Aus dem
Department fur Diagnostische Labormedizin
der Universitat Tubingen
Institut fir Medizinische Genetik

und angewandte Genomik

Longitudinale Biomarkeranalysen in der

Spinocerebellaren Ataxie Typ 3

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades

der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat

zu Tubingen

vorgelegt von

Heide, Marie Sophie

2025



Dekan: Professor Dr. B. Pichler

1. Berichterstatter: Professor Dr. O. Riel3

2. Berichterstatter: Professor Dr. M. Synofzik

Tag der Disputation: 12.11.2025



FUr meine Eltern



Inhaltsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis 3
Tabellenverzeichnis 10
Abkurzungsverzeichnis 11
1 Einleitung 13
1.1 Die Spinocerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3) 13
1.2  Epidemiologie 14
1.3  Symptomatik 16
1.4  Genetik 19
1.5  Ataxin-3 und Pathogenese 20
1.6  Therapie 26
1.7  Biomarker in der SCA3 28
1.8  Messtechniken des Ataxin-3 34
1.9  SNP im ATXN3 Gen 37
1.10 ESMI-Kohorte 39
1.11  Ziele dieser Arbeit 40

2 Material und Methoden 42
21 Material 42
211 Gewinnung der Biomaterialen und klinischen Daten 42

2.2  Methodik 47
2.2.1 DNA-Isolation aus Blutproben 47
222 Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung 48
223 Bestimmung der CAG Wiederholungsanzahl im Ataxin-3 Gen _49
224 PCR CAG Bestimmung 49
2.2.5 PCR fur SNP 1118 und SNP 987 50
226 Gelelektrophorese 53
2.2.7 Fragmentlangenanalyse 55
228 High Resolution Melting SNP 668 58
229 Lyse der PBMCs 62

2.210 Bradford Assay 63




2.211 Herstellung der Positiv Kontrollen 64

2212 TRFRET 66

2.2.13 Statistische Methoden 70

3 Ergebnisse 71

3.1 Full-length Ataxin-3 mit TR-FRET 73

3.1.1 Kohortenanalyse 73
3.1.2 Statistische Analyse der Ataxin-3 Proteinlevel und klinischen

Parameter 77

3.2  Expandiertes Ataxin-3 im Simoa 82

3.2.1 Kohortenanalyse 83

3.2.2 Statistische Analyse der Ataxin-3-Konzentration und der
klinischen Parameter 86

3.2.3 Korrelation der klinischen Daten mit der expandierte Ataxin-3

Konzentration im Plasma. 88
3.3  Expandiertes Ataxin-3 im Singulex 91
3.3.1 Kohortenanalyse 91

3.3.2 Statistische Analyse der Ataxin-3 Proteinlevel und klinischen
Parameter 95

3.4  Gesamt Ataxin-3 im TR-FRET Assay im longitudinalen Studiendesign

99
3.4.1 Kohortenanalyse der Follow Up 1 Kohorte 99
3.4.2 Statistische Analyse der Ataxin-3 Proteinlevel und klinischen
Parameter 101
3.4.3 Kohortenanalyse der Follow Up 2 und 3 Kohorte 104
3.44 Longitudinale Analyse in TR-FRET n-Term Kohorte 107
3.5  Expandiertes Ataxin-3 im Simoa Assay im longitudinalen
Studiendesign 119
3.5.1 Kohortenanalyse in der Follow Up 1 Kohorte 119
3.5.2 Statistische Analyse der Ataxin-3 Proteinlevel und klinischen
Parameter 121
3.5.3 Longitudinale Analyse in der Simoa Assay Kohorte 124
3.6  Longitudinale Auswertung Singulex 130
3.6.1 Kohortenanalyse der Follow Up 1 Kohorte im Singulex 130

3.6.2 Kohortenanalyse des Follow Up 2 Visit im Singulex 135



4

o N O

3.6.3 Longitudinale Auswertung der Singulex-Kohorte 140

3.7  Vergleich des expandierten Ataxin-3 in Singulex Assay und im Simoa
Assay 152

3.7.1 Kohortenanalyse der Singulex und Simoa Assay Kohorte 152

3.7.2 Vergleich der Trennscharfe fur Singulex Assay vs. Simoa Assay
153

3.7.3 Vergleich des Simoa und Singulex Assays in der longitudinalen
Analyse 156

3.8  Vergleich der Ataxin-3 Konzentration in Simoa und TR-FRET 167
3.8.1 Kohortenanalyse der Simoa und TR-FRET Kohorte 167
3.8.2 Vergleich der Trennscharfe fur Simoa Assay vs. TR-FRET Assay

168
3.8.3 Longitudinale Analyse der Simoa und TR-FRET Daten im
Vergleich 171

3.9  Vergleich Singulex vs. TR-FRET n-Term 177
3.9.1 Kohortenanalyse fur die Kohorte Singulex vs. TR-FRET 177
3.9.2 Vergleich der Trennscharfe des Singulex Assay vs. n-Term TR-
FRET Assay 178

3.9.3 Longitudinale Biomarker Analyse in den Singulex und n-term
Daten 181

3.10 Analyse des ATXN3 SNPs an BP 1118 191
3.11  Analyse des ATXN3 SNP an BP 987 193
3.12 Analyse des ATXN3 SNP an BP 669 195
Diskussion 197
4.1  Ataxin-3 als Biomarker 198
4.2  Longitudinale Analyse der Ataxin-3 Level in den Messmethoden TR-
FRET, Simoa und Singulex 205
4.3  Genotypen der Kohorte 214
4.4  Starken und Schwachen der Promotion 219
Zusammenfassung 222
Literaturverzeichnis: 224
Erklarung zum Eigenanteil 237
Danksagung 239




Abbildungsverzeichnis
Abbildung 1.1. Formel zur Berechnung von AF (Abbildung nach Promotion
Patrick Pelz 2022 TUDINGEN) ... 35

Abbildung 2.1: Foto der Gelelektrophorese unter UV-Licht der CAG PCR der
Proben Tubingen 40,41,42,43,44,45 (2 X) sowie an erster und letzter Position

den Gene RulerMix der Firma Peqlab.............oooiiiiiii e 55
Abbildung 2.2 CAG Langenanalyse der Probe Bo56 mit Genotyp 21/28.. ....... 58
Abbildung 2.3: Auswertung der Fragmentlangenanalyse der PCR zu
Amplifizierung fir SNP 1118 ....ooei e 58
Abbildung 2.4: Melting Curve SNP 669..............ooiiiiiiieieeie e 60
Abbildung 2.5: melting peak SNP 669 Genotyp A/A ........ooiiiiiiiiiiieeeeee, 61
Abbildung 2.6: melting peak Genotyp SNP 669 A/G...........coooeiiiiiiiiiiiiiiiiin. 61
Abbildung 2.7: Melting Peak Genotyp SNP 669 G/G...........ccccoevvviviiiieeinnn. 62
Abbildung 2.8:. Schematische Darstellung des Ataxin-3 Proteins mit
Bindungsdomane der Antikérper 1H9 D2 (lila) und n term Tb (rot).) ............... 69
Abbildung 3.1: Darstellung der Arbeitsschritte dieser Promotion in einem
W ESE:To [F=To [ ir= 0 0] .4 AP 72
Abbildung 3.2 Darstellung der Arbeitsschritte der Promotion .......................... 73

(€] U] o] o1 YRR 75
Abbildung 3.5: A INAS der Baseline Kohorte: B CAG-Repeat des expandierten
Allels der Baseline KONOIE .........couiiiiiiie e, 77

Abbildung 3.6 A Vergleich der Gesamt Ataxin-3 Protein-Konzentrationen B ROC
Curve Kontrolle vs. pra-ataktische Gruppe C ROC Curve pra-ataktisch vs.
ataktisch D ROC Curve Kontrollen vs. ataktisch ..............ccooooiiiiiiiiii, 79
Abbildung 3.7: A AAO vs. CAG Repeat B SARA vs. AF Ataxin-3 C INAS vs. AF
Ataxin-3 D AAO vs. AF Ataxin-3 E SARA vs. AAO F DD vs. AF Ataxin-3........ 80
Abbildung 3.8 Darstellung der Arbeitsschritte der Promotion .......................... 83



Abbildung 3.9: Geschlechterverteilung in der Baseline-Kohorte in der Simoa-

(€] (U] o] o - PRUPP PP 84
Abbildung 3.10: A Alter in der Baseline Kohorte in der Simoa-Gruppe B SARA in
der Baseline Kohorte in der SImoa-Gruppe ........cccoueeeiiiiiiiiiieiieeiieeeeeeeeie, 85

Abbildung 3.11 A INAS Score der Baseline Kohorte der mit dem Simoa Assay
untersuchten Probanden B expandierte CAG Repeat Lange der Baseline Kohorte
der mit dem Simoa Assay untersuchten Probanden..............cccoooiiiiiiin, 86
Abbildung 3.12 A Vergleich der Ataxin-3-Proteinkonzentrationen B ROC Curve
Kontrolle vs. pra-ataktisch C ROC Curve Kontrolle vs. ataktischD ROC Curve
pra-ataktisch vs. ataktisCh...............cooo i, 88
Abbildung 3.13 A SARA Score vs. expandierte Ataxin-3 Konzentration im Plasma

B INAS Score vs. expandierte Ataxin-3 Konzentration im Plasma C AAO vs.

expandiertes Ataxin-3 Konzentration im Plasma D SARA vs. AAO................. 90
Abbildung 3.14 Darstellung der Arbeitsschritte der Promotion ........................ 91
Abbildung 3.15: Geschlechterverteilung der Baseline Kohorte der Singulex
(T4 U7 o] o 1= PPN 92
Abbildung 3.16 A Alter der Baseline Kohorte der Singulex Gruppe: B SARA Score
der Baseline Kohorte der SinguleX Gruppe .........cooeeveiiiieeeiiiineeeiiee e 93
Abbildung 3.17 A INAS der Baseline Kohorte der Singulex Gruppe B CAG-
Repeat der Baseline Kohorte der Singulex Grupp..........ccoevvveviieeiiiiieeeiineeees 94

Abbildung 3.18 A Vergleich der Ataxin-3-Konzentrationen B ROC Curve der
Kontrollen und pra-ataktischen Probanden C ROC Curve der Kontrollen und
ataktischen Probanden D ROC Curve der pra-ataktischen und ataktischen
Probanden..... ... e 96
Abbildung 3.19 A SARA vs. expandiertes Ataxin-3 im Plasma B INAS vs.
expandiertes Ataxin-3 im Plasma C AAO vs. expandiertes Ataxin-3 in Plasma D
SARA vs. AAO der Baseline Kohorte .........cc.ovviiiiiiiiiiiieeeee e 98
Abbildung 3.20 A Vergleich der Ataxin-3 Konzentrationen B ROC Curve
Kontrollen vs. pra-ataktische Probanden C ROC-Curve pra-ataktische
Probanden vs. ataktische Probanden D ROC Curve Kontrollen vs. ataktische
Probanden..... ... 102



Abbildung 3.21 A SARA Score vs. full-length Ataxin-3 Proteinkonzentration in
PBMCs B INAS Score vs. full-length Ataxin-3 Proteinkonzentration in PBMCs C
AAO vs. full-length Ataxin-3 Proteinkonzentration in PBMCs D SARA Score vs.
AAO der ataktischen Probanden. ..............cooiiiiiiiiiiiii e 104
Abbildung 3.22 A Gesamt Ataxin-3 Konzentration des Follow Up 2 Gruppe B
Gesamt Ataxin-3 Konzentration der Follow Up 3 Gruppe ........ccvveviveveennnnnn.. 106
Abbildung 3.23 A SARA Score der n-Term Kohorte im longitudinalen Verlauf B
Ataxin-3 Konzentration der n-Term Kohorte im longitudinalen Verlauf .......... 108
Abbildung 3.24 A Ataxin-3 Konzentration der KontrollprobandenB Ataxin-3
Konzentration der pra-ataktischen Probanden C Ataxin-3 Konzentration der mild
ataktischen Probanden D Ataxin-3 Konzentration der moderat ataktischen
Probanden E Ataxin-3 Konzentration der schwer ataktischen Probanden..... 110
Abbildung 3.25 A SARA Score pra-ataktische Probanden B SARA Score mild
ataktische Probanden C SARA Score moderat ataktische Probanden D SARA

Score schwer ataktische Probanden ...............coooiiiiiiiiiiiie 111
Abbildung 3.26: Ataxin-3-Werte der moderat ataktischen Probanden im
longitudinalen Verlauf ... 112

Abbildung 3.27: Ataxin-3 Konzentration eines pra-ataktischen Probanden B
Ataxin-3 Konzentration eines mild ataktischen ProbandenC Ataxin-3
Konzentration moderat ataktischer Probanden mit 2 Visiten D Ataxin-3
Konzentration eines schwer ataktischen Probanden .....................ccooee. 113
Abbildung 3.28 A Konverter mild ataktisch zu moderat ataktisch B Konverter pra-
ataktisch zu mild ataktisch C Konverter mild-ataktisch zu pra-ataktisch D
Konverter moderat ataktisch zu mild ataktisch ..............cccoooiiiii . 117

Abbildung 3.29 A Konverter 1 moderat-zu schwer ataktisch B Konverter 2

moderat zu schwer ataktiSCh ..., 118
Abbildung 3.30 A Konverter 1 pra-ataktisch zu mild ataktisch B Konverter 2 pra-
ataktisch zu mild ataktisCh ... 118
Abbildung 3.31 A Vergleich der expandierten Ataxin-3 B ROC Curve Kontrollen
vs ataktisch C ROC Curve Kontrolle vs Mutationstrager...............c...cccoeeens 122
Abbildung 3.32 A SARA vs expandiertes Ataxin-3 im Plasma B INAS vs
expandiertes Ataxin-3 C AAO vs expandiertes Ataxin-3 im Plasma.............. 124



Abbildung 3.33 A Ataxin-3 Konzentration in den Mutationtragern longitudinal B
SARA Score in den Mutationtragern longitudinal .....................coooiiii. 125
Abbildung 3.34 A Ataxin-3 Konzentration in Kontrollen longitudinal B Ataxin-3
Konzentration der pra-ataktischen Probanden longitudinal C Ataxin-3
Konzentration in mild ataktischen Probanden longitudinal D Ataxin-3
Konzentration in moderat ataktischen Probanden longitudinal E Ataxin-3
Konzentration in schwer ataktischen Probanden longitudinal ....................... 126
Abbildung 3.35 A SARA Score der Kontrollen longitudinal B SARA Score der pra-
ataktischen Probandin longitudinal C SARA Score der mild ataktischen
Probanden longitudinal D SARA Score der moderat ataktischen Probanden
longitudinal E SARA Score der schwer ataktischen Probanden longitudinal . 127
Abbildung 3.36 A Ataxin-3 Konzentration in Konverter 1 und 2 Ataxin-3 B Ataxin-
3 Konzentration in Konverter 3 C SARA Score in Konverter 1 und 2 D SARA
Score iN KONVEMET 3. ... e e 129
Abbildung 3.37 A-C Auswertung des Simoa Assays der Mutationstrager fur die
Baseline und den FOllow Up 1. .. 130
Abbildung 3.38 A Ataxin-3-Konzentrationen der Kontrollen, pra-ataktischen und
ataktischen Probanden B ROC Curve Kontrollen vs. ataktische Probanden C
ROC Curve vs. pra-ataktisch D ROC Curve pra-ataktisch vs. ataktisch. ....... 133
Abbildung 3.39 A SARA vs. Expandiertes Expandiertes Ataxin-3 im Plasma B
INAS vs. expandiertes Ataxin-3 im Plasma C AAO vs. expandiertes Ataxin-3 im
Plasma D SARA VS. AAOD ... ... e 135
Abbildung 3.40 A Ataxin-3 Konzentrationen der Kontrollen, pra-ataktischen
Probanden und ataktischen Probanden B ROC Curve Kontrollen vs ataktisch C

ROC Curve Kontrollen vs pra-ataktisch D ROC Curve pra-ataktisch vs ataktisch

Abbildung 3.41 A SARA Score vs. Ataxin-3 Konzentration im Plasma B INAS
Score vs. Ataxin-3 Konzentration im Plasma C AAO vs. Ataxin-3 Konzentration
im Plasma D SARA Score vS. AAOD ... 140
Abbildung 3.42 A Ataxin-3 Konzentration Mutationstrager 2 Visiten B Ataxin-3
Konzentration Mutationstrager 3 Visiten C SARA Score Mutationstrager 2 Visiten
D SARA Score Mutationstrager 3 Visiten...........coooeiiiiiiiiiiiiiee e 141



Abbildung 3.43 A Hintergrundsignal der Kontrollprobanden B Ataxin-3
Konzentration der pra-ataktischen Probanden C Ataxin-3 Konzentration mild
ataktische Probanden D Ataxin-3 Konzentration moderat ataktische Probanden
E Ataxin-3 Konzentration schwer ataktische Probanden .............................. 144
Abbildung 3.44 A Hintergrungsignal in den Kontrollprobanden B Ataxin-3
Konzentration der mild ataktischen Probanden C Ataxin-3 Konzentration der
moderat ataktischen Probanden D Ataxin-3 Konzentration der schwer
ataktischen Probanden. ... 147
Abbildung 3.45 A SARA Score der mild ataktischen Probanden B SARA Score

der pra-ataktischen Probanden C SARA Score der moderat ataktischen

Probanden D SARA Score der schwer ataktischen Probanden .................... 148
Abbildung 3.46 A SARA Score mild ataktisch B SARA Score moderat ataktisch
C SARA SChWET @taktiSCN ..o e 150

Abbildung 3.47 A-F Konverter der Singulex Kohorte mit ihren Ataxin-3
Konzentrationen A Konverter von moderat zu schwer ataktisch B Konverter von
mild ataktisch zu moderat ataktisch und zu mild ataktisch C Konverter von
moderat zu mild ataktisch D Konverter von mild zu moderat ataktisch E Konverter
von mild ataktisch zu moderat ataktisch F Konverter von mild ataktisch zu
moderat ataktisch zu mild ataktisch ... 151
Abbildung 3.48 A Ataxin-3 Konzentrationen der Kontrollen, pra-ataktischen und
ataktischen Probanden B ROC Curve Kontrollen vs pra-ataktisch C ROC Curve
Kontrollen vs ataktisch D ROC Curve pra-ataktisch vs ataktisch .................. 154
Abbildung 3.49 A Ataxin-3 Konzentrationen der Kontrollen, pra-ataktischen und
ataktischen Probanden B ROC Curve Kontrollen vs pra-ataktisch C ROC Curve
Kontrollen vs ataktisch D ROC Curve pra-ataktisch vs ataktisch .................. 156
Abbildung 3.50 A Simoa Kontrolle B Singulex Kontrolle C Simoa pra-ataktisch D
Singulex pra-ataktisch E Simoa mild ataktisch F Singulex mild ataktisch G Simoa
moderat ataktisch H Singulex moderat ataktisch.................cc.coooiiiiinin. 159
Abbildung 3.51 A Konverter pra-ataktisch-mild ataktisch Simoa B Konverter pra-
ataktisch-mild ataktisch Singulex C Konverter mild ataktisch-moderat ataktisch

Simoa D Konverter mild ataktisch-moderat ataktisch Singulex ..................... 161



Abbildung 3.52 A SARA pra-ataktisch B SARA mild ataktisch C SARA moderat

ataktisch D SARA longitudinal.............cooiiiiiiiii e 162
Abbildung 3.53 A Simoa Baseline B Simoa Follow Up 1 ...........coiiiiiiennnn.. 163
Abbildung 3.54 A Singulex Baseline B Singulex Follow Up 1..............cc. 164

Abbildung 3.55 A SARA Score longitudinal B Simoa Assay longitudinal C
Singulex Assay longitudinal D Singulex longitudinal in CPT-Réhrchen...166

