












Abbildung 1.1.  Formel zur Berechnung von ΛF (Abbildung nach Promotion 

: A AAO vs. CAG Repeat B SARA vs. ΔF Ataxin 3 C INAS vs. ΔF 

3 D AAO vs. ΔF Ataxin 3 E SARA vs. AAO F DD vs. ΔF Ataxin
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 Einstellungen des TR-FRET Geräts:

  Einstellungen der TR FRET Laser Unit

 Stockangabe der Antikörper























. Die „ “ besagt, dass 





Das „S“ im Namen der Isoform steht für 











definiert Biomarker als „Ein biologisches 



und Signaturmolekül bezeichnet.“
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Formel zur Berechnung von ΛF (Abbildung nach Promotion Patrick Pelz 2022 

Die Abbildung zeigt die Formel zur Berechnung von ΛF (Proteinkonzentration) aus den Daten 
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Das ATXN3 BP 987 ist am 3‘ Ende des CAG Repeats gelegen 









 Spinozerebelläre Ataxia Type 3/Machado Josephs Disease Initiative 

(ESMI) erhoben. Neben der Uniklinik Tübingen gibt es noch 6 weitere 

Studienzentren in London, Groningen, Nijmegen, Bonn und Coimbra und den 

Azoren in denen Patienten untersucht und Biomaterial gewonnen wurde. Das 

Ethikvotum für die Verarbeitung der Proben an der Universität Tübingen findet 

sich unter dem Eintrag 598/2011BO1 und für die Aufarbeitung mit dem TR-FRET 

unter 911/2019BO2.
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Das High Resolution Melting  ist eine Post PCR Methode, die auf doppelsträngige 

DNA angewendet wird, zur Bestimmung genetischer Varianten durch 

Unterschiede in der PCR Melting Curve (Schmidt et al.; U. Schmidt et al., 2016).

Zuerst wird die isolierte DNA in einer PCR amplifiziert, dann findet eine langsame 

Erwärmung von 50 auf 95 Grad statt. Wenn in diesem Prozess die Melting 



temperature des DNA-Strangs erreicht wird, beginnt dieser 

auseinanderzuschmelzen. 

Diese Schmelzkurven werden mithilfe von Fluoreszenz gemessen. Beim 

Schmelzen wird die mit der DNA interkalierende Fluoreszenz der Primer 

freigesetzt und kann vom Lightcycler gemessen werden.

Bei diesem Verfahren nutzt man aus, dass zwischen Adenin und Thymin 2 H-

Brücken sind zwischen Guanin und Cytosin 3 H-Brücken sind, was zu einem 

minimalen Unterschied in der Schmelzkurve führt. Im Falle des SNP 669 führt 

der Austausch der Base Adenin gegen die Base Guanin zur Unterscheidung 

dreier Genotypen: A/A A/G G/G. Aufgrund der Bestimmungsmethode kann hier 

nicht zwischen dem normalen und expandierten Allel unterschieden werden, im 

Gegensatz zur Fragmentlängenanalyse für SNP 1118 und SNP 987.
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 Time Resolved Fluorescend Energy Transfer (TR-FRET) ist eine hoch sensitive 

Methode zur Bestimmung von Proteinkonzentrationen. Sie wurde im Rahmen 

dieser Promotion an PBMC von Patienten der ESMI Kohorte durchgeführt. Die 

Funktionsweise des Assays beruht auf der Bedingung zweier für ataxin-3 

spezifischen Antikörper, die durch die Firma „Cisbio Bioassays“ Floreszenz 

markiert wurden, an einem ataxin-3 Protein. Dabei kommt es zu einem 

Energietransfer von Donor (Terbiumkryptat) auf Akzeptor-Fluorophor(D2-

Fluorophpne), wenn sie in der Nähe (5-9 nm) binden und der Donor angeregt 

wird.

