-3 Level gemessen werden, wobei wohl die Bildung von Aggregaten Uber einen
moglichen Feedback-Mechanismus zu noch mehr l6slichem Protein flihren kénnte, weshalb hier die
héchsten Protein-Level messbar waren. Saule drei zeigt dann bei den schwer betroffenen Patienten einen
Abfall der léslichen exp. Ataxin-3 Messung, womoglich bedingt durch die vermehrte Anhaufung von
Aggregaten mit einhergehendem Zellverlust.

Ein bereits seit langem bekannter Zusammenhang ist die Korrelation zwischen
frthem Erkrankungsbeginn (AAO) sowie einem schwerem Erkrankungsverlauf
und einem langem CAG-Repeat (Durr et al., 1996). Somit kann die CAG-Lange

des expandierten Allels ein signifikanter Pradiktor fur die Bestimmung des
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Erkrankungsbeginns oder die Uberlebensdauer darstellen (Diallo et al., 2018,
Tezenas Du Montcel et al., 2014b).

Auch in der analysierten ESMI-Kohorte zeigten die Patienten deutlich lineare
Zusammenhange zwischen der CAG-Lange und den klinischen Parametern AAO
(p< 0,0001), SARA (p= 0,0084), INAS (p= 0,00229) und CSDP (p= 0,0070).
Betrachtet man nun die gemessenen Ataxin-3 Protein-Level in Korrelation zu der
CAG-Repeat-Langenbestimmung, zeigte sich keine lineare Korrelation, was auf
einen moglicherweise komplexeren Zusammenhang hindeuten kdnnte.

In der analysierten Kohorte lag der durchschnittliche AAO bei den Patienten mit
kurzem CAG-Repeat (57-64 CAGs) bei 47,1 Jahren und somit deutlich spater als
bei Patienten mit langerem Repeat (38,8 Jahre). Der SARA-Score lag bei 12,1
Punkten bei den kurzen Repeats leicht unter denen der anderen Patienten (16,3),
obwohl die Erkrankungsdauer (DD) mit 12,4 Jahren (57-64 CAGs) sogar
durchschnittlich leicht Gber der DD der anderen Patienten lag (11,5 Jahre). Somit
bestatigte sich auch in unserer Kohorte, dass Patienten mit kirzeren CAG-
Repeats teils mildere Krankheitsverlaufe aufweisen, wobei andere
modifizierende Faktoren (Therapien, Lebensstil etc.) hier nicht mit berlcksichtigt
werden. Dennoch passt diese Beobachtung zu der oben gestellten Hypothese
(vgl. Abbildung 50), dass milder erkrankte Probanden geringere Ataxin-3 Protein-
Level aufzuweisen scheinen. Es wurde zudem mit der einheitlichen (Neu-)
Bestimmung aller CAG-Repeats sichergestellt, dass Unterschiede zwischen den
Laboren ausgeschlossen werden konnen (Akimoto et al., 2014).

Da bekannter Weise aber nicht jede Variation des AAO oder der
Erkrankungsschwere mit der CAG-Repeat-Lange oder der ethnischen
Unterschiede der Patienten erklart werden kann, wurde bereits in der
Vergangenheit nach modifizierenden genetischen Faktoren in der SCAS3-
Erkrankung geforscht (Tezenas Du Montcel et al., 2014a). Haufig traten
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) in das Zentrum der Forschung:
Patienten, die beispielsweise einen bestimmten SNP im Gen fur das
Apolipoprotein (APOE Gen) tragen, zeigten einen im Durschnitt um 4 Jahre
friheren AAO (Peng et al., 2014).
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Die im Zuge dieser Arbeit analysierten SNPs AS9TG/G®%°TG (rs1048755),
CR'GG/G%®'GG (rs12895357) sowie TAA'8/TAC'"8 (rs7158733) sind bereits
seit langerem bekannt und untersucht (Goto et al., 1997, Maciel et al., 1999).
Eine frUhere weltweite Analyse (16 Nationen) der Haplotypen dieser drei
Polymorphismen ergab, dass die Variante A-C-A (669-987-1118) bei SCA3
Patienten mit 72 % deutlich vermehrt vorliegt, wahrend sie bei gesunden
Kontrollen kaum vorkommt (Gaspar et al., 2001). Leider war im Zuge dieser
Arbeit die erfolgreich analysierte Gruppe fur die ATXN3 SNPs zu klein, um sie
bezlglich aller 3 Haplotypen-Kombinationen zu unterteilen.