Abbildung 3.56 A Konzentration an expandiertem Ataxin-3 in Kontrollen, pra-
ataktische Probanden und ataktischen Probanden B ROC Curve der Kontrollen
vs. pra-ataktischen Probanden C ROC Curve der Kontrollen vs. ataktischen
Probanden D ROC Curve pra-ataktisch vs. ataktische Probanden ............... 170
Abbildung 3.57 A Konzentration an Gesamt Ataxin-3 in Kontrollen, pra-
ataktischen und ataktischen Probanden B ROC Curve Kontrollen vs. pra-
ataktisch C ROC Curve Kontrollen vs. ataktisch D ROC Curve pra-ataktisch vs.
AtaKEISCN ... 171
Abbildung 3.58 A Expandierte Ataxin-3 Konzentration der mild ataktischen
Probanden B Gesamt Ataxin-3 Konzentration der mild ataktischen Probanden C
Expandierte Ataxin-3 Konzentration des moderat ataktischen Probanden D
Gesamt Ataxin-3 Konzentration des moderat ataktischen Probanden E
Expandierte Ataxin-3 Konzentration des schwer ataktischen Probanden F
Expandierte Ataxin-3 Konzentration des schwer ataktischen Probanden 2 ... 175
Abbildung 3.59 A Konverter Simoa B Konverter n-Term TR-FRET ............... 175
Abbildung 3.60 A SARA Score der mild ataktischen Probanden B SARA Score

des moderat ataktischen Probanden C SARA Score des schwer ataktischen

Probanden. ... ... e 176
Abbildung 3.61 A SARA Score longitudinal B expandiertes Ataxin-3 Simoa
longitudinal C full-length Ataxin-3 n-Term longitudinal. ................ccccooeeieennn.n. 177

Abbildung 3.62 A Ataxin-3 Konzentration der Kontrollprobanden, pra-ataktischen
und ataktischen Probanden mit dem n-term TR-FRET Assay B ROC Curve
Kontrollen vs. ataktische Probanden C ROC Curve Kontrollen vs. pra-ataktisch:
D ROC Curve pra-ataktische Probanden vs. ataktische Probanden.............. 180
Abbildung 3.63 A Ataxin-3 Konzentration der Kontrollprobanden, pra-ataktischen
und ataktischen Probanden im Singulex Assay B ROC Curve Kontrollprobanden



vs. ataktische Probanden C ROC Curve Kontrollprobanden vs. pra-ataktische
Probanden D ROC Curve pra-ataktische vs. ataktische Probanden ............. 181
Abbildung 3.64 A Kontrollprobanden n-term B Kontrollprobanden Singulex C pra-
ataktische Probanden n-term D pra-ataktische Probanden Singulex E mild
ataktische Probanden n-term F mild ataktische Probanden Singulex............ 185
Abbildung 3.65 A moderat ataktische Probanden n-term B moderat ataktische
Probanden Singulex C schwer ataktische Probanden n-term D schwer ataktische
Probanden SiNQUIEX ........o i 186
Abbildung 3.66 A SARA Score pra-ataktische Probanden B SARA Score mild
ataktische Probanden C SARA Score moderat ataktische Probanden D SARA
Score schwer ataktische Probanden ............ccooooiiiiiiiiiiee e 187
Abbildung 3.67 A Gesamt Ataxin-3 der Konverter moderat-mild ataktisch B
Expandiertes Ataxin-3 der Konverter moderat-mild ataktische...................... 189
Abbildung 3.68 A Gesamt Ataxin-3 Konzentration des Konverter pra-ataktisch-
mild ataktisch B Expandierte Ataxin-3 Konzentration Konverter pra-ataktisch-mild
ataktisch C Gesamt Ataxin-3 Konzentration des Konverters pra-ataktisch-mild
ataktisch-pra-ataktisch D Expandierte Ataxin-3 Konzentration des Konverters
pra-ataktisch-mild ataktisch-pra-ataktisch E Gesamt Ataxin-3 Konzentration des
Konverter moderat ataktisch-schwer ataktisch F Expandierte Ataxin-3
Konzentration des Konverter moderat ataktisch-schwer ataktisch ................ 190
Abbildung 3.69 A Verteilung der Genotypen der Kontrollprobanden fur SNP 1118
B Verteilung der Genotypen der Mutationstrager fur SNP 1118.................... 192
Abbildung 3.70 A Wildtypallel der Mutationstrager B Expandiertes Allel der
L0 =Y (o] ] (= e =Y PP 193
Abbildung 3.71 A Verteilung der Genotypen der Kontrollprobanden fur SNP 987
B Verteilung der Genotypen der Kontrollprobanden flir SNP 987 ................. 194
Abbildung 3.72 A Wildtypallel der Mutationstrager B Expandiertes Allel der
L0 =1 0] ] (= e = PP 195
Abbildung 3.73 A Verteilung der Genotypen fur die Kontrollprobanden des SNP
669 B Verteilung der Genotypen fur die Mutationstrager des SNP 669.......... 196



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1 ChemiKalien ............ooiiiiii e 43
Tabelle 2 KitS. ... e e 44
Tabelle 3 PriIMEr ... e e 44
Tabelle 4 ANtIKOIPET ... .o e e 45
Tabelle 5 Losungen und PUffer ..o 45
Tabelle 6 GErALE.....ccevei e 45
Tabelle 7 Verbrauchsmaterialien ... 46

.................................................................................................................... 50
Tabelle 9 Thermocyclerprogramm fur die Fragmentlangenanalyse des CAG
REPEAL ... e 50
Tabelle 10 Mastermix fir PCR fir SNP 1118 ..., 51
Tabelle 11 Mastermix fur PCR fir SNP 987 ........coooviiii e 52
Tabelle 12 Thermocycler Programm fir PCR Amplifizierung SNP 1118 ........ 52
Tabelle 13 Thermocycler Programm fur PCR Amplifizierung SNP 987 ........... 53
Tabelle 14 Mastermix fir Fragmentlangenanalyse im Beckman Gerat ........... 56
Tabelle 15 Einstellungen des Frag 2 Programmes ...........c.ccovvvveviinieiiiineeeennnn. 57
Tabelle 16: Einstellungen des Frag 3 ..o 57
Tabelle 17 Mastermix fur HRM fir SNP 669 ...........ccoooiiiiiiii e 59
Tabelle 18 Programm Lightcycler fir HRM fir SNP 669..............cc..ccoeeeennneee. 60
Tabelle 19 Standardreihe Bradford ASSay ...........cooceeuiiiiiiiiiiiiiiiieee e 64
Tabelle 20 Einstellungen des TR-FRET Gerats:.........cccooevviiiiiiiiiiiiieee 68
Tabelle 21 Einstellungen der TR FRET Laser Unit ............ccoooeiiiiiiiiiiiinenennnn. 68
Tabelle 22 Stockangabe der ANtiKOIPEr .........coovuieiiiiieiie e 69
Tabelle 23 Kohortenanalyse der mit dem TR-FRET Assay untersuchten
Probanden mit Median und Interquartilenabstand. ............................ 74

Tabelle 24 Kohortenanalyse der mit dem Simoa Assay untersuchten Probanden

der Baseline KONOIe. ... 83
Tabelle 25 Kohortenanalyse der Singulex Baseline Kohorte.............c............. 91
Tabelle 26 Zusammenfassung der Auswertung der Baseline Kohorte ............ 99



Tabelle 27 Kohortenanalyse der TR-FRET Follow Up 1 Kohorte..................... 99

Tabelle 28 Kohortenanalyse der Follow Up 2 Kohorte............ccccceeviiinieenneen. 105
Tabelle 29 Kohortenanalyse der Follow Up 1 Kohorte............cccocoviiviinennnn. 119
Tabelle 30 Kohortenanalyse der Singulex-Kohorte fir Follow Up 1 .............. 131
Tabelle 31 Kohortenanalyse des Follow Up 2 der Singulex Kohorte ............. 136
Tabelle 32 Kohortenanalyse Singulex vs Simoa ..........cccoeveiiiiiiiiiieieciiineees 153
Tabelle 33 Kohortenanalyse der Simoa vs. n-Term Kohorte......................... 167

Tabelle 34 Kohortenanalyse der Kohorte Baseline Singulex vs. TR-FRET.... 177

Abkurzungsverzeichnis

A Adenin

AAO Age at Onset

ALS Amyothrophe Lateralsklerose

ASO Antisense Oligonukleotid

AUC Area under the Curve

BEST Biomarkers, Endpoints and other Tools
BP Basenpaar

BSA Rinderserumalbumin

C Cytosin

CSF Cerebrospinal fluid

D-2 D2-Casium

DD Disease Duration

DNA Desoxyribonulceic acid

EDTA Ethylendiamintetraacetat

EMG Elektromyografie

ESMI European Spinocereballar Ataxia type 3/Machado-Joseph Disease Initiative
FDA U.S. Food and Drug Administration

G Guanin

11



HD Huntington Disease

HELA Henrietta Lachs

ICARS International Cooperative Ataxia Rating Scale
IGF-1 Insulin-like growth factor 1

INAS Score Inventory of Non-Ataxia Signs

IQA Interquartilenabstand

kDa Kilo Dalton

mMiRNA microRNA

MID Machado-Josephs Disease

MRT Magnetresonanztomographie

MS Multiple Sklerose

NfL Neurofilament light Chain

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cells

PCR Polymerase chain reaction

PET Positron emission tomography

PolyQ Polyglutamin

RNA Ribonucleic acid

ROC Receiver operating characteristic

SARA Score Scale of the Assessment and Rating of Ataxia Score
SCA Spinocerebelladre Ataxie

SCA3 Spinocerebelldare Ataxie Typ 3

shRNA Small hairpin RNA

Simoa Single Molecule Assay

SNP Single Nucleotid Polymorphism

T Thymin

Tb Terbiumkryptat

TBE Tris-Borat-EDTA

TR-FRET Time-resolved fluorescence energy transfer
UIM Ubiquitin Interacting Motifs

UPS ubiquitin-proteasome system
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1.1

Einleitung

Die Spinocerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3)

Die Machado-Josephs Krankheit (MJD), seit den 1990er Jahren auch als
Spinocerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3) bekannt, ist eine autosomal dominant
vererbte unheilbare seltene neurodegenerative Krankheit, die letztlich zum
Tod fuhrt (Matos et al., 2019). Die Krankheit wurde erstmals auf den Azoren
beschrieben, wo sie auch heute noch die hdchste Inzidenz (auf Insel Flores
1:140) aufweist. Ursache der Erkrankung ist ein instabiles CAG-Repeat auf
dem ATXN3 Gen auf Chromosom 14q32.1 (Sudarsky & Coutinho, 1995). Bei
der Erstbeschreibung der Genmutation wurde bei gesunden Personen ein
CAG Repeat von 13-36 Wiederholungen beschrieben, bei Betroffenen eine
CAG-Expansion von 68-79 Repeats (Kawaguchi et al., 1994). Paulsen et al.
(Paulson) definiert als Lange fur ein expandiertes CAG Repeat eine Anzahl
von Uber 60 Repeats bis zu 87 Repeats (Paulson, 2012). Aufgrund des
instabilen CAG Repeats im ATXN3 Gen (auch MJD1 Gen) entsteht das
Polyglutamin (PolyQ)-expandierte Protein Ataxin-3, welche intrazellularen
Aggregate bildet und wichtigen zelluldaren Prozesses wie Autophagie,
Proteinbildung, Transkription, mitochondriale Funktion und
SignalUbertragung stort. Der genaue Mechanismus der Aggregation wurde
noch nicht abschlieliend geklart (Matos et al., 2019).

Klinisch zeichnet sich die Krankheit durch eine progressive Ataxie, Dysarthrie,
posturale Instabilitat, Nystagmus, Lidretraktion und fasziale Faszikulationen
aus. Bei jingeren Patienten ist auch eine Dystonie haufig (Sudarsky &
Coutinho, 1995). Im Verlauf der Krankheit sind die Patienten meistens auf

einen Rollstuhl angewiesen und spater bettlagerig (Maciel et al., 1995). Das



durchschnittliche Uberleben nach Diagnosestellung betragt fiir SCA3
Patienten 21,18 Jahre (Kieling et al., 2007).

Es gibt eine breite Spannweite an klinischen Verlaufen, selbst in einer Familie
kann die Erkrankung sehr heterogen verlaufen. Das Erkrankungsalter kann
von 5 bis 70 Jahren erheblich variieren und ist abhangig von der Lange des
CAG Repeats. Ein stark expandiertes CAG Repeat fuhrt zu einem friheren
Erkrankungsalter und schnellerem Krankheitsverlauf. Es kénnen klinisch 4

Subtypen an SCAS3 unterschieden werden (Paulson, 2012).

Die SCA3 st eine von 9 sogenannten PolyQ-Erkrankungen.
Neurodegenerative Erkrankungen, welche sich alle durch eine pathologisch
expandiertes CAG Trinukleotid in der codierenden Region eines Genes
auszeichnen. Bei den anderen Krankheiten handelt es sich um Chorea
Huntington, Dentatorubro-Pallidoluysische  Atrophie, Spinal Bulbare
Muskelatrophie sowie neben SCA3, SCA 1,2,6,7 und 17(Klockgether et al.,
2019; MclLoughlin et al., 2020). SCA3 ist dabei die haufigste autosomal

dominant vererbte Spinocerebellare Ataxie (Bettencourt & Lima, 2011).

1.2 Epidemiologie

Die SCAZ ist die haufigste dominante vererbte Ataxie weltweit (Martins et al.,
2023). Die relative Haufigkeit der Erkrankung unter den SCAs ist in Portugal
(49 %), China (49 %), Brasilien (44 %), den Niederlanden (44 %), Japan (43
%) und Deutschland (42 %) am hochsten (Jiang et al., 2005; Lopes-Cendes
et al., 1997; Martins et al., 2007; Schols et al., 1997; Silveira et al., 2002;
Takano et al., 1998; van de Warrenburg et al., 2002). Die Erkrankung wurde
zum ersten Mal in den USA bei portugiesischen Einwanderern beschrieben.
Alle damals beschriebenen Patienten stammten von William Machado ab, der
von der Insel Sao Miguel aus den Azoren stammte (Nakano et al., 1972). Es

wurde 1976 eine separate Erkrankung beschrieben, welche in der Joseph
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Familie auftrat, ebenfalls eine portugiesische Einwandererfamilie (Rosenberg
et al., 1976). Die Erkrankung erhielt den Namen Machado-Joseph Krankheit
nach den betroffenen Familien Machado und Joseph, beide azorischer
Abstammung (Lima & Coutinho, 1980; Meira et al., 2020). Gaspar (Gaspar et
al., 2001) unterstutzte im Rahmen einer 249 Familien umfassenden Haplotyp
Studie, das Auftreten von 2 verschiedene Mutationsereignisse, durch die die
SCA3 in die portugiesische Bevolkerung gelangte und nun in Populationen
auf der ganzen Welt zu finden sind. Zunachst bestand hier die Theorie, dass
sich die Mutation von Portugal aus auf die Azoren und dann Uber die
portugiesischen Seefahrer im 15./16. Jahrhundert auf der ganzen Welt
verbreitet haben (Gaspar et al., 2001; Sequeiros & Coutinho, 1993).

Es wurden 2 verschiedene Abstimmungen der SCA3-Mutation unterschieden:
Die Joseph Linie, welche in der Joseph Familie gefunden wurde. Sie ist auf
der azorischen Insel Flores fuhrend. Nach einer Grindermutation, vermutlich
in Asien vor 6.000-16.000 Jahren entstanden, hat sie sich Uber viele
Populationen weltweit verbreitet. Die Machado Linie, benannt nach der
Machado Familie, die von der Insel Sao Miguel stammt, ist jingeren
Ursprungs, um die 3,211+/-693 Jahre alt und geografisch weniger verbreitet
(Martins et al., 2007; Martins et al., 2012; Martins et al., 2023). Die Machado
Linie trat, mit Ausnahmen wie in (Martins et al., 2023) berichtet in einem
Bericht Uber eine sudanesische Familie, hauptsachlich in Portugal oder in
Familien portugiesischer Abstammung auf (Gaspar et al., 2001; Martins et al.,
2007; Martins et al., 2023). In einer Haplotyp Studie, welche an 264 Machado-
Joseph Familien weltweit durchgefluhrt wurde, ergab sich eine besonders
hohe Variabilitat unter Haplotypen japanischer MJD-Familien, was einen
Ursprung des Haplotypen TTACAC und damit der Joseph Linie in Asien
nahelegt. Da es in der SCA3 kaum Berichte Uber de Novo Mutationen gibt,
liegt die Vermutung nahe das nur sehr wenige Mutationsereignisse zu den
Fallen gefuhrt haben, die wir heute sehen. Die Mutation fur die Joseph Linie
konnte bereits im Bronzezeitalter stattgefunden haben. Fir den Haplotypen

GTGGCA und damit der Machado Linie liegt ein Ursprung in Portugal nahe,
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wobei hier ein Ursprung auf dem Festland gegen einen Ursprung auf den

Azoren abgewogen werden kann (Martins et al., 2007).

1.3 Symptomatik

Das fuhrende Symptom bei SCA3 Patienten ist die progressive Ataxie
aufgrund von Neurodegeneration, vor allem in den Basalganglien, den
Hirnkernen und dem Cerebellum. Im Verlauf der Erkrankung sind die
Patienten meist auf einen Rollstuhl angewiesen und leiden an schwerer
Dysarthrie und Dysphagie. Das Ausmal} der Neurodegeneration und der
Symptomatik kann unter Individuen mit SCA3 sehr variabel sein (Paulson,
2012; Riess et al., 2008; Rub, de Vos, Brunt, et al., 2002; Rub, de Vos,
Schultz, et al., 2002; Sequeiros & Coutinho, 1993). Haufig sind auch die
Hirnnerven sowie das Ruckenmark und besonders der Nucleus dentatus des
Kleinhirns, die Substantia nigra, das Vorderhorn des Rickenmarks sowie die
motorischen, vestibularen und pontinen Kerne des Hirnstamms betroffen. Der
zerebellare Cortex ist fur eine SCA eher untypisch oft weniger stark betroffen,
die Purkinje Zellen und die untere Olive sind ebenfalls weniger haufig
betroffen (Durr et al., 1996; Paulson, 2012; Sudarsky & Coutinho, 1995;
Yamada et al., 2008).

Neben der fortschreitenden Ataxie gibt es noch ein weites Spektrum an nicht
ataktischen Symptomen, die auftreten kdnnen. Dazu zahlen neben der
Dysarthrie und Dysphagie das Auftreten von Dysmetrie, Diplopie und
Augenmuskelstorungen, Nystagmus und periphere Neuropathie, Dystonie
und Spastik. Pyramidale und extra-pyramidale Stérungen kdonnen im Verlauf
ebenfalls auftreten, sowie Faciolinguale Faszikulationen, Gewichtsverlust
ohne Appetitverlust und Inkontinenz. Ein Restless Leg Syndrom betrifft
ebenfalls viele SCA3 Patienten. Eine kognitive Stérung der Patienten kann
vorkommen, eine schwere Auspragung wie Demenz ist jedoch nicht haufig
(Bettencourt & Lima, 2011; Paulson, 2012; Riess et al., 2008; Xu et al., 2019).
Neben den somatischen Symptomen treten auch Schlafstorungen und

psychiatrische Stérungen wie Depressionen auf (Matos et al., 2019).
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Die heterogene Gruppe der SCA3 Patienten kann in 4 groere Ubergruppen
unterteilt werden, der sich an den fuhrenden Symptomkomplexen orientieren.
Typ | wird durch extrapyramidale Symptome mit Dystonie und pyramidalem
Defizit gekennzeichnet und durch ein fruhes Erkrankungsalter von 10-30
Jahren gepragt.

Typ Il zeigt hauptsachlich pyramidale Symptome mit zerebellarem Defizit und
einem Erkrankungsalter von 20-50 Jahren.

Typ Il hat im Durchschnitt das spateste Erkrankungsalter mit 40-75 Jahren.
Dieser Typ wird durch ein pragendes zerebellares Defizit und Neuropathien
gekennzeichnet (Riess et al., 2008). Patienten, die an dem Subtyp 1 der
SCA3 leiden, zeigen verglichen mit Typ 2 und Typ 3 der Erkrankung ein
langeres CAG Repeat. Typ 1, der mit dem niedrigsten AAO und einem
schwereren Krankheitsverlauf, mit einem gréReren CAG Repeat assoziiert ist,
unterstreicht auch den Zusammenhang zwischen einem frGthen AAO und
einem gréReren CAG Repeat. Der Einfluss der Lange des CAG Repeats auf
den AAO wird auf 50 % geschatzt (Maciel et al., 1995). Andere Studien
schatzen sogar einen Einfluss des CAG Repeats auf den AAO von bis zu 70
% an (Durr et al., 1996). Ein kleineres Kollektiv an Patienten weist ein
Parkinson ahnlichen Typ der Erkrankung auf (auch als Typ IV bezeichnet),
der auch Dopamin sensibel ist. Bei diesen Patienten kann ein Ruhetremor
auftreten, wie auch Rigiditdt und Bradykinese, distale Atrophie und
Neuropathie mit Areflexie und Gefuhlsstorungen. (Tuite et al., 1995). SCA3
als Ursache eines familidren Parkinson Syndroms wurde vor allem in Familien

afrikanischer Abstammung beobachtet (Park et al., 2015).