 freigesetzte Energie wird durch einen Laser detektiert und 

Es 

wurden bisher  3 verschiedene Assays zur Quantifizierung von ataxin-3  in der 

Arbeitsgruppe verwendet : Zum einen  Assay zur Bestimmung des full length 

ataxin-3 (1H9 D2 und n term Tb) und zum anderen 2 verschiedene Assays für 

das expandierte ataxin-3 (MW1 und 1H9tb ;1C2 D2 und 1H9 Tb) (Gonsior et al., 

2021).Im Rahmen dieser Promotion wurde hauptsächlich zur Bestimmung des 

full length Proteins (expandiertes und Physiologisches ataxin-3)  mit der 

Kombination des 1H9 D2 Antikörpers und n-term Tb Antikörpers gearbeitet, die 

bereits bei Gonsior et al. 2020 etabliert wurde. Abbildung 2.8 zeigt die 

Bindungsdomänen der Antikörper n-term und 1H9 am ataxin-3 Protein. Die 

Messung erfolgt mit 100 µs Verzögerung, da das  kurze Signal der Akzeptors vor 

Energietransfer und Hintergrundsignale  sonst die Messung verfälschen würden 

(Gonsior et al.). Die Messung selbst dauert 300 µs.



Die vorher lysierten PBMC Proben werden im Verhältnis 1:8 mit PBS +40% 

Complete verdünnt. Die vorher aus transfizierten HEK Zellen mit 15 Q und 62 Q 

Proteine gewonnen Homogenate wurden 1:16 im selben Puffer verdünnt zur 

Überprüfung des HOOK Effekt. Als Negativkontrolle dienen 2-6 PBS Kontrollen. 

Es werden jeweils 5 µl der Probe in ein well einer 384er-well-Platte (PerkinElmer 

ProxiPlate-384 Plus) pipettiert.

Die Proben werden immer im Duplikat pipettiert, um nach der Durchführung aus 

den Ergebnissen den Pipettiere Fehler berechnen zu können. Proben die eine 

Differenz von über 10 % in ihren Ergebnissen zeigen werden wiederholt.

Es wurde ein MasterMix mit beiden Antikörpern vorbereitet. Der Antikörper-Stock 

wurde immer auf Eis aufgetaut, dabei wurde der Stock nie ganz aufgebaut. Der 

Antikörper wurde bei -80 C gelagert.

Das full-length ataxin-3 wurde durch die Antikörper Kombination n-term TB und 

1H9 D2 gemessen. Dabei sollten pro µl je 0,5 ng n-term Tb sowie 10 ng 1H9 D2 

verwendet werden. Diese zu verwenden Menge Antikörper wird für die Stock-

Konzentration sowie für die gebrauchte Menge an Master Mix berechnet. Der 

vorbereitete und bei -20 C gelagerte Detektion Buffer wurde auf Eis aufgetaut 

und in ein beschriftetes UV-Tube pipettiert. Da die Antikörper fluoreszenz-

markiert sind ist es notwendige den MasterMix in einem UV-Tube zu pipettieren 

und zu lagern. Danach wurden die Antikörper zum Detektion Buffer pipettiert. 

Zum Pipettieren des MasterMix und der Proben werden gesonderte Pipettierten 

verwendet die in der Arbeitsgruppe ausschließlich für den TR-FRET verwendet 

wurden. Es wird in jedes Well das eine Probe enthält 1 µl MasterMix pipettiert. 

Wurden mehr als 20 Proben auf einer Platte pipettiert wurde auf Eis pipettiert, um 

zu verhindern, dass es durch die längere Inkubation der Antikörper bei 

Raumtemperatur der zuerst pipettiert Proben im vergleich zu den zu letzten 

pipettierten Proben zu relevanten Unterschieden bei der Messung kommt.

Direkt nach auftragen den MasterMix erfolgte die erste Messung der Platte mit 

dem TR-FRET Gerät (PerkinElmer Envision) um sicherzustellen, dass in alle 

Wells, in die eine Probe aufgetragen wurde, auch MasterMix aufgetragen 



wurden. War dies nicht der Fall wurde MasterMix nach pipettiert und erneut 

gemessen. Im Anschluss an die erste Messung wurde die Platte mit Alufolie 

abgedeckt und für 24 h bei -4 Grad inkubiert. Nach 24 h Erfolgte dann die zweite 

Messung.
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Einteilung der Signifikanz wurde p≤0,05 als signifikant, p≤0,01 als deutlich 

signifikant (**) und p≤0,001 als







ataktischen Mutationsträger (p≤0,001) wie in Abbildung 





Werte ≤ 3 Punkten als nicht ataktisch definiert, Werte von 3

s moderat ataktisch und Werte von ≥25 als schwer 



statistisch signifikant höheren SARA Score als die Kontrollen (p≤0,0001) und die 

ionsträger (p≤0,0001) (Kruskal

Gruppe (p≤0,0001) und der prä ataktischen Gruppe (p≤0,0001) 
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3 Konzentration mit 26,00 ΔF. Während die Konzentration an 