Vergleiche dieser einzelnen SNPs getrennt von einander analysiert, finden sich
in der Literatur nach aktuellem Kenntnisstand keine. Ebenso gibt es keine
veroffentlichte Studie zu den 3 analysierten SNPs im PARK2 Gen. Es ist an
dieser Stelle also nur moglich, Tendenzen zu diskutieren und die weitere,
vollstandige Auswertung der ESMI-Kohorte abzuwarten.

Tendenziell zeigte sich die Auswertung der SNPs im ATXN3 Gen fur die SNPs
hinter dem CAG-Repeat am vielversprechendsten fur die weitere Erforschung
der SNPs im Hinblick auf potenzielle genetische Modifikationen. Fur
CR'GG/G%®'GG (rs12895357) sowie TAA®/TAC''8 (rs7158733) zeigten sich
bezlglich des AAO und des CSDP Score Unterschiede je nach der vorliegenden
Variation im nicht betroffenen oder expandierten Allel. Aufgrund der geringen
Anzahl (n=6 bis 2) je Untergruppe, kann es sich aber auch um eine zufallige
Beobachtung handeln. Allerdings zeigte bereits eine Studie zu 2 anderen
erforschten SNPs im ATXN3 Gen (rs709930 und rs910369) mit 170 chinesischen
SCA3 Patienten und 200 Kontrollen einen fur rs709930 mit Allel A und rs910369
Allel T einen um 2 bis 4 Jahre friheren Erkrankungsbeginn (Long et al., 2015).
Eine weitere Analyse der ESMI-Kohorte konnte eine ahnliche Probandenanzahl
erreichen und ist abzuwarten. SNPs sind allerdings nicht nur fur die Erforschung
moglicher modifizierender Einflisse auf die SCA3 Erkrankung von Interesse. Sie
konnten auch ein potenzieller Ansatzpunkt fur die Therapie mittels siRNA zur
Ausschaltung des pathologischen expandierten Allels, darstellen, wobei das
normale Allel und seine Funktion nicht beeintrachtigt werden sollten (Miller et al.,

2003). Um so interessanter kann die zuklUnftige Analyse der gesamten ESMI-
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Kohorte bezuglich der SNPs sein, da im Zuge dieser Arbeit das Verfahren zur
Bestimmung der SNPs noch zu aufwendig und fehleranfallig war und somit diese

Kohorte fur allgemeine Aussagen zu klein ausfiel.

4.3 Fazit: Ataxin-3 Protein als potenzieller Biomarker?

Der Weg in der Biomarker Forschung der SCA3 Erkrankung weist aktuell stark in
die Richtung mehrerer Biomarker, welche je nach Fragestellung eingesetzt
werden, als auf eine einzige Testsubstanz oder Molekul als Marker, hin (Lima
und Raposo, 2018). Im Maus-Modell zeigte eine Analyse des Plasmas zwischen
an SCAS3 erkrankten und gesunden Tieren 32 Metabolite, welche signifikante
Unterschiede aufwiesen und somit alle potentielle Marker darstellen konnten
(Toonen et al., 2018). Dies lasst erkennen, dass das expandierte Ataxin-3 Protein
nur einen potenziellen Marker unter moglicherweise zahlreichen anderen
darstellen wird.

Als diagnostischer Marker ist das expandierte Ataxin-3 Protein sicherlich weniger
geeignet als die bereits bekannten genutzten genetischen Analysen (Southern
Blot, tethering PCR) (Cagnoli et al., 2018). Seine Qualitat als prognostischer
Marker bzw. Progressions-Marker kann in dieser Arbeit noch nicht abschlief3end
bewertet werden, da longitudinale Messungen noch ausstehen. Erste statistisch
signifikante Korrelationen zu etablierten Scores wie SARA und INAS sind aber
vielversprechend, wahrend zu Parametern wie dem Erkrankungsbeginn oder
dem CSDP Score jedoch keine linearen Zusammenhange in Erscheinung traten.
Als Biomarker zur Bewertung der Erfolge von klinischen randomisierten Studien
zur Medikamenten-Testung oder Therapieerfolgs-Bewertung koénnte Ataxin-3
von Interesse sein: Aktuelle Forschungen zum Silencing des ATXN3 Gens mittels
Antisense-Oligonukleotiden (ASO) zeigten im Maus-Modell eine Reduktion des
pathologischen Proteins um bis zu 50% in den betroffenen Gehirnregionen
(Moore et al., 2017). Das hier gezeigte Verfahren zur Ataxin-3 Proteinmessung
in PBMCs kdnnte somit als Biomarker dann zum Einsatz kommen, wenn es einer
Messung der therapeutischen Reduktion des expandierten Ataxin-3 Protein