Die meisten Patienten weisen eine Gangstorung als erstes Symptom auf. In
einem Kollektiv aus chinesischen Patienten zeigten die Patienten mit einer
Gangstorung als Erstsymptom einen schweren Krankheitsverlauf und eine
schwerere Auspragung der Ataxie als Patienten mit nicht Ataxie bezogenen
Erstsymptomen (Xu et al., 2019). Die Studie von Xu et al. konnte keinen

Einfluss zwischen der Art des Erstsymptoms und dem AAO zeigen. In einer
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weiteren Studie wurde ein Kollektiv an amerikanischen Patienten untersucht,
die an SCA1, SCA3 oder SCAG6 erkrankt waren. Fir die Gruppe der SCA3
Patienten konnte in diesem Kollektiv kein statistischer Zusammenhang
zwischen dem Erstsymptom und dem AAO und dem Krankheitsverlauf

festgestellt werden (Luo et al., 2017).

Auch im Vergleich zu einem nach Alter und Geschlechtskriterien gematchten
Kollektiv wiesen SCA3 Patienten signifikant mehr Schlafstérungen, kognitive
Defizite, Depressionen, Blasenstérungen, Restless-Leg Syndrome und
Pallhypasthesien auf als die gesunde Bevdlkerung. Dieser Zusammenhang
wird durch das Fortschreiten der Erkrankung noch verstarkt:
Schlafstérungen, Depressionen und kognitive Dysfunktion verschlechtern
sich mit der Progression der motorischen Symptome und auch
Blasenstérungen und Pallhypasthesie ist mit fortschreitender Ataxie haufiger
(Hengel et al., 2023).

Das AAO kann zwischen 5-75 Jahren liegen und korreliert signifikant mit der
Expansion des CAG-Repeats, ein groReres CAG-Repeat ist invers mit einem
friheren AAO korreliert (Riess et al., 2008). Patienten mit einem
intermediaren CAG-Repeat mit 53-54 Wiederholungen kdnnen einen
intermediaren Phanotyp aufweisen. Dieser intermediare Phanotyp kann sich
in einem Restless-Leg Syndrom und Muskel Faszikulationen zeigen, aber
auch Polyneuropathie bedingen. Symptome bis hin zu Ataxie,
extrapyramidale Symptome, Muskelatrophie und autonomen Stérungen sind
moglich. EMG-Untersuchungen der betroffenen Probanden zeigten Schaden
an den Motoneuronen und Zeichen einer primaren axonalen Polyneuropathie
(Takiyama et al., 1997; van Alfen et al., 2001).
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1.4 Genetik

Die SCA3 folgt einem autosomal dominanten Erbgang. 1994 wurde als
auslésende Mutation ein expandiertes instabiles CAG Repeat auf dem
ATXN3 Gen identifiziert (Kawaguchi et al., 1994). Silveira und Kollegen hatten
zuvor bei der Untersuchung von azoreanischen Familien festgestellt, dass der
genetische Ursprung fur die SCA3 auf einem anderen Allel als die SCA2 liegt
und es sich um genetisch verschiedene Entitaten handelt (Silveira et al.,
1993). Das MJD1/ATXN3 Gen wurde auf Chromosom 14q32.1 lokalisiert. In
nicht mutierten Probanden hat das CAG-Repeat eine durchschnittliche Lange
von 13-63 Wiederholungen, wahrend Mutationstrager ein expandiertes CAG-
Repeat (68-79 Repeats) aufweisen (Kawaguchi et al., 1994). Es gibt also
einen grolRen Abstand zwischen der Zahl an normalen CAG Repeats und dem
expandierten CAG Repeats der SCA3 Mutationstrager. In normalen Allelen
ist die CAG-Repeat-Lange so verteilt, dass es einen Haufigkeitsgipfel bei
jeweils 14 Repeats und 24 Repeats gibt (Maciel et al., 1995). Das CAG
Repeat liegt im 10. Exon (Paulson, 2012). Das ATXN3 Gen umfasst in der
Referenzisoform 11 Exons, mit denen es fur das Protein Ataxin-3 codiert. Die
Lange des ATXN3 Gens wurde auf 48,240 bp gemessen. Die mRNA des
ATXN3 Gens liegt in der Zelle in verschiedenen Langen vor, was auf Splicing
Varianten hinweist. Auch kann die mMRNA des ATXN3 Gens in einer Vielzahl
menschlicher Gewebe gefunden werden (Ichikawa et al., 2001; Riess et al.,
2008). Das expandierte CAG-Repeat der Mutationstrager fuhrt zu einem
funktionseingeschrankten Protein aufgrund eines expandierten Glutamin-
Anteils (Kawaguchi et al., 1994). De novo Mutationen, die zu einer SCA3
flhren sind sehr selten, seltener als in anderen PolyQ Erkrankungen, wie

Chorea Huntington (Paulson, 2012).

In Untersuchungen der CAG-Repeat-Lange in Studien an Eltern und Kinder
mit SCA3 Mutation, zeigte sich eine Instabilitadt des expandierten Allels, das
sich von Generation zu Generation sowohl vergrof3ern als auch verkleinern

kann. Paternal vererbte expandierte Allele zeigten sich als deutlich anfalliger
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fur eine Veranderung an der Lange des CAG-Repeats als maternal vererbte
Allele. Die Lange des Allels hat jedoch keinen Einfluss auf die Instabilitat bei
der Vererbung (Maciel et al., 1995). Im Mittelwert zeigt sich eine Expansion
von +0,86 CAG Repeats pro Transmission (Durr et al., 1996). Auch hier war
die Expansion bei paternal vererbten CAG-Repeats groer, als bei maternal
vererbten, jedoch nicht statistisch signifikant (Durr et al., 1996). Eine Studie
an einer anderen PolyQ Erkrankung Chorea Huntington hat bereits an den
Spermien von Mannern mit HD und intermediate HD CAG Repeat eine
Variabilitat in der Lange und Stabilitat des CAG Repeats gezeigt (Semaka et
al., 2013). Dieses Phanomen, das zu einer Verlangerung des CAG-Repeats
und damit auch zu einem friheren AAO und schwereren Krankheitsverlauf
von einer Generation zur nachsten fihrt, wird als Antizipation bezeichnet und

tritt auch bei anderen PolyQ-Erkrankungen auf (Durr et al., 1996).

Homozygote Patienten, welche zwei Allele mit expandiertem CAG-Repeat
zeigen, weisen ein frlheres AAO aus und einen statistisch signifikant
schwereren Krankheitsverlauf als heterozygote Patienten sowohl im
Vergleich zu anderen Erkrankten in ihren Familien, als auch im Vergleich zu
nicht verwandten heterozygoten Mutationstragern. Als verantwortlich dafur
wird der Gen Dosage Effekt vermutet: Bei diesem wird durch eine hdhere
Konzentration an expandiertem Ataxin-3 und durch das komplette Fehlen an
normalem Ataxin-3, die Toxizitdt des expandiertem Ataxin-3 erhoht,
verglichen mit heterozygoten Mutationstragern (Carvalho et al., 2008; Shang
et al., 2018).

1.5 Ataxin-3 und Pathogenese

Das Ataxin-3 ist ein 42 kDa schweres Protein, welchem eine Funktion in dem
Ubiquitin-Protease-System (Jacobi et al.) zugeordnet wird, sowie einer
Funktion bei der DNA-Reparatur. Das mutierte PolyQ-expandierte Ataxin-3

sammelt sich typisch fur die PolyQ-Erkrankungen intraneuronal vor allem im
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Zellkern. Das mutierte Ataxin-3 stort die Zellfunktion was zu Autophagie,
Proteostatis sowie Stérungen der Transkription und der mitochondrialen
Funktion fuhrt. Es sammelt sich in Zellen an und bildet Aggregate. Der genaue
Mechanismus der Aggregation von Ataxin-3 wurde noch nicht abschlieend
geklart (Matos et al.,, 2019). Es gibt Hinweise darauf, dass Ataxin-3
proteolytisch abgebaut wird durch Caspasen und Calpaine. Ataxin-3 kann
durch Calpaine in Fragmente geteilt werden, die dann Aggregate bilden
(Haacke et al., 2007). Die ,Toxic Fragment Hypothese“ besagt, dass
besonders die Fragmente des expandierten Ataxin-3 sich aggregieren und
schadlicher sind, als das vollstandige expandierte Ataxin-3 Protein (Haacke
et al., 2007). Die Studie (Hubener et al., 2013) zeigte den Abbau von full-
length Ataxin-3 aber auch expandiertem Ataxin-3 durch calpain-1 und calpain-
2. Weiter zeigte sich das bei Hemmung des Calpain-Inhibitors Calpastatin die
Mause der Versuchsreihe neurologisch schwerer betroffen waren und auch
frGher verstarben im Vergleich zu den Kontroll Tieren aber auch im Vergleich
zu SCA3 Mausen mit intakter Calpastatin Funktion. Auch das spricht fur eine
grof3e Bedeutung der Calpaine fur die Pathogenese der SCA3 und der Ataxin-
3 Aggregate (Hubener et al., 2013). Caspasen sind ebenfalls in die
proteolytische Spaltung von Ataxin-3 in Fragmente involviert (Berke et al.,
2004). Dieser Zusammenhang zwischen PolyQ-Erkrankungen und der Rolle
von Caspasen in der Proteolyse von PolyQ-expandierten Proteinen wurde

zunéchst fur Chorea Huntington festgestellt (Wellington et al., 2000).

Die haufigste Form des Ataxin-3 umfasst 361 Aminosauren (Uniprot P54252).
Es gliedert sich in eine am N-terminalen Ende befindliche kugelformige
Josephin Doméane und einen flexibles und variables C-terminales Ende, der
das CAG-Repeat enthalt (Masino et al., 2003; Riess et al., 2008).

Der Josephin Domane wird eine entscheidende Bedeutung in der Funktion
des Ataxin-3 zugeschrieben, vor allem im Bezug auf seine Rolle als
Deubiquitinase im Ubiquitin-Protease-System. Sie umfasst 20 kDa und ist
auch |Isoform-ubergreifend und Spezies-Ubergreifend hochkonserviert. Die

Josephin Domain hat eine Cystein-Protease Funktion und gehért zur papain
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like cystein protease family. Die Struktur der Josephin Domane ist sehr stabil,
mit Ausnahme einer flexiblen Haarnadel Struktur bestehend aus 2 Alpha
Helices, die vermutlich Protein-Protein Interaktionen unterstitzten. Im
Gegensatz zu anderen Mitgliedern der papain like cystein protease family,
liegt die Josephin Domane bereits in ihrer aktiven Form vor, mit einem gut

exponierten aktiven Zentrum (Nicastro et al., 2005).

Es gibt zahlreiche Isoformen des Ataxin-3, mit unterschiedlichem C-
terminalen Ende (Bettencourt & Lima, 2011; Riess et al., 2008). Die C-
terminale Region tragt 2 Ubiquitin Interacting Motifs (UIM), wobei die beiden
UIM von einer PolyQ-Frequenz gefolgt werden, auf die ein hydrophober
Schwanz C-terminal folgt. Man kann 2 hauptsachlich vertretene Splicing
Varianten des Ataxin-3 unterscheiden, die 2UIM Variante und die 3UIM
Variante. Die 2UIM Variante umfasst 10 Exons und die 3UIM Variante umfasst
11 Exons. Die 3 UIM-Variante tragt ein drittes UIM am C-terminalen Ende und
ist 0,5 kDa schwerer (Harris et al., 2010; Ichikawa et al., 2001; Matos et al.,
2019). Beide Varianten werden als full-length Ataxin-3 betrachtet, zeigen
jedoch im Vorkommen und Verhalten gewisse Unterschiede. Das 2UIM
Ataxin-3 zeigt in vitro eine starkere Neigung zur Aggregation und ist weniger
stabil, es kann schneller vom Proteasom abgebaut werden. Im Gegensatz
zum hydrophoben Schwanz der 2UIM Variante, ist die 3 UIM Ataxin-3 Isoform
am 3'Ende hydrophil, durch das zuséatzliche dritte UIM (Goto et al., 1997). Die
3UIM Ataxin-3 Form, die nach der ldentifikation der 2 UIM Form aus
menschlichem Hirn isoliert wurden (Goto et al., 1997), wird nun als die
haufigste Form im menschlichen Gehirn betrachtet, wahrend 2UIM im ZNS
nur in geringer Konzentration vorkommt (Harris et al., 2010). Ataxin-3 liegt
im Cerebellum wesentlich hdher konzentriert vor als im Blut, die 3UIM Ataxin-
3 Isoform ist im Blut der Probanden die haufigste Isoform. Es kdnnen 54
Splicing Varianten des Ataxin-3 differenziert werden, von diesen 54 Varianten
gibt es auch Isoformen die exklusiv in Blut oder Cerebellum gefunden werden
konnten (Raposo et al., 2024). Die 2UIM Isoform wird in Zellkultur in HELA-
Zellen und HEK293T Zellen schneller vom Proteasom abgebaut und liegt in
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geringeren Konzentrationen vor als die 3UIM Isoform (Johnson et al., 2019;
Weishaupl et al., 2019).

Die 3UIM Isoform wird auch als Ataxin-3c bezeichnet und die 2 UIM-Isoform
als Ataxin-3a. Die Ataxin-3a Isoform kann noch in 2 Isoformen aufgeteilt
werden, Ataxin-3aL und Ataxin-3aS, die durch eine SNP-Mutation entsteht.
Ein SNP mit Stopp Codon fuhrt bei der Ataxin-3aS Variante zu einem
vorzeitigen Abbruch der Transkription und damit einem kirzeren Ataxin-3aS.
Das ,S* im Namen der Isoform steht flr short (Weishaupl et al., 2019).
Besonders das Vorkommen der Ataxin-3aS Variante ist mit Mutationstragern
der SCA3 assoziiert (Maciel et al., 1999; Weishaupl et al., 2019).

Aufgrund der ATXN3-Mutation entsteht zellulare Dysfunktion und letztendlich
Zelltod. Verschiedene Hypothesen wurden formuliert, um den maoglichen
toxischen Mechanismus zu erklaren, der durch das fehlgefaltete mutierte
ATXNS3 und seine veranderten Proteininteraktionen ausgelost wird. Diese
beinhalten die Bildung von Aggregaten, die Storung der zellularen
Proteinhomoostase, Beeintrachtigung des  axonalen  Transports,
Transkriptionsdysregulation, mitochondriale Dysfunktion und oxidativen
Stress sowie abnorme neuronale Signaltbertragung (Costa Mdo & Paulson,
2012). Die toxische Wirkung des PolyQ expandierten Ataxin-3 lasst sich dabei
vor allem auf 3 Mechanismus zurlckfihren, die veranderte Protein
Homdostase, Schaden an der DNA und Fehlfunktion der DNA-Reparatur

sowie nicht neuronale Krankheitsfolgen (McLoughlin et al., 2020).

Eine sehr wichtige Funktion des Ataxin-3 ist seine Rolle im UPS-System, wo
es vor allem im Protein Quality Control Pathway eine wichtige Funktion hat
(Costa Mdo & Paulson, 2012; McLoughlin et al., 2020). Der Protein Quality
Control Pathway zusammengesetzt aus UPS, molekularen Chaperonen und
Autophagie, ist in SCA3 und anderen PolyQ-Krankheiten beeintrachtigt.
Diese Beeintrachtigung konnte sowohl durch die Menge an aggregiertem

fehlgefaltetem expandiertem Protein erklart werden, die das UPS-System
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uberfordern, als auch die toxische Wirkung des expandierten Ataxin-3 auf
Bestandteile dieses System (McLoughlin et al., 2020). Ataxin-3 als
Deubiquitinprotease spaltet bevorzugt Ubiquitin Ketten, welche langer als 4
Ubiquitine ist. Fur diese Funktion sind die Josephin Domane aber auch die 2
bzw. 3 UIMs zustandig. Die Tatsache das Ataxin-3 besonders langere
Ubiquitin-Ketten schneidet, die 4 oder mehr Ubiquitine enthalten, spricht
dafur, dass seine Funktion vor allem der Zerstuckelung von Proteinen dient,
welche danach durch das Proteosom abgebaut werden sollen (McLoughlin et
al., 2020; Thrower et al., 2000). Untersuchungen haben gezeigt, dass ATXN3
eine Interaktion mit mehr als 100 Proteinen eingeht, wobei viele davon
unmittelbar mit der Ubiquitin- abhangigen Protein-Qualitatskontrolle verknupft
sind (Paulson et al., 2017). ATXN3 Knock-Out Mause sind klinisch unauffallig.
In den Gehirnen der Knock-Out Mause sind erhohte Level an Polyubiquitin
messbar, dies bestatigt die Deubiquitinase Funktion des normalen Ataxin-3.
Die fehlende neurologische Symptomatik der Mause spricht aber auch fur
eine Toxizitdt des mutierten Ataxin-3, welche Uber ein blofles Fehlen an
physiologischem Ataxin-3 hinausgeht (Paulson et al., 2017; Schmitt et al.,
2007). Studien zeigen, dass die Bildung von Aggregaten, durch Proteasom-
Beeintrachtigung und zellulare Stressreaktionen verursacht werden (Seidel et
al., 2016).

Das physiologische Ataxin-3 tragt zur DNA-Reparatur bei, indem es Proteine
der DNA-Reparatur moduliert. Eine Rolle spielt dabei das Chk1 Protein, dass
als Kinase der DNA-Reparatur bei DNA-Schaden dient indem es entweder
den Zellzyklus verlangsamt um die Méglichkeit zur Reparatur zu schaffen
oder bei zu starkem Schaden die Apoptose unterstutzt (Tu et al., 2017; Zhang
& Hunter, 2014). Ataxin-3 interagiert mit Chk1 indem Ataxin-3 dessen
Polyubiquitinierung und damit vorzeitigen Abbau verhindert. Ataxin-3 erhoht
so das zur Verfugung stehende Chk1 und unterstitzt damit die DNA-
Reparatur (Tu et al., 2017). Ataxin-3 verhindert den vorzeitigen Abbau von
weiteren DNA Reparatur Proteinen und fordert so eine DNA-Reparatur
(Pfeiffer et al., 2021; Pfeiffer et al., 2017). Neben der Toxizitat von Proteinen
spielt auch die RNA-Toxizitat eine Rolle bei den Krankheitsmechanismen von
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PolyQ-Erkrankungen. Die RNA-Toxizitat konnte durch eine Beeinflussung
des Splicings und der Transkription zustande kommen, aber auch durch eine
direkte toxische Wirkung der RNA und Stérung des RNA-Interferenz pathway
(Evers et al., 2013; Nalavade et al., 2013).

Die mutierte Form von Ataxin-3 aggregiert bei SCA3 sowohl in Form von
groen intranuklearen Einschlissen in Neuronen als auch als kleinere
zytoplasmatische und axonale Pinktchen (Paulson et al., 2017). Mutiertes
Ataxin-3 kann sich aber auch als grof3e kugelférmige Struktur im Zytoplasma
ablagern, wahrend physiologisches Ataxin-3 diffus im Zytoplasma verteilt ist
(Paulson et al., 1997). Neuronale intranuklearen EinschlUsse variieren in der
Grolke und kénnen eine GrolRe von einem bis mehrere Mikrometer
annehmen. Sie enthalten neben Ataxin-3, das Protein Ubiquitin und auch
weitere Proteine wie proteasomen Untereinheiten (Paulson, 2012; Paulson et
al., 1997).

Proteotoxischer und oxidativer Stress fuhren dazu, dass physiologisches und
mutiertes Ataxin-3 vermehrt in den Nucleus transportiert wird, wahrend
physiologisches Ataxin-3 sich in den meisten menschlichen Zelllinien
mehrheitlich im Zytoplasma nachweisen lasst. Der Transport in den Nukleus
wird sowohl von der Josephin Domane als auch vom C-Terminalen Ende
vermittelt (Reina et al., 2010).