Δ

Δ



3 Konzentration (angegeben in ΔF)

λ





λ
λ

λ

λ
λ

λ





Δ Δ



des Beobachtungszeitraums nicht zwischen den Kategorien „Kontrolle“, „prä

ataktischer Mutationsträger“, „mild ataktisch“, „moderat ataktisch“ und „schwer 

ataktisch“ wechselten. Di

Δ

Δ



Δ

Δ

Δ

Δ

λ



von 6,49 ΔF, der in Follow Up 1 auf 4,71 ΔF absank und in Follow Up 2 wieder 

auf den höchsten Wert 11,08 ΔF anstieg. Beim zweiten 

3 Wert von 22,38 ΔF 

Konzentration 12,61 ΔF. Auch hier s

2 Visit wieder an, auf 23,30 ΔF. Der SARA Score entwickelt sich bei dem ersten 

91,413 ΔF auf und im Follow Up 1 Visit einen Wert von 33,43 ΔF. Daher Ataxin
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Die Proteinkonzentration von Proband moderat ataktisch 1 lag zunächst bei 6,49 ΔF, 
sank in Follow Up 1 auf 4,71 ΔF ab und stieg in Follow Up 2 wieder auf 11,08 ΔF an. Für den 

ΔF in
Δ Δ



3 Konzentration von 17,462 ΔF auf 1,931 ΔF ab

an, sodass für den Baseline Visit ein Wert von 1,187 ΔF gemessen wurde und für den Follow Up 
2 Visit ein Wert von 17,925 ΔF.

sprunghaft auf 127,349 ΔF an und sank im Follow Up 2 Visit dann wieder ab.

3 Wert von 17,462 ΔF gemessen, im Follow Up 

1 Visit 44,29 ΔF. Im Follow Up 2 Visit wurden 5,73 ΔF gemessen und im Follow 

Up 3 Visit 1,93 ΔF, die Konzentration

ΔF gemessen. In der Follow Up 1 Visite wurde eine Konzentration von 27,702 ΔF 
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,925 ΔF. 

Konzentration von 68,61 ΔF auf 14,21 ΔF in der Follow Up 1 Probe. Auch bei 

Konzentration zu beobachten von 33,97 ΔF auf 1,39 ΔF im Follow Up 1 Visit. Für 

1,32 ΔF 

gemessen, die auf einen Wert von 1697,656 ΔF im Follow Up 1 ansteigt. Bei dem 

3 Konzentrationen 114,87 ΔF 

und 6,17 ΔF gemessen.

Proteinkonzentration in dem Baseline Visit lag bei 5,20 ΔF. Im Follow Up 1 stieg 

die Konzentration stark an und lag bei 127,34 ΔF. Im Follow Up 2 wurde die 

tration dann wieder bei 2,92 ΔF gemessen.
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ΛF auf ΛF. Das expandierte Ataxin
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robanden von 0,399 ΛF in der Baseline Probe auf 2,538 ΛF im 
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Gens in 3’Richtung zur CAG
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Gen. Dort liegt es am 3‘ 





Gens in 5’Richtung des 









•

•

•

•

•

•

•









Die beiden Punkte „Unterliegt bei Verwendung als diagnostischer Biomarker 

keinen großen Schwankungen in der Allgemeinbevölkerung“ und „Unbeeinflusst 

von nicht verwandten Erkrankungen und komorbiden Faktoren“ aus 







der Baseline Untersuchung zugewiesenen Kategorie „mild ataktisch“, „moderat 

ataktisch“ und „schwer ataktisch“ geblieben waren, und um 25 Konver



























Mutationsträger. „Prä ataktisch“ entsprach einem SARA
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