bedarf, um so mogliche Therapie-Studien zu begleiten und zu bewerten. Ob
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dabei wirklich der TR-FRET Assay, oder doch sensitivere Methoden wir der SMC-
Assay zum Einsatz kommen sollten, muss noch weiter eruiert werden. Ebenso
werden zukunftige Studien weiter das Feld mdglicher Ausgangsmaterialien

erforschen, womit CSF maoglicherweise die PBMC-Proben abldsen kdnnte.
5 Zusammenfassung

Die seltene Erkrankung der Spinozerebellaren Ataxie Typ 3 (SCA3) ist eine
neurodegenerative, autosomal dominant vererbte Erkrankung, welche zu dem
Formenkreis der Polyglutamin-Erkrankungen gehort. Es existiert zum aktuellen
Zeitpunkt kein heiltherapeutischer Ansatz. Symptomatische Behandlungen zur
Verbesserung der Situation der Patienten sind begrenzt, da bisherige Studien zur
Medikamenten-Entwicklung nicht die noétigen Evidenzlevel erreichten. Eine
mogliche Ursache sehen Forscher in dem Mangel an validen Biomarkern fur die
SCA3 Erkrankung zur Uberpriifung des méglichen Therapieerfolges. Ein solcher
Biomarker sollte mdglichst einfach dem Patient entnommen werden kénnen und
objektiv den aktuellen Zustand wiederspiegeln, um so Aufschluss uber
beispielsweise positive Einflisse von Medikamenten geben zu kénnen. Da bei
seltenen Erkrankungen die Kohortenstarke haufig einen limitierenden Faktor
darstellt, wurde mit dem ESMI-Projekt eine multizentrische europaweite Studie
angelegt, welche erstmals nach gemeinsamen Protokollen arbeitete. Somit
entstand eine Kohorte von 29 gesunden Probanden, 8 prasymptomatischen
Mutationstragern und 61 manifest erkrankten SCA3 Patienten.

Im Zuge dieser Arbeit sollte das in der SCA3 Erkrankung pathologische
(expandierte) Ataxin-3 Protein in PBMC-Proben, gewonnen aus vendsem Blut,
gemessen und als potenzieller Biomarker untersucht werden. Fur die Messungen
des Ataxin-3 Proteins wurde das hoch-sensitive Verfahren des TR-FRET genutzt
und der vorhandene Assay weiter ausgebaut und validiert. Darlber hinaus
wurden von allen Probanden die CAG-Repeat-Langen mittels Fragment-
Langenanalyse einheitlich neu in unserem Zentrum bestimmt und zusammen mit
den Ubermittelten klinischen Daten (AAO, SARA, INAS, etc.) fur Korrelationen
mit den gemessenen Protein-Leveln genutzt. Die Hypothese, dass mit