In der SCA3 und in Chorea Huntington konnte gezeigt werden, dass nicht
alle Zellen gleich stark auf die intranuklearen Protein-Aggregation reagieren.
Die Einschlusspathologie korreliert nicht direkt mit der Schwere der
Degeneration in verschiedenen Bereichen, was darauf hindeutet, dass
verschiedene Neuronen Subtypen unterschiedlich auf die PolyQ-Aggregation

reagieren kdonnen (Seidel et al., 2016).
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1.6 Therapie

Die SCAS ist bisher unheilbar und verlauft fur die Patienten letal. Es werden
verschiedene Therapie-Optionen in der Forschung verfolgt. Es gibt Studien
zur Anwendung von microRNAs, dabei sollen kinstliche microRNAs
verwendet werden um am ATXN3 Gen anzusetzen und die Produktion des
PolyQ-expandierten Ataxin-3 zu hemmen. Da die Ursache fur die SCA3
monogenetisch ist, soll durch diesen Ansatz am ATXN3 Gen die Toxizitat des
mutierten Proteins gemindert werden. Das Silencing kann dabei Allel
spezifisch sein, nur das mutierte Ataxin-3 betreffen oder auch nicht Allel
spezifisch sein und beide Allele betreffen (Martier et al., 2019).

Ein weiterer Ansatz verwendet shRNA um in die RNA Interference
einzugreifen. Die shRNA greift an einem bestimmten SNP an, das am 3'Ende
des CAG-Repeats des Ataxin-3 liegt und 70% aller SCA3 Mutationstrager
tragen. Dadurch lasst sich spezifisch das PolyQ-expandierte Allel behandeln.
Im Rattenmodell konnte hierfir eine gezielte Runter-Regulierung an
expandiertem Ataxin-3 gezeigt werden, ohne gleichzeitig das physiologische
Ataxin-3 vollstandig einzubtfRen (Alves et al., 2008).

Antisense  Oligonukleotid  (ASO) sind eine vielversprechende
Therapiemdglichkeit fir neurologische, onkologische, kardiale und
Stoffwechsel-Erkrankungen. Die Funktionsweise beruht darauf, dass die
angepasste ASO an die komplementare RNA bindet. Die gebundene RNA
wird dann durch RNAse abgebaut oder es kann ein Exon Skipping verursacht
werden (Cerritelli & Crouch, 2009; McLoughlin et al., 2018). Sie wurden als
vielversprechende Option der Gen-Therapie in SCA3 mutierten Mausen
untersucht. Es ergaben sich verbesserte motorische Fahigkeiten und
verringerte Level an mutiertem Ataxin-3 und eine verringerte Aggregation bis
zu 14 Wochen nach der Injektion. Eine Schwierigkeit war hierbei, dass die
ASO intracerebroventrikuladr verabreicht werden muss (McLoughlin et al.,
2018), mittlerweile kann die Applikation auch tUber den Rickenmarkskanal
durchgefuhrt werden. 2023 wurden 2 Studien zur ASO-Therapie bei SCA3 zur
Phase 1 angemeldet (www.clinicaltrials.gov, 2024); NCT05160558,
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NCT05822908). Die Studie NCT05160558 wurde 2023 vorzeitig
abgebrochen. Die Studie mit der ID NCT05822908 lauft derzeit noch (Stand
16.03.2024) und testet die ASO V0659 an 65 SC1, SCA3 und Chorea
Huntington Patienten. Die ASO V0659 wird dabei mehrfach intrathekal in den
Ruckenmarkskanal der Probanden injiziert. Diese Studie wird voraussichtlich
bis zum 15.09.2025 laufen. Fir die SMA-Erkrankung wurde bereits eine
erfolgreiche ASO-Therapie am Menschen etabliert (Finkel et al., 2016).
Weitere Ansatze setze sich mit der Verhinderung der Aggregationsbildung
auseinander (Matos et al., 2019).

Es wird auRerdem vermutet, dass Antioxidantien einen neuroprotektiven
Effekt in der SCA3 haben (Evers et al., 2013). Es gibt Hinweise in Studien an
Mausen, dass eine Diat mit einem Q10 Zusatz die motorische Fahigkeit
verbessert und vorbeugend gegen Muskelschwund wirkt (Wu et al., 2022). In
einer Zellstudie zeigte sich eine verbesserte Viabilitat von Zellen unter Q10,

aber auch Lithium Behandlung (Lopes-Ramos et al., 2016).

FUr eine Behandlung mit dem Wachstumsfaktor IGF-1 im Mausmodell, ergab

sich ein verbesserter Erhalt von motorischen Fahigkeiten im
Krankheitsverlauf, ein vermindertes Auftreten von intrazellularen Aggregaten
an mutiertem Ataxin-3 und eine verbesserte mitochondriale Funktion im
Cerebellum. Bei einer Behandlung mit IGF-1 ist jedoch auch immer ein
erhdhtes Krebsrisiko zu bedenken (Lin et al., 2022). Neben Physiotherapie
(lg et al., 2010), ist auch Logopadie etwas, was sich positiv auf die
Lebensqualitat der Betroffenen auswirkt (Diaferia et al., 2022). Die Parkinson
Symptomatik der Patienten mit Subtyp 4 spricht gut auf L-Dopa an (Tuite et
al., 1995).

Die Behandlung von Ataxie Patienten mit Rilozol zeigte eine klinische
Verbesserung der Symptome nach einer Therapiedauer von jeweils 8
Wochen bzw. 12 Monaten, als Maligabe dafir wurde eine Verbesserung des
ICARS bzw. SARA Score verwendet (Ristori et al., 2010; Romano et al., 2015;

Saute & Jardim, 2016). In einem Mausmodell konnte zwar eine Verringerung
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der Aaxin-3 Level in mit Rilozol behandelten SCA3 Mausen festgestellt
werden, jedoch keine Verbesserung der motorischen Fahigkeiten der Mause
(J. Schmidt et al., 2016).

1.7 Biomarker in der SCA3

Unter dem Begriff Biomarker versteht man im Allgemeinen objektive Hinweise
auf den Gesundheitszustand eines Patienten, die prazise und reproduzierbar
gemessen werden konnen. Im Jahr 1998 definierte die National Institutes of
Health Biomarkers Definitions Working Group einen Biomarker als "ein
Merkmal, das objektiv gemessen und als Indikator fir normale biologische
Prozesse bewertet wird, pathogener Prozesse oder pharmakologischer
Reaktionen auf eine therapeutische Intervention"(Strimbu & Tavel, 2010).
2001 definierte die Biomarkers Definitions Working Group Biomarker als
Parameter, die objektiv gemessen und als Indikator fur biologische und
pathogene Prozesse oder pharmakologische Reaktionen auf therapeutische
Interventionen evaluiert werden.

Der BEST-Katalog der FDA definiert 7 verschiedene Kategorien an
Biomarkern. Darunter den Diagnostic Biomarker, den Monitoring Biomarker,
den Response Biomarker, den Predictive Biomarker, den Prognostic
Biomarker, den Safety Biomarker, den Susceptibility/Risk Biomarker (FDA-
NIH Biomarker Working Group. BEST (Biomarkers, EndpointS, and other
Tools) Resource (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK338449/ Co-
published by National Institutes of Health (US), 2024). Silver Spring (Costa
Mdo & Paulson): Food and Drug Administration (US); 2016-. FDA-NIH
Biomarker Working Group. 2016 Jan 28 [Updated 2021 Jan 25] (Costa Mdo
& Paulson) (https://www.ncbi.nim.nih.gov/books/NBK338449/ Co-published
by National Institutes of Health (US), 2024).

Das National Cancer Institute definiert Biomarker als ,Ein biologisches
Molekll, das im Blut, in anderen Korperflissigkeiten oder im Gewebe

vorkommt und ein Anzeichen fir einen normalen oder abnormalen Prozess
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oder fur einen Zustand oder eine Krankheit ist. Ein Biomarker kann verwendet
werden, um festzustellen, wie gut der Kérper auf eine Behandlung einer
Krankheit oder eines Zustands anspricht. Wird auch als molekularer Marker
und Signaturmolekil bezeichnet.”
(www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms/def/biomarker,
2024).

Biomarker sind objektiv erhebbare Merkmale eines biologischen Prozesses,
diese kdnnen mussen aber nicht mit dem klinischen Zustand eines Patienten
direkt zusammenhangen. Im Gegensatz dazu sind klinische Endpunkte einer
Studie auch Angaben Uber die Gesundheit der Studienprobanden aus Sicht
dieser Probanden. Biomarker konnen als Surrogate Endpoints in klinischen
Studien verwendet werden, als Ersatz von klinischen Endpunkten (Strimbu &
Tavel, 2010). Das Paper Weir et al. beschreibt zwei unterschiedliche
Kategorien an Biomarkern (Weir et al., 2011). Die Trait Biomarker, bei denen
es um das Vorhanden sein einer Erkrankung geht und die State Biomarker,
bei denen es um die Schwere und Auspragung einer Erkrankung geht. Die
Zielsetzung eines State Biomarker sollte eine gute Quantifizierbarkeit und
Reproduzierbarkeit sein, von Komorbiditaten unabhangig zu sein und keiner
grof3en Variation in der allgemeinen Bevdlkerung unterliegen. Entscheidend
fur die Anwendung des Biomarkers in klinischen Studien ist, dass er sehr gut
linear mit dem Krankheitsverlauf korrelieren und mit den bereits etablierten
klinisch-pathologischen Parametern der Erkrankung korreliert. (Henley et al.,
2005; Weir et al., 2011). Biomarker bei neurodegenerativen Erkrankungen
haben das Potential eine frihere Diagnose zu ermdglichen, den
Krankheitsverlauf zu Uberwachen und den Erfolg einer Therapie zu
dokumentieren und zu beurteilen (Henley et al., 2005). Ohne gut messbare
und objektive Parameter fur klinische Therapiestudien, die als Endpunkte
verwendet werden kénnen, sind fir diese lange Laufzeiten und grof3e
Probandenzahlen nétig um eine ausreichend signifikante Testpower zu
erreichen (Weir et al., 2011). Besondere fiir eine so seltene Krankheit wie die
SCA3 kann die Einbindung einer gro3en Anzahl an Probanden problematisch

sein, da zum einen genugend Probanden erstmal rekrutiert werden mussen,

29



zum anderen diese Probanden im Verlauf der Studie nicht parallel fur weitere
Studien zur Verfligung stehen (Lima & Raposo, 2018; Saute & Jardim, 2018).
Bildgebung des Zentralen Nervensystems kann fur Diagnose und
Verlaufsdokumentation ~ zahlreicher = neurodegenerativer  Krankheiten
verwendet werden. Die zahlreichen Modalitdten der Bildgebung, die zur
Verfligung stehen, kénnen auch dazu verwendet werden Auffalligkeiten in
den Gehirnen pra-symptomatischer Mutationstrager zu erkennen und um den
optimalen Therapie Zeitpunkt flr eine neuroprotektive Therapie festzulegen
(Henley et al., 2005). Mittels MRT und PET-Diagnostik konnten in
symptomatischen wie asymptomatischen SCA3 Patienten Auffalligkeiten
festgestellt werden (Riess et al.,, 2008; Wan et al., 2020). In MRT
Untersuchungen zeigten sich in einem Kollektiv an SCA3 Patienten im
Vergleich zu gesunden Kontrollen eine Atrophie des Cerebellums, der Pons,
sowie der Medulla oblongata und des Rickenmarks, auflerdem eine
Vergroflerung des vierten Ventrikels (Burk et al., 1996). Durch eine
Untersuchung mit iDiffusion Tension Imaging kann zwischen pra-
symptomatischen Mutationstragern und Kontrollen unterscheiden werden (de
Oliveira et al., 2023). In einer MRT-Studie liel® sich die Lange des CAG-
Repeats der Patienten mit dem Ausmaly an Atrophie in Hirnstamm, Pons,
Nucleus Caudatus und Putamen korrelieren (Schulz et al., 2010). Wahrend
ein Volumenverlust in alle subkortikalen Regionen in SCA3 Patienten im
Vergleich zu Gesunden in der Studie von Schulz et al., (Schulz et al.) gezeigt
wurden, waren verglichen mit SCA1 und SCAG Patienten bei SCA3 Patienten
eine weniger starke Atrophie des Cerebellums zu beobachten (Schulz et al.,
2010).

Der SARA Score ist bisher das meist verwendete Tool um Effekte von
Therapien auf die Ataxie zu messen in Studien zur SCA3 (Saute & Jardim,
2018). Der SARA Score wurde in einer Studie mit jeweils 167 bzw. 119
Probanden mit spinozerebellarer Ataxie getestet und validiert. Anhand von 8
Kategorien soll die Auspragung einer Spinocerebellaren Ataxie beurteilt

werden, diese umfassen Gang, Stand, Sitzen, Sprache, Finger-Folge Test,
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Finger-Nase Test, Tests fur Diadochokinese und Ful3-Schienbein Test. Der
SARA Score eignet sich nicht zur Erfassung von nicht-ataktischen
Symptomen einer Erkrankung (Schmitz-Hubsch et al., 2006). Der SARA
Score lasst sich nicht nur zur Beurteilung einer autosomal dominant vererbten
Spinocerebellare Ataxie wie der SCA3 verwenden, sondern auch in einer
heterogenen Gruppe von Erkrankungen, die zu einer Ataxie fliihren (Weyer et
al.,, 2007). Der SARA Score ist mit Modifikationen sogar im Kinder- und
Jugendalter anwendbar (Schouwstra et al., 2022). Zur Bewertung von nicht
ataktischen neurologischen Symptomen kann der INAS Score verwendet
werden (Saute & Jardim, 2018). Da die SCA3 Kklinisch nur langsam
progredient ist, werden lange Laufzeiten von Studien und grol3e
Probandenkollektive nétig um einen Effekt einer Therapie zu zeigen.
Deswegen konnen hier alternativ Surrogate Marker als Endpunkte einer St-
die verwendet werden. Surrogate Marker sind Biomarker, die erwiesener
Malen als Ersatz fur einen klinischen Endpunkt verwendet werden kdnnen
und den Effekt einer Therapie zeigen kénnen. Fur die SCA3 kdnnte ein
sensitiver Biomarker sehr wichtig sein, um Therapie Studien abzuklrzen
(Katz, 2004; Saute & Jardim, 2018; Temple, 1999).

Eine erhdhte Konzentration an Neurofilament light Chain (NfL) in Liquor und
Blut ist ein Zeichen fur einen neuroaxonalen Schaden. NfL kann in
verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen wie MS, ALS, Demenz und
Parkinson, aber auch nach einem Schadel-Hirn Trauma, als Marker fir
Neurodegeneration und Axonschaden verwendet werden. Da NfL dabei
hochspezifisch fiir Neuronenschaden ist, kann es zur Uberwachung des
Krankheitsverlaufs aber auch einer Therapie verwendet werden (Khalil et al.,
2018). NfL kommt ausschlieBlich im Plasma von Neuronen vor und ist als
Untereinheit der Neurofilamente zu betrachten. Neurofilamente dienen der
Stabilisierung von Neuronen und ermdglichen das radiare Wachstum von
Axonen, deswegen ist NfL besonders konzentriert in groReren myelinisierten
Axonen (Gaetani et al., 2019). Da NfL aber auch mit zunehmendem Alter

exponentiell vermehrt freigesetzt wird, wurde bereits an einer Ubersicht tber
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altersangepasste NfL-Werte gearbeitet. Zwischen den Geschlechtern und
zwischen verschiedenen Ethnien konnte jedoch keine signifikante Differenz
in den NfL Werten festgestellt werden, sodass hier keine Anpassung der
Werte bendtigt wird (Harp et al., 2022). Fir eine andere PolyQ Erkrankung
Chorea Huntington wurde Nfl bereits als vielversprechender Biomarker fir
Krankheitsbeginn und Verlauf beschrieben (Byrne et al., 2017; Khalil et al.,
2018). Plasma NfL war in Mutationstragern der SCA3 signifikant erhoht im
Vergleich zu Kontrollen (Garcia-Moreno et al., 2022).

Auch das Erkrankungsprotein Ataxin-3 selbst wurde als potentieller
Biomarker untersucht und ist ein vielversprechender Kandidat als Biomarker
fur Therapiestudien (Gonsior et al., 2021; Hubener-Schmid et al., 2021;
Nguyen et al.,, 2013). Ataxin-3 ware in der FDA-Klassifikation als
pharmodynamics/response Biomarker anzusehen und viele Therapieansatze
zielen auf Erniedrigung des Ataxin-3 ab (Gonsior et al., 2021).

Nguyen et al. nutze und etablierte die Time resolved Fluorescence resonance
energy transfer (TR-FRET) Technik um die Level an I6sbarem expandiertem
ataxin-3 in den besonders betroffenen Hirnregionen von SCA3 Mausen zu
bestimmen (Nguyen et al., 2013). Die Studie beruhte auf der Untersuchung
von Ganz Hirn Homogenate und Lysaten des Cerebellums auf I6sliches
expandiertes Ataxin-3 bei 12 Monate alten und 22 Monate alten SCA3
Mausen im Vergleich zu Wildtyp Mausen. Diese Untersuchungen ergaben ein
gleichbleiben der Level an léslichem Ataxin-3 in den Ganz Hirn Homogenate
im Krankheitsverlauf, aber einen Ruckgang der l6slichen Ataxin-3 Level im
Cerebellum. Dies ging im Cerebellum mit einer erhéhten Anzahl und GréRRe
von Ataxin-3 Aggregaten in der Messung nach 22 Monaten einher. Wichtig ist
zu bedenken, dass das Cerebellum pathologisch einer der Hauptschauplatze
der SCA3 ist.

Um wirklich als Endpunkt einer Studie herangezogen zu werden muss die
Korrelation zur Klinik der Patienten zuverlassig sein, aber fur die Anwendung
im klinischen Kontext am Menschen ist es auch sehr wichtig Ataxin-3 in einer

relativ einfach zur Verfligung stehenden Korperflissigkeit bzw. Biomaterial
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messen zu konnen, welche eventuell auch mehrfach enthommen werden
kann um eine Progression der Krankheit nachvollziehen zu kénnen. Eine
weitere Studie konnte mit Hilfe eines SMC Immunoassay expandiertes
Ataxin-3 in Plasma und CSF von Mutationstragern messen (Hubener-Schmid
et al., 2021). Das expandierte Ataxin-3 war im Plasma signifikant hoher als
das Signal in den pra-ataktischen Mutationstragern, und korrelierte positiv mit
dem klinischen Krankheitsstadium der Patienten gemessen am SARA Score.
Fir CSF lies sich keine Differenzierung in den bereits ataktischen und pra-
ataktischen Probanden vornehmen und auch der SARA Score der
ataktischen Probanden zeigte keine Korrelation mit den Ataxin-3 Werten im
CSF. Generell ist noch anzumerken, dass Ataxin-3 im Plasma im Vergleich
zum CSF bis zu 10-mal haufiger vorkommt. Der Assay konnte auch sehr gut
in Plasma und CSF zwischen Mutationstragern und Kontrollen differenzieren.
Im Beobachtungszeitraum von einem Jahr zeigten sich bei den Probanden
die Ataxin-3 Level sehr stabil (Hubener-Schmid et al., 2021).

Die Studie von Gonsior et al. misst das full-length Ataxin-3 sowie das
expandierte Ataxin-3 in PBMC-Zellen (Peripheral Blood Mononuclear Cells)
mit einer TR-FRET Technologie (Gonsior et al., 2021). Unter full-length
Ataxin-3 versteht man sowohl das normale als auch das expandierte Ataxin-
3 in Summe. Mit der TR-FRET Messung in den PBMC-Zellen fur expandiertes
Ataxin-3 war eine sehr gute Diskriminierung zwischen den pra-ataktischen
und ataktischen Mutationstragern sowie eine positive Korrelation zu den mit
dem SARA Score beurteilten klinischen Zustand der Patienten mdglich.

Die Messung des full-length Ataxin-3 zeigte keine lineare Korrelation zum
klinischen Zustand der Patienten. Auffallend war, dass pra-ataktische und
mild betroffene ataktische Mutationstrager niedrigere full-length Ataxin-3
Werte hatten, als Kontrollen. Besonders niedrige Werte an full-length Ataxin-
3 waren mit einem schnelleren Fortschreiten der Ataxie-Erkrankung in
Patienten korreliert. Die beschriebene Technik zeigte in Plasma und CSF

keine Sensitivitat fur Ataxin-3 (Gonsior et al., 2021). In dieser Studie zeigte
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sich auch die Bedeutung eines hoch standardisierten Ablaufs und

standarisierter Materialien flir die Genauigkeit der Untersuchungen.

1.8 Messtechniken des Ataxin-3

Um Ataxin-3 als Biomarker fur bevorstehende Therapiestudien zu verwenden
ist es besonders wichtig diese zuverlassig und genau messen zu kdnnen.
Dafur werden hochsensitive Messverfahren bendtigt, welche zuverlassig und
auch spezifisch das gesuchte Ataxin-3 messen kdnnen. An dieser Stelle
mochte ich auf die fur diese Arbeit relevanten hochsensitiven Messtechniken
fur Ataxin-3 eingehen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden hochsensitive TR-
FRET Messung des full-length Ataxin-3, ein ultrasensitiver Simoa Assay fur
das expandierte Ataxin-3 und ein ultrasensitiver Singulex Assay fur das
expandierte Ataxin-3 durchgeflhrt.

Die TR-FRET Messung des full-length Ataxin-3 basiert auf der Technik des in
(Gonsior et al., 2021) etablierten TR-FRET. Es handelt es sich um einen
sogenannten Time-resolved fluorescence energy transfer Inmunoassay (TR-
FRET), die bereits von (Nguyen et al., 2013) zur Quantifizierung von
expandiertem Ataxin-3 angewendet wurde. Bei (Nguyen et al., 2013) wurde
die 1H9 (Millipore, MAB5360) und MW1 Antikorper Kombination benutzt. Der
Antikorper 1H9 bindet dabei an Epitope E214-L233. Die Bindung Stelle fur
1H9 liegt 63 Aminosauren vor dem CAG Repeat. Der MW1 Antikorper wurde
fur die Huntington Forschung entwickelt und bindet gezielt an den
expandierten CAG Repeat, wobei MW1 besonders gut an langere CAG-
Repeats Repeats bindet (Ko et al., 2001).

Im TR-FRET binden 2 Ataxin-3 spezifische Antikorper, welche einen
Fluorophor tragen, an das zu detektierende Ataxin-3 Protein. Durch die
raumliche Bindung beider Antikdrper wird Energie vom Donor Molekl auf das
Akzeptor Molekul Ubertragen. Der Donor ist dabei mit Terbiumkryptat (Tb)
markiert, der Akzeptor mit D2-Casium (D2). Die Energieubertragung erfolgt
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bei einem Abstand der beiden Molekule von 5-9 nm. Zunachst wird ein 1 ms
Puls des Lasers abgegeben. Die Hintergrundfluoreszenz des Mediums und
des Akzeptors klingt nach kurzer Zeit ab, um sie nicht falschlicherweise zu
messen beginnt die Messung erst 100 ps nach dem Puls. Die
Hintergrundfluoreszenz des Donors klingt erst nach mehreren 100 ps ab.
Findet ein Energie Transfer zwischen Akzeptor und Donor statt, halt das
Signal des Akzeptors auch mehrere 100 ps an. Das Signal des Donor Molekll
liegt bei einer Intensitat 615 nm und das Signal des Akzeptor Molekl bei 655
nm (Cui et al., 2014). Die vom Akzeptor Molekll freigesetzte Energie kann
durch Laser gemessen werden und die Menge des Proteins berechnet
werden. Die Maldeinheit fur die Proteinkonzentration ist beim TR-FRET AF
(Cui et al., 2014; Gonsior et al., 2021). Die Berechnung erfolgt mit folgender
Formel (Abbildung 1.1)

Ratio % — Ratio % (Hintergrund) y

AF = 100

Ratio % (Hintergrund)

Abbildung 1.1 Formel zur Berechnung von AF (Abbildung nach Promotion Patrick Pelz 2022
Tiibingen): Die Abbildung zeigt die Formel zur Berechnung von AF (Proteinkonzentration) aus den Daten
flir das Verhéltnis der Lasermessung bei 665 nm und 620 nm.

Mit einem TR-FRET Immunoassay, wo beide Antikorper im full-length Ataxin-
3 Protein binden, kann das gesamte physiologische Ataxin-3 und das
mutiertes PolyQ-expandierte Ataxin-3 in PBMC (Pheripheral Blood
Mononuclear Cell) sowie Fibroblasten, IPSCs (induced pluripotent stem cell)
und post-mortem entnommenen zerebellarem Gewebe bestimmt werden.
Ebenfalls wurde in dieser Studie ein TR-FRET Immunoassay spezifisch fur
PolyQ-expandiertes Ataxin-3 generiert und validiert. Dabei bindet einer der
fluoreszenz-markierten Antikorper spezifisch auf der in Mutationstragern
verlangerten PolyQ-Region und bestimmt damit zuverlassig die Menge an
PolyQ-expandiertem Protein (Gonsior et al., 2021). Dieser Immunoassay

wurde angelehnt an einen ahnlichen bereits publizierten Immunoassay,
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welcher fur das Huntingtin Protein bei Chorea Huntington entwickelt wurde
(Daldin et al., 2017). Leider kdnnen die Ataxin-3 spezifischen Immunoassay
aufgrund einer geringen Sensitivitat nicht in Serum, Plasma oder Liquor
angewendet werden. Es misst zuverlassig Ataxin-3 Menge im Bereich von
0.001 bis 0.025 pg/ul (Gonsior et al., 2021). Fur die Messung des full-length
ataxin-3 wurden Antikérper 1H9 (Millipore, MAB5360) and ataxin-3 N-term
(Abcam, ab96316) verwendet. 1H9 wurde mit D2 gelabelt und n-Term mit Tb.
Fir die Messung des expandierten Ataxin-3 wurde ebenfalls der Antikdrper
1H9 verwendet sowie der Antikbrper MW1 (Study Hybridoma bank). MW
wurde dabei mit D2 gelabelt und 1H9 mit Tb (Gonsior et al., 2021).

Die SMCPro oder Singulex (Singulex Molecule Counting Immunoassay)
Methode ist eine hochsensitive Methode, die ebenfalls auf der Bindung von 2
fluoreszierenden Antikérpers beruht, sie verwendet jedoch zusatzlich
magnetische Partikel und separate Inkubationszeiten fur beide Antikorper.
Die SMC-Technologie ist eine Weiterentwicklung des klassischen ELISA
Assay mit zusatzlichem Elution Schritt, magnetischen Partikeln und target
capture Antikdrpern, mehreren Waschschritten und Ubertragung auf eine
neue Platte vor der Messung vor der Auswertung durch das
SMCxPro™Gerat. Die Technik ermoglicht eine Messung von Proteinen in
einem breiten Feld aus sehr niedrigen Konzentrationen und sehr hohen
Konzentrationen (Hwang et al., 2019). Mit der SMC-Technologie wurde
bereits fur die Bestimmung von mutiertem Huntingtin im CSF von Chorea
Huntington Patienten mit der Antikérper Kombination MW1 und 2B7
entwickelt (Wild et al., 2015). Die verwendete Singulex Plattform entspricht
dem Versuch in (Hubener-Schmid et al., 2021). Auch in dieser Methode
werden die bereits oben erwahnten Antikorper 1H9 und MW1 verwendet.
Dieser Assay ist fur die Singulex Messung in Plasma und CSF etabliert, wurde
aber in der vorliegenden Arbeit nur fir Plasma Messungen verwendet. Diese
Analysen wurden fir diese Arbeit durch die Firma Evotec (Hamburg)
durchgefuhrt.
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Der Single Molecule Assay (Simoa) ist eine weitere hochsensitive Methode
um Proteine auch in sehr geringen Konzentrationen zu quantifizieren. Fur die
Messung der Proteine werden paramagnetische Partikel und spezifische
Antikorper verwendet, wobei der technische Vorteil vor allem darin besteht,
dass die Molekule und ihr einzeln digital gezahlt werden. Dafur werden mit
Antikorper beschichtete Beats in so hoher Konzentration zu den Proben
gegeben, sodass nur 1 Molekll an eines der Beats bindet. Nach Zugabe eines
weiteren Antikorpers wird ein Immunkomplex gebildet, dessen Fluorescence
dann als Signal ausgewertet wird (Cohen et al., 2019). Die Simoa Technik
wurde von (Wilke et al., 2020) verwendet um NfL in SCA3 Patienten zu
messen. Auch (Li et al., 2019) verwendeten einen Simoa Assay zur Messung
von NfL in Serum und CSF. Weitere Anwendungsgebiete dieser Technik ist
auch das Messen von NfL in Alzheimer Patienten (Sahrai et al., 2023). Diese
Analysen wurden fur diese Arbeit durch das NMI Reutlingen durchgefuhrt und
analysierten das expandierte Ataxin-3 in Plasmaproben mit der Antikdrper
Kombination 1H9 und MW1. Der Singulex und der Simoa Assay fur Ataxin-3
sind ultrasensitive Methoden, welche auch in CSF, Plasma und Serum Ataxin-

3 messen koénnen (Gonsior et al., 2021).

1.9 SNP im ATXN3 Gen

Es gibt im menschlichen Genom zahireiche Single Nucleotide Polymorphism
(SNP), bei der nur eine einzelne Base vertauscht wurde. Dies hat in den
meisten Fallen keinen Krankheitswert. Im ATXN3 Gen sind bereits zahlreiche
SNP bekannt. Fir das ATXN3 Gen spielen im Rahmen dieser Arbeit
hauptsachlich 3 SNP eine Rolle: das SNP 1118, SNP 987 sowie SNP 669.

Das ATXN3 BP 1118 liegt auf Chromosom 14 auf Exon 10 des ATXN3 Gens
(ch14:92070879) (dBSNP rs7158733). Es liegt ca. 132 Basenpaare hinter
dem CAG Repeat. Aus dem Tausch TAC>TAA entsteht aus einem Tyrosin

Codon an Position 349 eines Stopcodons, was zu einem Abbruch und eine
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verkurzte Isoform des Ataxin-3 fuhrt (Prudencio et al., 2020). Daraus ergeben
sich 3 moégliche Varianten an Kombinationen von Allelen: A/A;A/C;C/C (Goto
et al., 1997). Es gibt auch noch eine weitere Variante. durch den Tausch
TAC>TAT kommt es zur Bildung eines Tyrosin Codon, damit bleibt
urspringliche Lange des Ataxin-3 erhalten. Das SNP 1118 fuhrt zur
Entstehung der ataxin-3aL Form und der ataxin-3aS Form (ataxin-3a Uniprot
ID P54252-1). Der ataxin-3aS Form fehlen durch das Stopcodon 16
Aminosauren am C-terminalen Ende im Vergleich zur Referenzform ataxin-
3c (UniProt ID P54252-2) (Weishaupl et al., 2019). Studien zeigten, dass das
TAA-Codon, was dann wiederum zu Ataxin-3a$S fuhrt in den Mutationstragern,
mit einem Anteil von 87 %, sehr haufig ist (Prudencio et al., 2020). Die TAA-
Variante ist mit der weitverbreiteten Joseph-Linie verbunden (Martins &
Sequeiros, 2018; Prudencio et al., 2020). Das ATXN3 BP 1118 ist damit ein
sehr interessanter Ansatzpunkt fur spezifische Gene Silencing Ansatze
(Prudencio et al., 2020).

Das ATXN3 BP 987 ist am 3' Ende des CAG Repeats gelegen (Maciel et al.,
1999). Das SNP 987 liegt auf Chromosom 14 in Exon 10 (dBSNP:
rs12895357) (Position: ch14:92071010). Beim SNP 987 handelt es sich um
einen Austausch von CGG>GGG. Durch diesen Austausch wird ein Glycin
statt eines Arginins eingeflgt an Aminosauren Position 318 (Goto et al., 1997,
Kawaguchi et al., 1994). Das SNP 987 kann auf Grund seiner starken
Haufung in SCA3 Patienten ebenfalls fur spezifische RNA Silencing
Therapiestudien verwendet werden (Hauser et al., 2022). Die Kombination
aus den Haplotypen CCG und TAA ist vor allem unter den japanischen

Mutationstragern sehr haufig (Goto et al., 1997).

Das ATXN3 BP 669 liegt auf dem Chromosom 14 auf Exon 8 (Position:
14:92071010) (ABSNP: rs1048755). Beim SNO 669 handelt es sich um einen
Austausch von ATG>GTG. Durch diesen Austausch wird an Aminosauren
Position 212 Valin statt Methionin eingefugt (Goto et al., 1997). Eine Studie
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an SCA3 Mutationstragern zeigte, dass 70 % aller SCA3 Patienten den ACA-

Kombination der 3 untersuchten SNP aufweisen (Gaspar et al., 2001).

1.10 ESMI-Kohorte

Die Probanden dieser Arbeit stammen aus der ESMI-Kohorte. ESMI steht fur
European Spinocerebellar Ataxia Type 3/Machado-Joseph Disease Initiative.
Die ESMI-Studie wird durch das EU-Programm JPND in Zusammenarbeit mit
der EU-Kommission (Jpco-fuND) und dem Bundesministerium fir Bildung
und Forschung gefordert. Weitere Forderer auf nationaler Ebene sind das
Medical Research Council (MRC, Vereinigtes Konigreich), Fundagao para a
Ciéncia e a Tecnologia (FCT; Portugal) und die Niederlandischen
Organisation fur Gesundheitsforschung und -entwicklung (ZonMw,
Niederlande). Die ESMI-Kohorte besteht aus Mutationstragern und
erstgradigen  Angehodrigen von Mutationstragern, die selbst ein
Erkrankungsrisiko von 50% haben, sowie gesunden Kontrollen. Es umfasst
Standorte in Deutschland (Bonn, Tubingen, Aachen, Essen, Frankfurt),
Portugal, GroRbritannien und den Niederlanden, mit Kooperationen in
Frankreich, Brasilien und den USA. Es sind noch weitere Kooperationen mit
anderen  Standorten geplant. Prof. Thomas Klockgether vom
Universitatsklinikum Bonn und dem DZNE koordiniert die Studie. Die zweite
Studienkoordinatorin ist Dr. Jennifer Faber vom Universitatsklinikum Bonn.
Ziel der Studie ist das Kreieren einer Trial-Ready Kohorte, welche grof3 genug
ist um Medikamentenstudien an ihr durchzufuhren. Ein weiteres wichtiges Ziel
ist die Etablierung von prognostisch relevanten Biomarkern. Die Studie sowie
die Abnahme und Untersuchung der Biomaterialen sind hoch standardisiert
und umfasst neben Blut bzw. CSF-Entnahmen, eine klinische Untersuchung
des Probanden was Krankheitsprogression und Lebensqualitat angeht und
eine Bildgebung durch ein MRT. Die hier erhobenen Daten sollen
wegweisend fur die Planung weiterer Studien und Therapiekonzepte sein. Die
ESMI-Kohorte umfasst mehr als 800 Probanden
(www.dzne.de/forschung/studien/klinische-studien/esmi, 2024)/ (www.ataxia-
study-group.net/html/studies/esmi, 2024)
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1.11 Ziele dieser Arbeit

Die SCA3 ist eine autosomal dominant vererbte neurodegenerative
Erkrankung aus der PolyQ-Familie. Grundlegend fur die Pathologie ist der
expandierte CAG Repeat im ATXN3 Gen, welcher zur Produktion von
expandiertem Ataxin-3 Protein fuhrt.  Ataxin-3 wurde in Studien als
vielversprechender Biomarker fur Krankheitsprogression und fur die
Anwendung in Therapiestudien identifiziert. Die Anwendung als Surrogate
Marker flr Therapiestudien ist besonders in einer so seltenen Erbkrankheit
wie der SCA3 wichtig. Werden klinische Endpunkte wie der SARA Score oder
der INAS Score verwendet, sind lange Laufzeiten und eine hohe
Probandenzahl nétig um statistisch eine signifikante Aussage treffen zu
konnen. Gleichzeitig fehlen diese Probanden dann fir weitere parallel
ablaufende Studien, sodass die Anzahl an moglichen Studien dadurch
verringert wird. Der Bedarf an einem zuverlassigen Biomarker ist also grol}:
zum einen ist die SCA3 die haufigste autosomal dominante SCA, zum
anderen ist der Leidensdruck der Patienten und ihrer Familien enorm grof3.
Die Krankheit hat eine 100% Penetranz und verlauft letztendlich letal fur
Betroffene. Ziel dieser Arbeit ist die Betrachtung von Ataxin-3 im
longitudinalen Studiendesign. Es wurden Blutproben aus der ESMI-Kohorte
verwendet, die zusammen mit Daten der Patienten wie Alter, AAO und
Erkrankungsdauer zur Verfugung gestellt wurden. Die Probanden wurden
uber mehrere Jahre beobachtet, klinisch im Rahmen der ESMI-Studie
beurteilt und es wurde Biomaterial enthommen. Ziel dieser Promotion ist
erstens der Vergleich von 3 unterschiedlichen Methoden Ataxin-3 zu
quantifizieren: Es wurden die hochsensitive TR-FRET Technologie verwendet
um das full-length Ataxin-3 aus PBMCs zu bestimmen (Gonsior et al., 2021).
Diese Technik wurde von mir selbst durchgefthrt, fir die Auswertung wurde
aber auch auf bereits bestehende Daten aus der Arbeitsgruppe fur die bereits
analysierten ESMI-Probanden zuruckgegriffen. Die zweite zu vergleichende
Technik war der ultrasensitiven Singulex-Technologie aus Plasma durch

Firma Evotec fur expandiertes Ataxin-3 (Hubener-Schmid et al., 2021). Die
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dritte verwendete Technik, die ultrasensitive Simoa-Technologie, die an
Plasma-Proben durch das NMI Reutlingen durchgefihrt wurde, mal} das
expandierte Ataxin-3. Ziel dieser Promotion war neben dem Vergleich der
Ataxin-3 Konzentrationen in den verschiedenen Methoden und
Biomaterialien, die Beurteilung der Stabilitat des Ataxin-3 Protein im 4 Jahres
Verlauf und wahrend der Krankheitsprogression.

Das dritte Ziel dieser Promotion war die Korrelation der Ataxin-3 Daten mit
klinischen Daten der Probanden. Die Level an full-length Ataxin-3 und
expandiertem Ataxin-3 wurden im Rahmen dieser Arbeit mit dem SARA
Score, dem INAS Score, dem Age at Onset (AAO) und der Erkrankungsdauer
(DD) korreliert. Neben diesen Analysen wurden im Verlauf dieser Arbeit die
bereits vorliegenden Daten der SNP-Analyse der ESMI-Kohorte flr die SNP
1118, SNP 987 und SNP 669 um weitere Analysen neu eingetroffener Proben
erganzt und die Verteilung der 3 genannten SNPs in der ESMI-Kohorte

nochmal neu analysiert.
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2 Material und Methoden

Die in dieser Doktorarbeit analysierten Proben und Daten wurden im Rahmen der
European Spinozerebellare Ataxia Type 3/Machado Josephs Disease Initiative
(ESMI) erhoben. Neben der Uniklinik Tubingen 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 flur die Verarbeitung der Proben an der Universitat Tubingen findet
sich unter dem Eintrag 598/2011BO1 und fur die Aufarbeitung mit dem TR-FRET
unter 911/2019B0O2.

2.1 Material

2.1.1 Gewinnung der Biomaterialen und klinischen Daten

In der ESMI-Kohorte befinden sich Merkmalstrager der SCA3 sowohl im
praataktischen als auch im ataktischen Stadium ihrer Krankheit.
Kontrollprobanden ohne expandiertes ATAXIN3 Gen befinden sich ebenfalls in
der ESMI Kohorte. Der klinische Verlauf wird wahrend der Studie erfragt sowie
im SARA und INAS Score an allen Studienzentren vergleichbar quantifiziert.
Auch die aktuelle und frihere Medikation wird wahrend der Studie protokolliert.
Die Gewinnung von Biomaterialien (Vollblut, PMCS, CSF etc.) erfolgt
hochstandardisiert nach erfolgt hochstandardisiert nach dem ESMI Manual of
Biosampling Version 3 (August 2020) um so die Proben auch zwischen den
verschieden Studienzentren mdglichst unter einheitlichen Bedingungen
abnehmen zu kdnnen. Fur diese Doktorarbeit wurde EDTA Vollblut verwendet
sowie PBMC Proben, die vor der weiteren Verarbeitung lysiert wurden. Traten
Unstimmigkeiten zwischen Genotyp und klinischen Daten des Probanden auf
oder zwischen den Genotyp zwischen zwei Proben einen Probanden wurde

versucht in Kommunikation mit dem Studienzentrum, das den Probanden betreut
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diese Unstimmigkeit aufzuklaren andernfalls wurden die Proben des Probanden

von der Auswertung ausgeschlossen.