zunehmender Schwere der Krankheit (SARA-/ INAS-Score) die expandierten
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Ataxin-3 Level ansteigen, konnte in Teilen bestatigt werden (p= 0,0202 bis
0,0303), wobei bei stark betroffenen Patienten (SARA >24) die Protein-Level
wieder abfielen. Dies konnte auf das Vorhandensein vermehrter Aggregate
zuruckzufuhren sein, welche mit diesem Assay nicht miterfasst werden kénnen.
Die Korrelationen zu AAO, DD, CAG-Repeats, sowie anderen Parametern
ergaben allerdings keine eindeutigen oder statistisch signifikante Ergebnisse.
Hier gilt es die weiteren Auswertungen des noch laufenden ESMI-Projekts und
longitudinale Messungen abzuwarten. Die Abgrenzung zwischen den Protein-
Messwerten von Kontrollen und Patienten war hingegen sehr eindeutig (p<
0,0001) und belegt die korrekte Funktionsweise im Kern des Assays. Dennoch
weist das aktuelle Messverfahren mittels TR-FRET Analyse einige Defizite auf:
Der aktuell genutzte Bradford-Assay zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge
der PBMC-Proben erscheint nicht ausreichend sensitiv und nimmt gleichzeitig
starken Einfluss auf die kalkulierten Endergebnisse der Ataxin-3 Messung.
Alternativ konnten andere Verfahren wie der BCA-Assay, der bereits in
vergleichbaren Studien genutzt wurde, vorteilhafter sein. Zudem gelang zum
aktuellen Zeitpunkt keine Ataxin-3 Messung mittels TR-FRET in anderen
Ausgangsmaterialien wie CSF oder Plasma, welche aber in der Biomarker-
Forschung momentan haufig im Fokus stehen. Bereits in der Biomarker-
Etablierung anderer neurodegenerativer Erkrankungen angewandte Protein-
Messungen wie dem Huntingtin-Protein in der Erkrankung Chorea Huntington
greifen auf das Single-molecule-counting (SMC-Assay, Singulex) zurick oder
nutzen die Simoa-Technologie (Messung von Neurofilament, in der ALS-
Erkrankung, Multiple Sklerose u.a.). Solche Verfahren sollten auch im Hinblick
auf weitere Studien zur Ataxin-3 Protein-Messung erwogen werden, besonders
wenn die Erforschung weiterer Ausgangsmaterialien wie CSF oder Plasma im
Zentrum steht. Die Analyse bekannter SNPs zeigt in dieser Arbeit vielmehr den
Charakter einer Pilotstudie und konnte aufgrund der kleinen analysierten
Probanden-Zahl (n< 30) keine eindeutigen Ergebnisse liefern, da sich das
angewandte Verfahren als zu fehleranfallig und aufwandig herausstellte und in
Zukunft modifiziert werden sollte. Eine weitere Erforschung der SNPs erscheint

sinnvoll, da auch sie als potenzielle modulierende Faktoren als Angriffspunkte fur

105



Zusammenfassung

Therapie-Interventionen dienen kdnnten. Besonders aber flr die aktuellen
Forschungen zur Reduktion des Ataxin-3 Proteins mittels Antisense-
Oligonukleotiden kdnnte die Ataxin-3 Messung einen interessanten potenziellen

Biomarker darstellen und zuklnftige Therapie-Studien begleiten.
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beinhalten:
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Bei einer Temperatur von 98°C Giber 3 Minuten wird die DNA initial denaturiert, resultierend in getrennt vorliegenden
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Folglich wird nur der DNA-Strang 3‘-5 repliziert, welcher zum Erhalt der Zdhlrichtung der Basenstellen bei jedem Produkt

Schematische Darstellung des Ablaufs der Sequenzierungs-PCR

Das gereinigte PCR-Produkt entspricht den gewiinschten Genabschnitten, welche den zu analysierenden Polymorphismus

Pro Ansatz wird nur 1 Primer (z.B. Forward) pro Ansatz genutzt, wodurch garantiert wird, dass jedes neue Templete in
derselben Ausrichtung polymerisiert und somit auch sequenziert wird.

Die Besonderheit des PCR-Ansatzes liegt, neben dem Gebrauch von nur einer Primer-Variante darin, dass fluoreszenz-
markiert (Farbe je Base) Dantes genutzt werden, welche zum Kettenabbruch fiihren. Da dies statistisch gesehen mindestens
einmal pro Basen-Stelle passiert, kann so die Basenabfolge gemessen an der Fluoreszenz bestimmt werden.

.. CATG..

Primer aus vorheriger PCR

Primer der Seq-PCR

X Keine Replikation
- DNA-Einzelstrang

—> Replikationsrichtung

fluoreszenz-markierte Base
. Cytosin
. Adenosin
. Thymin

. Guanin

Anhang 3: Schematische Darstellung des Ablaufs der Sequenzierungs-PCR und anschlieRende

Sequenz-Analyse nach Sanger
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