Mit allen in dieser Arbeit eingeschlossenen Methoden TR-FRET, Simoa

(durchgefuhrt durch das NMI Reutlingen), sowie Singulex (durchgefihrt durch die

Firma Evotec) wurden longitudinale Analysen gemacht. Da die klinische

Beurteilung und Biomaterial Gewinnung so hochstandardisiert ist, war es moglich

die Proben eines Probanden die im Verlauf mehrerer Jahre entnommen wurden

miteinander zu vergleichen.

Tabelle 1 Chemikalien einschlief8lich der Hersteller und deren Hauptsitz

CHEMIKALIEN HERSTELLER, HAUPSITZ, LAND
SODIUM NITRITE Sigma-Aldrich, St.Luois, USA
AMPUWA H20 Fresenius Kabi, Bad Homburg vor der Héhe,

SIZESTANDARD KIT 600 GENOME LAB
QIAGEN PROTEASE

SEPERATION GEL-LPA 1 GENOMELAB
TRIS

GLYCERIN
NATRIUMHYDROGENCARBONAT
NATRIUMDIHYDROGENPHSPHAT -
MONOHYDRAT 298%, USO, BP
ETHANOL 99%

BSAS

COMPLETE MINI, EDTA FREE
SPEREATION GEL GENOME LAB
NATRIUMFLUORID

PEQGOLD DANN LADDER MIX

6 X ORANGE DANN LOADING DYE 1ML
PCR GRADE NUCLEOTIFR MIX
Q-SOLUTION (5X)

TAQ DNA POLYMERASE 10 X 5UNITS/pL
TRITIN X 100

TWEEN-20

BIO-RAD PROTEIN ASSAY DYE REAGENT
CONCENTRATE

Deutschland

Beckman Coulter, Brea, USA
Qiagen, Hilden, USA

Beckman Coulter, Brea, USA
Roche, Basel, Schweiz

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

SAV Liquid Produktion GmbH, Flintsbach am
Inn, Deutschland

Sigma Aldrich, St.Luois, USA

Roche, Basel, Schweiz

Beckman Coulter, Brea, USA

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, Deutschland
Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA
Roche, Basel, Schweiz

Qiagen, Hilden, Deutschland

Qiagen, Hilden, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Sigma Aldrich, St.Luois, USA

Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA
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SLS SAMPLE LOADING SOLUTION
ETHIDIUMBROMID

PCR BUFFER ,10 X

LIGHT CYCLER 480 HIGH RESOLUTION
MELTING MASTER H20 PCR GRADE

LIGHT CYCLER 480 HIGH RESOLUTION
MELTING MASTER MGCL 25 MM

DPBS DULBECCO'S PHOSPHATE BUFFERED
SALINE

Beckman Coulter, Brea, USA
Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Roche, Basel, Schweiz

Roche, Basel, Schweiz

Thermo Fischer Scientific, Waltham, USA

Tabelle 2 Verwendete Kits, sowie deren Hersteller

KITS

FIRMA, HAUPSITZ, LAND

LIGHTCYCLER 480 HIGH RESOLUTION

Roche, Basel, Schweiz

MELTING MASTER VERSION 05
FLEXIGENE DNA-KIT (250) FUR 250 ML OF

BLODD CAT.NO 51206

GENOMELAB DCTS-QUICK START KIT REF

608120

Tabelle 3 Verwendete Primer, sowie deren 5°-3'Sequenz und Produktldnge, sowie Hersteller

Qiagen, Hilden, Deutschland

Beckman Coulter, Brea, USA

PRIMER SEQUENZ (5°-3¢) PRODUKTLANGE HERSTELLER
(BP)

ATXN3 SNP 669 TAC TAGAGC TTATTT 221 Metabion, Planegg,

VORWARTS (T979) GCC AG Deutschland

10 uM

ATXN3 SNP 669 CAG AGC CCT CTG 221 Metabion, Planegg,

RUCKWARTS (T980)
10 uM

ATXN3 CAG
VORWARTS (U897)
10 uM

ATXN3 CAG
RUCKWARTS (U898)
10 uM

ATXN3 SNP 1118
+987

VOWARTS (T982)
10uM

ATXN3 SNP 1118
RUCKWARTS (V145)
ATXN3 SNP 1118
RUCKWARTS (V146)
ATXN3 SNP 987
RUCKWARTS (312)
10uM

ATXN SNP 987
RUCKWARTS(V144)
10uM

CAAAZCCT

CCAGTGACT TTGATT
CG

TGG CCTTTC ACATGG
ATGTGAA

CCAGTGACTACTTTG
ATT CG

GCA AAAATC TGG
AGC TCT

GCA AAA ATC ACATGG
AGC TCG

ACT CTG TCC TGA TAG
GTC CCC

ACT CTG TCC TGA TAG
GTC CCG

159 + 3 X repeat

159 + 3 X repeat

212

321*

321*

181*

181*

Deutschland

Metabion, Planegg,
Deutschland

Metabion, Planegg,
Deutschland

Metabion, Planegg,
Deutschland

Metabion, Planegg,
Deutschland
Metabion, Planegg,
Deutschland
Metabion, Planegg,
Deutschland

Metabion, Planegg,
Deutschland
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*Angaben pro 10 CAG Repeats

Tabelle 4 Antikérper, Beschreibung was man sieht

ANTIKORPER  FIRMA, HAUPTSITZ, LAND
ATAXIN3 1H9 Cisbio Bioassays, Codolet, Frankreich
D2

ATAXIN3 N- Cisbio Bioassays, Codolet, Frankreich
TERM

Tabelle 5 Lésungen und Puffer, Beschreibung was man sieht

DETECTION
BUFFER

DELUTION
BUFFER
COMPLETE

LYSE
PUFFER

ORANGE G

TBE (10X)

TBE (1X)

BSA 1%

50 mM NaH, PO,
400 mM NaF

0,1 % BSA

0,05 % Tween 20
DPBS

4 % Complete

1 Tabelette Complete mini EDTA free

2 ml ddH, Oauffiillen

1 % Triton 100

40 yl Complete

DPBS zu 1 ml auffillen
0,044 mM Orange G

0,35 mM Ficoll PM400
ddH, 0 zu 50 ml auffullen
890 mM TRIS Base

890 mM Borséaure

4 % 0,5 M EDTA-Na, pH 8,0
ddH,0 zu 11 auffiillen

TBE (10X)

ddH,0 zu 2| auffillen

10 % BSA (10 pg/pl) + ddH,0

Tabelle 6 Geréte, Beschreibung was man sieht

PCR-MASCHINE GS-07

BIOPHOTOMETER
CENTRIFUGE5420
VORTEXER HEIDOLPHNREAX CONTROL

G-Storm

AplhaMetrix Biotech, Rédermark, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Heidloph Instruments, Schwabach, Deutschland
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CENTRIFUGE 5418
WASSERBAD
THERMOSTAT PLUS

MULTIMODE PLATE READER ENVISION
VORTEX-GENIE 2

WAGE

PIPETUS-AKKU

CEQ8000 GENETIC ANALYSIS SYSTEM
LIGHT CYCLER 480 REAL TIME PCR SYSTEM
CONSORT ELECTROPHORESIS POWER
SUPPLY E833

UVP GELSTUDIO PLUS

PERFECT BLUE GELKAMMER

BIOTEK SYNERGY HT MICROPLSTE READER
PIPPETTEN

MULTIPETTE PLUS

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

GFL, Burgwedel, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Beckman Coulter, Brea, USA

PerkinElmer, Waltham, USA

Scientific Industries, Bohemia, USA

Pescale Wagetechnik, Bisingen, USA
Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, Deutschland
Beckman Coulter, Brea, USA

Roche, Basel, Schweiz

Consort, Turnhout, Belgien

Analytic Jena, Jena, Deutschland

PEQLAB Biotechnologie, Erlangen, Deutschland
Marshall Scientific, Hampton, USA

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Tabelle 7 Verbrauchsmaterialien, Beschreibung was man sieht

FALCON

PCR CONSUMABLES 0.2ML 8-
STRIP PCR TUBE
PIPETTENSPITZTEN

LANZETTEN

PIPETTEN EPPENDORG
RESEARCH PLUS

PROXIPLATE 384 TC PLUS, WHITE,
SHALLOW 384-WELL, TISSUE-
CULTURE TREATED, WITH LID
REAKTIONSGEFARE 1,5 ML
EPT.L.P. S RELOADS 0.1-10uL
EPT.I.P. S RELOADS 2-200uL
LIGHT CYCLER 480 MULTIWELL
PLATTE,384

SAFE-LOCK REAKTIONSGEFAR 1,5
ML AMBER, UV-TUBE

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Star Lab, Hamburg, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Star lab, Hamburg, Deutschland

Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland
Becton, Dickinson & Co LTD, Drogheda Ireland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

PerkinElmer, Waltham, Deutschland

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Roche, Basel, Schweiz

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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REAKTIONSGEFARE 2ML, PP, Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

GRADUATED, ATTACHED CAP,

NATURAL

COMBITIPS ADVANCES 50 ML Eppendorf, Hamburg, Deutschland

MICROPLATE,96 WELL, PS, F- Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

BOTTOM.CLEAR

PCR-PLATE 96X0,2 ML, Nerbe plus, Winsen, Deutschland

HALF.SKIRTED, NATRURAL

NIRTRIL HANDSCHUE GRORE S Joza Medic, Frankfurt, Deutschland

STRIPETTE 10 ML Costar, Corning, USA

DALCON STRIPETTE 25 ML Betcon Dickinson, Heidelberg, Deutschland
2.2 Methodik

2.2.1 DNA-Isolation aus Blutproben

In allen ESMI Probanden wurden die CAG-Wiederholungsanzahl und die 3
Polymorphismen SNP 987, SNP 1118 und SNP 669 im Ataxin-3 Gen aus EDTA-
Vollblut bestimmt. Um die DNA aus dem EDTA Vollblut zu bestimmen, wurden
das FlexiGene DNA-Kit von der Firma Qiagen nach Herstellerangaben
verwendet (Kithandbuch, Versionsnummer und Datumangabe). Das bei -80°C
gelagerte EDTA-Vollblut wurde zunachst im vorgeheizten Wasserbad bei 37 °C
aufgetaut. Es wurde 500 pl Vollblut genutzt, das zu 1250 pl FG 1 Puffer in ein 2
ml Reaktionsgefal} pipettiert wird. Danach wird das Reaktionsgefald 5-mal
invertiert und 3 Minuten bei 13.5000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde nun
abgekippt und auf ein sauberes Tuch zum Trocknen gestellt. Zu 250 pl FG 2
wurde jeweils 2,5 uyl Qiagen Protease gegeben. Nachdem das FG2 Puffer-
Protease Gemisch zu jeder Probe gegeben wurde, wurde es sofort gevortext
und danach kurz zentrifugiert. Darauf wurde das Blut-Puffer-Gemisch fir 5
Minuten auf 65 °C inkubiert. AnschlieRend wurde 250 pl Isopropanol in das
Reaktionsgefald hinzugegeben und 5-mal invertiert. Sollte kein Pellet oder DNA
Strange zu sehen sein, wurde das Invertieren wiederholt. Danach wurden die
Proben 3 Minuten bei 10.000 g zentrifugiert. Der Uberstand wird auf ein Tuch
abgekippt und es werden 250 pl 70 % Ethanol hinzugegeben. Das
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Reaktionsgefal® wird 5 Sekunden gevortext und erneut 3 Minuten bei 10.000 g
zentrifugiert. Der Uberstand wird abgekippt und das Reaktionsgefal umgedreht
fur 5 Minuten auf ein sauberes Tuch zum Trocknen gestellt. Nach weiteren 30
Minuten, in denen der Rest des Ethanols verdampft war, wurde 100 ul FG 3
Puffer hinzufigt und die Proben Uber Nacht im Schrank bei Raumtemperatur
gelagert, um die isolierte DNA im Puffer zu I6sen. Am nachsten Tag wurden die

Proben 10 Minuten bei 65 °C auf dem Thermomixer inkubiert.

2.2.2 Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Da bei den folgenden PCR-Reaktionen die DNA jeweils in einer Konzentration
von 50 ng/pl eingesetzt werden soll, wurde die Konzentration und Reinheit der
isolierten DNA photometrisch ermittelt. Zunachst musste das Photometer auf
den Elutionspuffer (FG3 Puffer des Qiagen DNA-Isolation Kit), in welcher die
DNA gelost ist, genormt werden. Daflr wurde dieser als erstes auf eine
Glaskuvette gegeben und gemessen. Auf dem Photometer wurde als zu
messende Substanz dsDNA (doppelstrangige DNA) eingestellt. Nachdem das
Eppendorf Photometer auf den FG3 Puffer normalisiert wurde, konnte die DNA-
Konzentration der Proben bestimmt werden. Die DNA-Proben werden gevortext
und dann wurde ebenfalls 1,5 yl enthommen und wie der FG 3 Puffer auf die
Eppendorf Glasklvette aufgetragen. Die Konzentration der dsDNA wurde bei 260
nm gemessen und in ng/yl angegeben. AuRerdem wurde die Reinheit der DNA
mittels der Absorptions-Ratio 230/280 und 260/320 bestimmt, dafir wird die
Absorption noch fur die Wellenlangen 230, 260 und 320 gemessen. Der Quotient
230/280 ist ein Indikator fur Proteinverunreinigungen. Bein einem Quotienten von
= 1,8 geht man von reiner DNA aus. Der Wert fur die Absorption Ratio 260/230
sollte zwischen 2,0-2,2 liegen, bei niedrigeren Werten geht man von einer
Kontamination aus, die bei 230 nm absorbiert. Nach der Isolation wurde die DNA

bei -20°C gelagert.
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2.2.3 Bestimmung der CAG Wiederholungsanzahl im Ataxin-3 Gen

Um die Lange des CAG Repeats sowie die SNPs 1118 und 987 zu bestimmen
wurden zunachst mit der isolierten DNA eine PCR mit Fluoreszenz markierten
Primern durchgeflihrt ,sodass der gewtlinschte Abschnitt im Ataxin-3 Gen
amplifiziert und mit einem Fluoreszenzsignal markiert wurde. Die Markierung mit
Fluoreszenzsignal ist entscheidend fir die auf die PCR folgende
Fragmentlangenanalyse. Diese wurde mit dem CEQTM8000 Genetic Analysis
System der Firma Beckmann durchgeflihrt. Das Gerat misst die Fluoreszenz der
Primer an den PCR Produkten und errechnet im Vergleich zum im Mastermix
vorhandenen Size Standard 600 die GrolRe des PCR Produkts.

2.2.4 PCR CAG Bestimmung

Zur Bestimmung der CAG-Wiederholungsanzahl des ATXN3 der isolierten DNA
wurde eine PCR (Polymerase Kettenreaktion) durchgefihrt. Die Anwendung der
PCR Methode dient dazu, mithilfe fur ein DNA-Abschnitt spezifischer Primer

diesen Abschnitt zu amplifizieren.

Die DNA , deren Konzentration vorher photometrisch bestimmt wurde, wurde auf
50 ng/ul verdunnt. Es wird ein Mastermix fur die jeweilige Probenmenge
hergestellt (siehe Tabelle 8). Die Taq Polymerase wird dabei als letztes
hinzugegeben, damit diese moglichst kurz der Raumtemperatur ausgesetzt ist.
Da die Primer fluoreszenzmarkiert sind, ist der Mastermix in einem UV-Tube
anzusetzen. Davon werden jeweils 22 yl in einen PCR Stripes pipettiert sowie 3
Ml der isolierten DNA, sodass die PCR Bestimmung mit einer Gesamtmenge von
jeweils 25 pl durchgefuhrt wird. Tabelle 9 zeigt das Thermocyclerprogramm far
die PCR der Fragmentlangenanalyse des CAG Repeat.
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Tabelle 8 Mastermix fiir PCR fiir die Fragmentlédngenanalyse des CAG Repeat

10X PCR BUFFER QIAGEN 2,5 uL
WATERS PCR GRADE 12,8 pl
5X Q-SOLUTION QIAGEN 4,0 ul
DNTP MIX PCR GRADE (10MM) 0,5 ul
PRIMER U897 (10pM) 1,0 l
PRIMER U898 (10pM) 1,0 ul
TAQ POLYMERASE (50 NG/pL) 0,2 pl
DNA (50 NG/pL) 3l
TOTAL 25 pl

Tabelle 9 Thermocyclerprogramm fiir die Fragmentldngenanalyse des CAG Repeat

THERMOCYCLER TEMPERATUR ZEIT ZYKLEN
PROGRAMM

INITIAL 94 5 min 1
DENATURATION

DENATURATION 94 1 min 1
ANNEALING 66 1 min 30
ELONGATION 72 2 min 30
FINAL ELONGATION 72 10 min 1
STORE 10 o0 1

Die PCR wurde fur jede Probe in zweimal vorgenommen: Zum einen fur die
interne Analyse und zum anderen fir das Diagnostiklabor des Instituts fur
Medizinische Genetik und Angewandte Genomik. Um zu Uberprufen, ob ein PCR

Produkt entstanden ist, wird eine Gelelektrophorese durchgefihrt.

2.2.5 PCR fiir SNP 1118 und SNP 987

Die Genotypisierung fur das SNP 1118 und SNP 987 erfolgte - wie auch die
Bestimmung des CAG Repeats - durch eine Fragmentlangenanalyse mit
fluoreszenzmarkiertem Primern. Fur den SNP 1118 wurden die Genotypen A/A
A/C und C/C bestimmt. Fir den SNP 987 wurden die Genotypen C/C G/C und
G/G unterschieden. Die verschiedenen Genotypen unterscheiden sich jeweils

nur in einer einzigen Base.
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Dafur wurde ein Vorwarts Primer verwendet sowie zwei unterschiedliche, jeweils
mit einer unterschiedlichen Fluoreszenz markierte Ruckwarts Primer, die sich nur
in einer Base unterscheiden. Die beiden rickwarts Primer wurden unterschiedlich
Fluoreszenz markiert (IRD 700 und Cy5) um die Genotypen in der
Fragmentlangenanalyse anhand der unterschiedlichen Floreszenz Signale
voneinander abgrenzen zu konnen. Zunachst wurde ein Mastermix hergestellt
(siehe Tabelle 10 und Tabelle 11) und die DNA, die amplifiziert werden sollte, auf
50 ng/ul verdinnt. Die Tag Polymerase wird abschlieRend auf Eis dazu pipettiert.
Der Mastermix wurde, um die Fluoreszenz Markierung der Primer zu erhalten, in
einem UV-Tube angesetzt. In einen PCR Stripes wird jeweils pro Reaktionsgefaf
19 pl Mastermix pipettiert sowie 1 ul DNA erganzt. Der PCR Stripe wurde in einen
Thermocycler gestellt und fir SNP 1118 als Programm Tabelle 12 und fir SNP

987 als Programm Tabelle 13 eingestellt.

Danach kann eine Gelelektrophorese durchgeflhrt werden.

Tabelle 10 Mastermix ftir PCR fiir SNP 1118

REAGENZ VOLUMEN (pL)
10X PCR PUFFER, | 2 pl

QIAGEN

WASSER, PCR 7,6 ul

GRADE

5X Q-SOLUTION, 4,0 pl

QIAGEN

DNTP MIX, PCR 1,6
GRADE (2 MM)
PRIMER T982 (10 | 1,2 l
uM) (VORWARTS)
PRIMER V145 (10 | 1,2 l
uM)

(RUCKWARTS)
PRIMER V146 (10 | 1,2 l
uM)

(RUCKWARTS)
TAQ DNA- 0,2 ul
POLYMERASE,
QIAGEN (250 U)
DNA (50 NG/pL) 1,0 yl
TOTAL 20 yl
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Tabelle 11 Mastermix fiir PCR fiir SNP 987

REAGENZ VOLUMEN (pL)
10X PCR PUFFER, 2,0 pl

QIAGEN

WASSER, PCR 13,4 4l

GRADE

FORMAMIDE 0,5 l

DNTP MIX, PCR 0,5

GRADE (10 MM)
PRIMER T982 (10 uM) | 0,8 l

(VORWARTS)

PRIMER G654 (10 pM) | 0,8 l
(RUCKWARTS)

PRIMER G655 (10uM) | 0,8
(RUCKWARTS)

TAQ POLYMERASE, | 0,2yl
QIAGEN (250 U)
DNA (50 NG/pL) 1,0 ul
TOTAL 20 yl

Tabelle 12 Thermocycler Programm fiir PCR Amplifizierung SNP 1118

THERMOCYCLER TEMPERATUR ZEIT ZYKLEN
PROGRAMM

INITIAL 94 4 1
DENATURATION min
DENATURATION | 94 15s 35
ANNEALING 58 30s 35
ELONGATION 72 1 35
min
FINAL 72 6 1
ELONGATION min
STORE 10 0 1




Tabelle 13 Thermocycler Programm fiir PCR Amplifizierung SNP 987

THERMOCYCLER TEMPERATUR ZEIT ZYKLEN

PROGRAMM
INITIAL 94 4 1
DENATURATION min
DENATURATION 94 15s 35
ANNEALING 59,5 30s 35
ELONGATION 72 1 35
min
FINAL 72 6 1
ELONGATION min
STORE 10 o0 1

2.2.6 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese dient dazu Molekule mit Hilfe eines elektrischen Feldes
nach GroRe aufzutrennen. Sie wurde vor der Fragmentlangenanalyse
durchgefuhrt um zu Uberprifen, ob ein PCR Produkt entstanden ist. Es wurde ein
1% Agarose Gel hergestellt, indem 0,6 g Agarose abgewogen und zu 60 ml TBE-
Puffer (Tris-Borat-EDTA) hinzugefugt werden. Das Agarose Gel Gemisch wurde
nun in der Mikrowelle fir 1 Minute bei 800 W erhitzt, bis sich die Agarose
vollstandig geldost hat Es wurden darauf 3 pl Ethidiumbromid hinzugefligt, um
spater die DNA unter UV-Licht darstellen zu kénnen. Das Gel wurde in eine Gel
Form gegossen, in die 2 Kamme eingehangt werden, wo es 20 Minuten
aushartet. 5 yl vom PCR Produkt wurden zu 5 uyl Orange G pipettiert und
gevortext und dann in eine nach dem Ziehen der Kdmme entstandene Tasche
pipettiert. Als Kontrolle wurde 1,5 ul des GeneRulerMix der Firma Peqglab in die
erste Tasche des Gels pipettiert. Das Gel wird dann bei 100 V in einer mit TBE
(1X) gefullten Kammer unter Spannung gestellt. Da die DNA negativ geladen ist,
bewegt sie sich unter Spannung auf die Anode zu. Nach 20 Minuten kann das
Gel durch ein unter UV-Licht ausgewertet werden. Wenn ein PCR Produkt
entstanden ist, sollte in jeder Tasche, in der PCR Produkt pipettiert wurde, eine

Bande zusehen sein. Bei einer Kontrolle sollte man eine Bande sehen,
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entsprechend der zwei ahnlich Gro3en PCR Produkte bei der CAG Analyse. Bei
einem heterozygoten Mutationstrager sollten 2 Banden entsprechen der
unterschiedlich groen PCR Produkte ,dem expandierten ATAXN3 Gen und dem
nicht expandierten. Bei einem homozygoten Mutationstrager war ebenfalls nur
eine Bande zu erwarten , diese jedoch auf hohe eines Expandierten CAG-
Repeats (Abbildung 2.1. Waren keine Bande zusehen sprach das dafir, dass die
PCR Amplifizierung nicht erfolgreich war und die PCR wurde wiederholt. Wenn
ein PCR Produkt entstanden war wurde ein Foto unter UV-Licht (UV-Gelstudio
Plus, Analytik Jena) gemacht. Es ist notwendig das Foto unter UV-Licht zu
machen, da das im Gel enthaltene und mit der DNA interkalierende
Ethidiumbromid unter UV-Licht zerfallt und sichtbare Fluoreszenz entsteht. Im
Anschluss wurde eine Fragmentlangenanalyse durchgefuhrt, welch nachfolgend

beschrieben wird.
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Abbildung 2.1: Foto der Gelelektrophorese unter UV-Licht der CAG PCR der Proben
Tiibingen 40, 41, 42, 43, 44, 45 (2 X) sowie an erster und letzter Position den Gene RulerMix
der Firma Peqlab. Bei den Proben Tiibingen 40 (B), 41(C), 42 (D) sowie 45 (G und H) sind zwei
Banden zuerkennen, es handelt sich um Mutationstréger fiir SCA3, Bei Tiibingen 43 (E) und 44
(F) ist nur eine Bande zuerkennen (bzw. zwei sehr nah beieinander eigene Banden). Diese
Probenanden tragen kein expandiertes ATXN3 Gen. Der Gene RulerMix (A und 1) erméglicht die
Abschétzung des molekularen Gewichts der PCR-Produkte.

2.2.7 Fragmentlangenanalyse

Die Fragmentlangenanalyse erfolgt mithilfe des Fragmentlangenanalysegerats
CEQ8000 Genetic Analysis System der Firma Beckman Coulter durchgefuhrt um
nun die unterschiedlichen Genotypen anhand ihres Floreszenz Peak zu

identifizieren.

Die GrolRenbestimmung findet anhand einer Kapillarelektrophorese statt. Das
Prinzip der Kapillarelekrophorese beruht darauf ,dass Moleklle sich durch ein

flissiges Medium (hier Genome Lab Separation Gel, Beckman Coulter) unter
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Einfluss eines elektrischen Feldes Bewegen, wobei Ladung und Grolke die
Geschwindigkeit der Moleklle bestimmt. Der beigefligte fluoreszenzmarkierte
Size Standard dient der Grolenbestimmung des PCR-Produkts durch die
Software des Gerates. Der Genotypen der PCR Produkte kann bei der
Fragmentlangenanalyse anhand der unterschiedlich farbigen
Fluoreszenzmarkierungen der unterschiedlichen Rickwartsprimer unterschieden
werden. Mit dieser Methode lasst sich auch feststellen welches der beiden Allel
welchen Genotyp tragt, denn durch die verschiedene GrdéfRe der PCR Produkte
kommt es zu verschiedenen Durchlaufzeit durch die Kapillare und deswegen
werden die PCR-Produkte je nach Grofle zu einem unterschiedlichen Zeitpunkt

durch die Laser-Detektoreinheit detektiert.

Zuerst wird - abhangig von der jeweiligen Zahl an zu analysierenden Proben - ein

Mastermix wie in Tabelle 14 erlautert hergestellt.

Tabelle 14 Mastermix fiir Fragmentldngenanalyse im Beckman Geréat

REAGENZ VOLUMEN (pL)

SIZE STANDARD BECKMAN 0,5 ul
STANDARD LOADING SOLUTION | 34,5 ul

BECKMAN
PCR PRODUKT 5 ul
TOTAL (PRO WELL) 40 pl

Solte das PCR Produkt so stark konzentriert sein, dass in der
Fragmentlangenanalyse der Size Standard nicht mehr dargestellt werden konnte,
wurde ein erneuter Durchlauf durchgefuhrt , bei dem das PCR Produkt 1:20 mit

H,0 Ampuwa verdunnt wurde.

Die Probenplatte wird mit 35 ul des Mastermix und 5 ul des PCR Produkt befllt.
Zusatzlich wird noch eine Leerreihe vor den eigentlichen Proben mit
H,0 Ampuwa beflllt. Auf jedes beflllte well wird nun ein Tropfen des mineral oil

von Beckman gegeben. Auf der Puffer Platte werden darauf die entsprechenden
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Reihen, die mit Proben bzw. H,0 Ampuwa beflllt wurden, mit Separation Buffer

von Beckman versehen. Die Matrix fir die Platte wird nun am Desktop des an

das Fragmentlangenanalysegerats angeschlossenen Computers beschriftet und

die beiden Platten in das Gerat gestellt. Fur die Fragmentlangenanalyse des CAG

Repeats wird die Einstellung Frag 3 (Tabelle 16) ausgewahlt.

Fur die

Fragmentlangenanalyse der SNP 1118 und SNP 987 wird die Einstellung Frag 2
(Tabelle 15) gewahlt.

Tabelle 15 Einstellungen des Frag 2 Programmes

KAPILLARE DENATURIEREN INJEKTION TRENNUNG
TEMPERATUR 35°C 90°C
°C 2,0 6,0
SPANNUNG IN
KV
DAUER IN SEC Auf Erreichen der 120 30 60 min
Ausgangstemperatur
warten
Tabelle 16: Einstellungen des Frag 3
KAPILLARE DENATURIEREN INJEKTION TRENNUNG
TEMPERATUR 57 °C 90 °C
°C
SPANNUNG IN 2,0kv 6,0 kV
KV
DAUER IN SEC Auf Erreichen der 120 30 60 min
Ausgangstemperatur
warten

Die Auswertung fur die CAG Repeatlangen Analyse erfolgt mit dem Programm

SCA 3 Diagnostik, die den dargestellten Peaks die CAG Repeatlangen
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automatisch zuordnet (siehe Abbildung 2.2). Die Peaks entstehen durch die

Fluoreszenzmarkierung der verwendeten Primer.
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Abbildung 2.2 CAG Fragmentlangenanalyse der Probe Bo56 mit Genotyp 21/28: Die blauen
Peaks zeigen das Fluoreszenzsignal der PCR-Produkte. Die roten Peaks sind
Fluoreszenzsignale des Size Standard 600.

Die Auswertung fur die SNP 1118 und SNP 987 erfolgt mithilfe des Programms
Standard 600. Ausgewertet wird anhand der unterschiedlichen Farben der Peaks

wie in Abbildung 2.3 dargestellt.
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Abbildung 2.3: Auswertung der Fragmentldngenanalyse der PCR zu Amplifizierung fiir
SNP 1118: Die Probe Bo98 zeigt einen griinen Peak der flir Genotyp C und einen blauen Peak
flir den Genotyp A, was fiir Genotyp spricht C/A.

2.2.8 High Resolution Melting SNP 668

Das High Resolution Melting ist eine Post PCR Methode, die auf doppelstrangige
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

Erwarmung von 50 auf 95 Grad statt. Wenn in diesem Prozess die Melting
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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-
Brucken sind zwischen Guanin und Cytosin 3 H-Bricken sind, was zu einem
minimalen Unterschied in der Schmelzkurve fihrt. Im Falle des SNP 669 fuhrt
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 Fragmentlangenanalyse fur SNP 1118 und SNP 987.

Zuerst wird ein Mastermix angesetzt nach Tabelle 17 aus den Chemikalien, die
sich im Melting Master Kit der Firma Roche (Version 5) befinden. Der 2X Melting
Master ist aufgrund der Polymerase, die er enthalt, auf Eis zu pipettieren. Die zu
amplifizierende DNA wird auf 50 ng/ul verdinnt. In eine 384 well Platte wird pro
Probe jeweils 7,5 pl des Mastermix pipettiert und dazu jeweils 2,5 pyl DNA.

Diese Platte wird dann im Lightcycler von Roche platziert und das Programm

Melting Aminoacidposition V2 ausgewahlt (sieche Tabelle 18).

Tabelle 17 Mastermix fiir HRM fiir SNP 669

REAGENZ VOLUMEN (pL)
2X MELTING | 5l
MASTER

WASSER PCR | 0,5 ul
GRADE

MgCl, PCR GRADE | 1,5 l
(25 MM)

PRIMER MIX | 0,5 pl
(T987+4T980) PCR
GRADE (JE 4 pM)

DNA (50 NG/pL) 2.5l
TOTAL 10 pl
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Tabelle 18 Programm Lightcycler fiir HRM fiir SNP 669

SCHRITT TEMPERATUR TIME RATE MODE OF NUMMER OF
(°C) (MIN) ACQUISITION ACQUISITION
PRANKUBATION | 95 10 4.4 none -
AMPLIFIKATION | 95 0.17 4.4 none -
56 0.25 2.2 none -
72 0.17 4.4 Onefold -
MELTING 95 1 44 None -
40 1 4.4 None -
65 0.017 11 None -
95 - - continual 25
STORE 40 0.17 2.2 None -

Die Auswertung erfolgt anhand der vom Lightcycler (Roche) gemessenen Melting

curves (siehe Abbildung 2.4) und der daraus berechneten Melting peaks (siehe

Abbildungen 2.5-2.7). Die Melting curves und Melting peaks weisen jeweils eine

charakteristische Form auf an der sie voneinander unterschieden werden

konnen.
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Abbildung 2.4: Melting Curve SNP 669: Auswertung der auf dem Lightcycler gemessenen

Melting Curves von ESMI Probanden.
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Abbildung 2.5: Melting Peak SNP 669 Genotyp A/A: Die Abbildung zeigt die aus der Melting
Curve errechneten Melting Peaks fir einen Probanden mit dem Genotyp A/A fir den SNP 669.
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Abbildung 2.6: Melting Peak Genotyp SNP 669 A/G: Die Abbildung zeigt die aus der Melting
Curve errechnete Melting Peaks fur einen Probanden mit dem Genotyp A/G fur den SNP 669.

61



E B EEEE

o T P lorons ones (485 bim

BB

£

B

Abbildung 2.7: Melting Peak Genotyp SNP 669 G/G: Die Abbildung zeigt die aus der Melting
Curve errechneten Melting Peaks eines Probanden mit dem Genotyp G/G flr den SNP 669.

2.29 Lyse der PBMCs

Zuerst wird ein Lyse Puffer aus PBS, Complete und 10% Triton X hergestellt und
nach der Herstellung sofort auf Eis gestellt oder bei -20 Grad eingefroren bis zur

weiteren Verwendung.

Die vorher bei minus 80 Grad eingefrorenen PBMCs werden vorsichtig auf Eis
aufgetaut um die darin enthaltenen Proteine nicht zu beschadigen und die
spateren TR-FRET Messungen nicht zu verfalschen. Unter der Steril Bank der
Zellkultur wird das PBMC Pellet mittels wiederholtem Pipettieren mit dem Lyse

Puffer vermischt.

Fur ein durchschnittlich gro3es Pellet wurden 50 ul Lyse Puffer verwendet, fur
ein kleineres Pellet 30 ul und fur ein grolReres Pellet 70 pl. Die GrofRe des Pellet
- und damit die zu verwendenden Menge an Lyse Puffer - wurde im Vergleich mit
den anderen Proben abgeschatzt. Bei makroskopisch sichtbarerer
Verunreinigung der Proben durch Erythrozyten oder wenn die Proben nicht
zentrifugiert eintrafen, wurden folgende Schritte durchgefuhrt gemafl dem ESMI
Manual for Biosampling (Version 3, August 2020) : Waschen der Probe in 500 pl
sterilem PBS unter der Steril Bank, danach wurden sie 5 Minuten in

Mikrozentrifuge bei 300 ruf bei Raumtemperatur zentrifugiert .Nachdem das PBS
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unter der Steril Bank abgesaugt wurde, wurde mit dem pipettieren des Lyse

Puffers zur PBMC Probe wie oben beschrieben fortgefahren.

Nach Zugabe des Lyse Puffer wurden die Proben aus der Steril Bank genommen
und gevortext. Sie wurden nun 30 Minuten auf Eis inkubiert und alle 10 Minuten

gevortext. Danach wurden sie wieder bei - 80 Grad eingefroren.

2.2.10 Bradford Assay

Der Bradford Assay wird verwendet, um die Gesamtproteinmenge vor dem TR
FRET zu bestimmen, da die Gesamtproteinkonzentration fir die Auswertung der

TR-FRET Messergebnisse bendtigt wird.

Dabei wird zuerst wird die Standardreihe hergestellt, in dem in 7
Reaktionsgefalen 1 % BSA und MilliQ Wasser in aufsteigender Konzentration
pipettiert werden. In dem ersten Reaktionsgefald der Standardreihe befinden sich
800 ul und kein BSA, in den 6 darauffolgenden Reaktionsgefalten befinden sich
jeweils 1,2,5,15 und 20 pl, die jeweils zu 800 ul aufgefullt wurden. Danach wurden
die Proben gevortext. Die bei -80 Grad eingefrorenen PBMC Proben werden auf

Eis aufgetaut.

Von den PBMC Proben wurden jeweils 1 yl unverdinnt auf 799 pl pipettiert und
gevortext. In jedes Reaktionsgefald wurde nun 200 pl des Bradford Reagenz mit
einer Multipipette hinzugefugt und das Reaktionsgefal® sofort invertiert. Sowonhl
die Standardreihe als auch die Proben werden nun im Duplikat 100ul auf eine 96
Wells Platte pipettiert. Die Standardreihe ist in Tabelle 19 zu sehen. Die Platte
wurde anschlieffend mit einem Photometer mit einer Wellenlange von 595 nm
gemessen. Aus den Werten der Standardreihe kann eine Eichkurve erstellt
werden, um die Proteinkonzentration in den Proben zu ermitteln. Diese werden

als Referenzwerte fur die weiteren Messungen im TR FRET verwendet.
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Tabelle 19 Standardreihe Bradford Assay

1 2 3 4 5 6 7

BSA (1, 0p 1pl 2y 5p 10 15 20
NG/uL) ul ul ul
H,OMilliQ | 800 799 798 795 790 785 780

i pl i pl i i pl

2.2.11 Herstellung der Positiv Kontrollen

Beim TR-FRET sollen die PBMC-Proben mit Proben verglichen werden, die
sicher eine hoher Konzentration an ataxin-3 enthalten. Zum einen um einen
Vergleichswert fur die Ergebnisse zu haben, aber auch um einen Hook-Effekt
auszuschlie®en. Wenn sich in dem vorliegenden Proben mehr ataxin-3 als
Antikorper, die sich an dieses binden kdnnte, befinden kommt es zum Hook Effekt
,bei diesem wurde A F der Proben falsch zu niedrig ausfallen. Dafir wurden HEK
Zellen mit 15 Q und 62 Q Vektoren transfiziert und aus diesen Homogenate

hergestellt.

Zur Herstellung von Positiv Kontrollen mit einem CAG-Repeat von jeweils 15 Q
und 62Q wurden Plasmid Glycerol Stocks mit Ampicillin Resistenz verwendet.
Zur Aufreinigung der Plasmide wird das HiSpeed Plasmid Purifikation Midi Kit der

Firma Quiagen verwendet.

Zunachst wurden autoklavierte Erlenmeyer Kolben mit je 100 ml LB Medium,100
Ml Ampicillins und 100ul 15Q ataxin-3 Plasmid oder 62 Q ataxin-3 Plasmid befUllt
und bei 37 ° C Uber Nacht inkubiert. Dem Handbuch entsprechend wurde weiter
verfahren bis die Plasmide isoliert vorliegen. Die Konzentration der Plasmide
wulrd mithilfe eines Photometers bestimmt, diese wurde flr die Berechnung der

fur die Transfizieren der Zellen nétige Konzentration bendtigt.
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Die HEK T293 wurden mit Trypsin vom Boden ihrer Zellkulturflasche gelost und
neues Medium in die Flasche gegeben. Mit einer Neubauer Zahlkammer wurde
die Konzentration an Zellen im Medium aus einer 50 ul Probe des Zell-Medium
Suspension bestimmt. In einer 6 Wells Platte wurden pro well auf 2 ml Medium
400 000 HEK Zellen ausgesat. Am nachsten Tag wurden die Zellen jeweils mit
dem 15 Q Vektor oder dem 62 Q Vektor transfiziert .Daflr wurden pro Vektor
jeweils 3 1,5 ml Reaktionsgefalle beschriftet und mit jeweils 100 pl Optimen
befuhlt .Es wurde die vorher fir den Vektor berechneten Konzentration der
Vektor Plasmide dazu pipettiert. Danach wurde in jedes Reaktion Gefal 4,5 pl
Attractene als Transfektion Reagenz  pipettiert und durch wiederholtes
Pipettieren vermischt und 15 Minuten unter der Bench bei Raumtemperatur
inkubiert.

Wahrend das DNA-Attractant-Optimen Gemisch inkubierte, wurde das Medium

der 6-well Platte abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt.

Pro well wurden 115 pl des Tranfizierungs Reagenz pipettiert, dabei wurde die
Platte geschwenkt, um das Attractne gleichmafig zu verteilen, da dies, wenn nur
an einer Stelle aufgetragen wird, die HEK Zellen schadigen kann. Nach 2 Tagen
im Inkubator wurden transfizierten HEK Zellen abgeerntet und in ein
Reaktionsgefal® pipettiert. Sie wurden fur 5 Minuten bei 500 gpm zentrifugiert.
Danach wurde das Medium vom Zellpellet abpipettiert und mit 500 uyl PBS
gewaschen und dann erneut fur 5 Minuten bei 500 gpm zentrifugiert. Das PBS
wurde abgesaugt und das Reaktionsgefal® mit dem Zellpellet danach sofort auf
Eis gestellt. Es wurde 30 pl des Lyse-Puffers dazu pipettiert und durch
wiederholtes pipettiert miteinander vermischt. Nun wurden die Homogenate eine
halbe Stunde lang alle 10 Minuten gevortext. Fur die 15 Q und 62 Q Homogenate
wurden Bradford Assays angefertigt. Als Positiv Kontrollen verwendet wurden
jeweils eine 1:5 Verdinnung der Homogenante in einem 1:8 Verhaltnis mit PBS

und Complete.
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2.212 TR FRET

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 durchgefiihrt. Die
Funktionsweise des Assays beruht auf der Bedingung zweier fur ataxin-3
spezifischen Antikérper, 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 Nahe (5-9 nm) binden und der Donor angeregt

wird.

Die dabei freigesetzte Energie wird durch einen Laser detektiert und korreliert
mit der in der Probe enthaltenen Proteinkonzentration. Der Donor sendet ein
langeres Fluorsenzsignal mit 615 nm Wellenlange aus. Der Akzeptor ,ohne
Energietransfer des Donor, sendet nur ein kurzes Signal aus. Nach
Energielibertragung durch den Donor sendet der Akzeptor ebenfalls ein langeres
Signal von 665 nm aus. Die Messung wird zweimal mit einem Laser mit einer
Intensitat von 665 nm ( hier Channel 2) und 615 nm (hier Channel 1) durchgefiihrt
um das Signal des Donor und des Akzeptors zu erfassen (Cui et al. 2014).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 fur
das expandierte ataxin-3 (MW1 und 1H9tb ;1C2 D2 und 1H9 Tb) (Gonsior et al.,
2021).Im Rahmen dieser Promotion wurde hauptsachlich zur Bestimmung des
full length Proteins (expandiertes und Physiologisches ataxin-3) mit der
Kombination des 1H9 D2 Antikdrpers und n-term Tb Antikdrpers gearbeitet, die
bereits bei Gonsior et al. 2020 etabliert wurde. Abbildung 2.8 zeigt die
Bindungsdomanen der Antikorper n-term und 1H9 am ataxin-3 Protein. Die
Messung erfolgt mit 100 ys Verzoégerung, da das kurze Signal der Akzeptors vor
Energietransfer und Hintergrundsignale sonst die Messung verfalschen wirden

(Gonsior et al.). Die Messung selbst dauert 300 ps.
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Die vorher lysierten PBMC Proben werden im Verhaltnis 1:8 mit PBS +40%
Complete verdunnt. Die vorher aus transfizierten HEK Zellen mit 15 Q und 62 Q
Proteine gewonnen Homogenate wurden 1:16 im selben Puffer verdinnt zur
Uberpriifung des HOOK Effekt. Als Negativkontrolle dienen 2-6 PBS Kontrollen.
Es werden jeweils 5 ul der Probe in ein well einer 384er-well-Platte (PerkinElmer
ProxiPlate-384 Plus) pipettiert.

Die Proben werden immer im Duplikat pipettiert, um nach der Durchfihrung aus
den Ergebnissen den Pipettiere Fehler berechnen zu kdnnen. Proben die eine

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

Es wurde ein MasterMix mit beiden Antikorpern vorbereitet. Der Antikorper-Stock
wurde immer auf Eis aufgetaut, dabei wurde der Stock nie ganz aufgebaut. Der

Antikorper wurde bei -80 C gelagert.

Das full-length ataxin-3 wurde durch die Antikérper Kombination n-term TB und
1H9 D2 gemessen. Dabei sollten pro ul je 0,5 ng n-term Tb sowie 10 ng 1H9 D2
verwendet werden. Diese zu verwenden Menge Antikérper wird fiur die Stock-
Konzentration sowie fir 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 Antikérper fluoreszenz-
markiert sind ist es notwendige den MasterMix in einem UV-Tube zu pipettieren
und zu lagern. Danach wurden die Antikérper zum Detektion Buffer pipettiert.

Zum Pipettieren des MasterMix und der Proben werden gesonderte Pipettierten

verwendet die in der Arbeitsgruppe ausschlieflich fir den TR-FRET verwendet
wurden. Es wird in jedes Well das eine Probe enthilt 1 pl MasterMix pipettiert.

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

zu verhindern, dass es durch die liangere Inkubation der Antikoérper 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 Gerat (PerkinElmer Envision) um sicherzustellen, dass in alle

Wells, in die eine Probe aufgetragen wurde, auch MasterMix aufgetragen
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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 fur 24 h bei -4 Grad inkubiert. Nach 24 h Erfolgte dann die zweite

Messung.

Tabelle 20 Einstellungen des TR-FRET Geriéts:

NAME TR-FRET MIT LASER UNIT
PLATTENTYP Copy of 384 ProxiPlate
GREIFER Benutz einheitliche Greithohe
GREIFHOHE 2.5

Benutzt einheitliche Messhohe
MESSHOHE 6.5
MESSMODUS Nach Reihe, Zwei Richtungen
PLATTENANZAHL | Festgelegt

Tabelle 21 Einstellungen der TR FRET Laser Unit

NAME COPY OF HOMOGENEOUS TRF LASER
SPIEGEL:

SPIEGEL MODUL NAME LANCE/DELFIA Bias

FILTER:

EXCITATION FILTER NAME UV2 (TRF) 320

EMISSION FILTER NAME Europium 615

2TER  EMISSION FILTER | APC 665

NAME
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Tabelle 22 Stockangabe der AntikGrper

FULL- ANTIKORPER MARKIERUNG STOCKKONZENTRATION EINGESETZTE

LENGTH ANTIKORPER
ATAXIN- MENGE
3

n-term Tb 161 pl/ml 0,5ng

1H9 D2 167 pl/mi 10 ng

UiM1| UIM2

1 T80 234 241

148

Abbildung 2.8:. Schematische Darstellung des Ataxin-3 Proteins mit Bindungsdoméne der
Antikérper 1H9 D2 (lila) und n-term Tb (rot). Der n-term 1H9 Assay misst sowohl, dass
physiologische als auch das expandierte Ataxin-3, da beide Antikérper aullerhalb des PolyQ-
Abschnittes binden, N-term bindet innerhalb der hochkonservierten Josephin Doméne und 1H9
im UIM1.(Gonsior et al.)

Die Auswertung erfolgte mittels einen Excel Sheets: Zunachst wird aus den
Rohdaten das Verhaltnis aus Channel 2 (665 und Channel 1 (615 nm) berechnet.

Channel 2 (665nm)
Channel 1 (615 nm)

Ratio =

Von diesem Ergebnis wird der Mittelwert der Negativ-Proben subtrahiert, um das

Hintergrundsignal aus der Messung rauszurechnen.
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AF = Ratio — Ratio (Negativprobe)

Dieser Wert wird dann durch das Vorher mit einem Bradford Assay bestimmte in

der Probe enthaltene Proteinkonzentration geteilt.

Der Mittelwert der Duplikate wird als Messergebnisse der Probe angegeben und

weiterverwendet.

AF = Ratio — Ratio(Negativprobe)

Proteinkonzentration

2.2.13 Statistische Methoden

Alle statistischen Auswertungen wurden mit Graph Pad Prism 8 durchgefihrt.
Zunachst wurden die vorliegenden Daten mit dem Shapiro-Wilk-Test auf ihre
Normalverteilung getestet. Flr einen nicht normal verteilten Datensatz wurde die
Korrelation Spearman r durchgefuhrt, fur einen normal verteilten Datensatz der

Pearson Test.

Danach wurde jeweils auf eine lineare Korrelation getestet. Fur den Varianztest
von 3 oder mehr Gruppen eines Datensatzes, bei denen der Einfluss einer
unabhangigen Variablen Uberprift werden sollte wurde bei Nomalverteilung eine
One Way ANOVA Durchgefuhrt bei nicht Normalverteilung ein Kruskal-Wallis
Test.

Fur die deskriptive Statistik wurde bei nicht normalverteilten Proben der Median
und der Interquartilenabstand, also die 25 und 75 Perzentile bestimmt. Die
Einteilung der Signifikanz wurde p<0,05 als signifikant, p<0,01 als deutlich
signifikant (**) und p<0,001 als hoch signifikant (***) als signifikant definiert.
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3 Ergebnisse

Die SCA3 ist eine autosomal-dominant vererbte neurodegenerative Krankheit,
die durch eine progressive Ataxie gekennzeichnet ist. Charakteristisch fur die
Erkrankung ist die Produktion von PolyQ-expandiertem Ataxin-3 Protein und
Aggregation des Proteins vor allem in Pons, Kleinhirn und Hirnstamm,
Basalganglien, Hirnnerven sowie Ruckenmark (Durr et al 1996). Das losliche
expandiertes Ataxin-3 Protein wurde bereits als potenzieller Marker fur die
Diagnostik und Progression fur die SCA3 etabliert. Im Rahmen der europaischen
ESMI-Studie wurde hochstandarisiert Biomaterial von SCA3-Mutationstragern
und gesunden Kontrollen an verschiedenen Standorten in Deutschland,
Niederlande, UK und Portugal gewonnen (Santana et al.,, 2023). Zur
Beschreibung der Krankheitsprogression ist der bislang verwendete SARA Score
als klinischer Parameter eher subjektiv und eher langfristig beobachtbar, was
dazu fuhrt, dass viele Patienten fur einen Studienarm benétigt werden, um einen
signifikanten Effekt auf die Krankheitsaktivitat zu zeigen. Ataxin-3 als Marker auf
molekularer Ebene bietet die Mdglichkeit, objektiver und genauer die Wirkung
von Therapiestudien zu untersuchen mit weniger Patienten. Die fur eine Studie
bendtigte Patientenanzahl ist hochrelevant, da SCA3 eine sehr seltene
Erkrankung ist. Es ist also wichtig, die sensitivste Methode fur die Messung der
Ataxin-3-Proteinkonzentration im  Krankheitsverlauf in  verschiedenen

biologischen Proben zu bestimmen.

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden 3 unterschiedliche Methoden zur
Messung des Ataxin-3 Proteins an 2 unterschiedlichen Biomaterialien verglichen.
Der bereits von Gonsior et al., 2020 publizierte TR-FRET- Immunoassay wurde
in dieser Arbeit an PBMCs ausgefuhrt. Der Simoa Assay (durch das NMI
Reutlingen durchgefliihrt) und der Singulex Assay (durch die Firma Evotec
durchgefuhrt) wurde an Plasma durchgefuhrt. Der TR-FRET Assay, der fir diese
Arbeit verwendet wurde, misst das full-length Ataxin-3 bzw. Gesamt Ataxin-3
(expandiertes und physiologisches Ataxin-3), wahrend der Simoa Assay und der

Singulex Assay spezifisch das expandierte Ataxin-3 messen. Die gemessenen

71



Proteinkonzentrationen wurden anschlieBend mit klinischen Daten wie dem
SARA Score, dem INAS Score und dem Age of Onset (AAQO) korreliert.

Ziel dieser Promotion ist der Vergleich der unterschiedlichen Assays und
Biomaterialien. Eine weitere Fragestellung, die in dieser Doktorarbeit bearbeitet
werden soll, ist die Dynamik der Proteinkonzentration von Ataxin-3 im
Krankheitsverlauf. Dafur wurden longitudinal klinische Daten erhoben und
Biomaterialien von Probanden der ESMI-Kohorte standardisiert aufgearbeitet.
Die Auswertung der Biomaterialien erfolgte jeweils mit den 3 sensitiven Immun-
Assays TR-FRET, Simoa und Singulex. Im Rahmen dieser Promotion wurde
ebenfalls aus EDTA-Vollblut DNA isoliert und die Anzahl der CAG-Repeat sowie
die SNPs 669, 987 und 1118 in ATXN3 bestimmt und ebenfalls mit den
vorhandenen klinischen Daten korreliert. Eine Ubersicht Uber den Aufbau

einschlieldlich der verwendeten Techniken ist schematisch in Abb. 3.1 dargestellt.

ESMI-Kohorte
Gesamt Ataxin-3 Expandiertes Ataxin-3

TR-FRET C— Sirnoa o)  Singulex

Klinische Daten | SARA, AAD, SNPs, CAG Repear )

SNP GE5 SNPOg7 SNP111E CAG Repeat

Abbildung 3.1: Darstellung der Arbeitsschritte dieser Promotion in einem Flussdiagramm:
Es wurde das Ataxin-3-Proteinlevel mit dem TR-FRET Assay, dem Simoa Assay und dem
Singulex Assay bestimmt. Der TR-FRET Assay wurde an PBMCs angewendet, der Simoa und
der Singulex Assay an Plasma-Proben. Der Simoa und Singulex Assay sind beide ebenfalls an
CSF etabliert, dieses Biomaterial wurde aber im Rahmen dieser Promotion nicht untersucht. Die
Ergebnisse der Proteinlevel-Analyse wurde mit klinischen Daten wie dem AAO oder SARA Score
korreliert. Ziel ist es, Ataxin-3 als Biomarker flir die Krankheitsprogression und im weiteren Verlauf
auch fiir die Quantifizierung des Therapieerfolgs zu etablieren.
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3.1 Fulldength Ataxin-3 mit TR-FRET

Fur diese Promotion wurden 3 verschiedene Assays zur Messung des Ataxin-3
verwendet. Der erste Assay, der hier dargestellt werden soll, ist der TR-FRET
Assay zur Messung des full-length Ataxin-3. Die Abbildung 3.2 veranschaulicht
und strukturiert den Ablauf der Auswertung und ordnet das Kapital in den

Ergebnisteil ein.

ESM-Baharmn

Gecham Araain-3 Expancserips Abaxin-3

— o —

Elinischie Daten | SARA, ARD, SHPs, CAG Repeat )

ShiP 659 ShiP SEY SNFELIR CAG Reprat

Abbildung 3.2 Darstellung der Arbeitsschritte der Promotion: Im kommenden Abschnitt wird
der Teil des Arbeitsprozesses behandelt, der unter TR-FRET im Flussdiagramm vermerkt ist.

3.1.1 Kohortenanalyse

Fir die Baseline-Kohorte wurden 243 ESMI-Probanden mit dem TR-FRET Assay
untersucht. Davon waren 70 Kontrollen ohne verlangerte CAG-
Wiederholungszahl in ATXN3, 31 waren pra-ataktische Merkmalstrager (SARA
kleiner 3) und 142 ataktische Merkmalstrager. Demografische Daten der in
diesem Teil analysierten ESMI-Probanden ist in Tabelle 23 dargestellt. Zur
Charakterisierung der untersuchten klinischen Daten wurde fur die deskriptive
Statistik der Median und der Interquartilenabstand verwendet (Tabelle 23).

Die 70 Kontrollen haben im Median ein Alter von 43 Jahren (IQA: 31,75-56). Am
jungsten sind, wie zu erwarten war, die pra-ataktischen Probanden mit einem
medianen Alter von 35 Jahren (IQA: 27-37), diese sind damit sowohl signifikant
junger (One-Way Anova) als die Kontrollprobanden (p=0,002) als auch die
ataktischen Mutationstrager (p<0,001) wie in Abbildung 3.3 A dargestellt.
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Tabelle 23 Kohortenanalyse der mit dem TR-FRET Assay untersuchten Probanden mit Median und
Interquartilenabstand.

TR-FRET KONTROLLE PRA-ATAKTISCH ATAKTISCH
ANZAHL 70 31 142
(ANTEIL WEIBLICH) (55,7 %) (58,1 %) (49 %)
ALTER 43 35 52
(31,75-56) (27-37) (46-60)
AAO - - 40
(34-47)
CAG- - 69 69
WIEDERHOLUNGEN (65-71) (67-71)
IM  EXPANDIERTEN
ALLEL
SARA 0 1 11,5
(0-1) (0,5-2) (3-20,63)
INAS 1 1 5
(0-1) (0-2) (3-7)
A B
Alter der Baseline Kohorte SARA der Baseline Kohorte
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Abbildung 3.3 A Alter der Baseline Kohorte: Die préa-ataktischen Mutationstrager sind
statistisch signifikant jiinger (One-Way Anova) als die Kontrollprobanden und die ataktischen
Mutationstréger. Die ataktischen Mutatationstrédger sind mit einem durchschnittlichen Alter von
51 Jahren statistisch signifikant &lter als die Kontrollprobanden und die pré-ataktischen
Mutationstrédger. B SARA der Baseline Kohorte: Der SARA Score in der ataktischen Gruppe ist
statistisch signifikant h6her als in der Kontroll-Gruppe und der pré-ataktischen Gruppe (Kruskal-
Wallis-Test).

Da es sich bei SCA3 um eine Erkrankung handelt, die sowohl Manner als auch
Frauen betrifft, wurde die Geschlechterverteilung der Probanden analysiert. Von
den Kontrollprobanden waren 39 weiblich, die Kontrollprobanden haben also

einen Frauenanteil von 55,7%. In der Gruppe der pra-ataktischen
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Mutationstrager war der Frauenanteil mit 58,1% geringflgig hdher. Von den 31
pra-ataktischen Probanden sind 18 weiblich. Von den 142 ataktischen
Mutationtragern sind 70 weiblich, diese Gruppe hat mit 49% im Vergleich den

niedrigsten Frauenanteil (Abbildung 3.4).

Hm 55,7% weiblich

8,1% weiblich
= 44,3% mannlich 1

,9% mannlich

. 5 Hm 49% weiblich
= 4 = 51% ménnlich

Kontrollen n=70 pra-ataktisch n=31 ataktisch n=142

Abbildung 3.4: Geschlechterverteilung der Baseline Kohorte der TR-FRET-Gruppe: Den
héchsten Frauenanteil hat die pré-ataktische Gruppe mit 58,1 %. Die Kontroll-Gruppe hat einen
Frauenanteil von 55,7 % und die ataktische Gruppe einen Frauenanteil von 49 %. Dargestellt
wurde die Geschlechterverteilung mithilfe eines Tortendiagrammes.

Betrachtet man den klinischen Score SARA, welcher eine Gesamtpunktzahl von
0 (keine Symptome) bis 40 Punkten (schwerste Auspragung) abbildet, so werden
Werte < 3 Punkten als nicht ataktisch definiert, Werte von 3-12 als leicht
ataktisch, Werte von 13-24 als moderat ataktisch und Werte von 225 als schwer
ataktisch. In der Gruppe der ataktischen Probanden waren die Probanden im
Durchschnitt im Alter von 40 Jahren (IQA: 34-47) ataktisch geworden (definiert
mit einem SARA von 3 und grol3er). Das Alter, in dem die Probanden erstmals
ataktisch werden, wird als Age of Onset (AAO) bezeichnet. Es gab in der Gruppe
der ataktischen Probanden 3 Probanden, die vor ihrem 20. Lebensjahr jeweils
mit 15, 16 und 18 bereits erste Krankheitssymptome zeigten. Den hochsten
SARA Score hat demnach in der Kohorte die ataktische Gruppe mit einem
durchschnittlichen SARA Score von 11,5 Punkten (IQA: 3-20,63). Der Proband
in der Kohorte mit dem héchsten SARA Score (40 Punkte) war seit 15 Jahren
symptomatisch mit einem AAO von 40 Jahren. Der weite Interquartilenabstand
spricht daflr, dass in der Kohorte Probanden in vielfaltigen Stadien ihrer
Erkrankung vorhanden sind. Die pra-ataktischen Probanden haben im

Durchschnitt einen SARA Score von 1 Punkt mit einem Interquartilenabstand von
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0,5-2 Punkten. Die Kontrollprobanden haben im Durchschnitt einen SARA Score
von 0 Punkten (IQA: 0-1). Die Gruppe der ataktischen Probanden hat also einen
statistisch signifikant hoheren SARA Score als die Kontrollen (p<0,0001) und die
pra-ataktischen Mutationstrager (p<0,0001) (Kruskal-Wallis Test, siehe
Abbildung 4.3 B). Erganzend zum SARA Score wurde der INAS Score erhoben,
der die nicht-ataktischen Symptome der SCA3 misst, wie z.B Doppelbilder und
Storungen der Augenmotorik. Die Kontrollen hatte im Median einen INAS Score
von 1 Punkt mit einem Interquartilenabstand von 0-1 Punkten. Die Gruppe der
pra-ataktischen Probanden hat ebenfalls einen INAS Score von 1 Punkt, aber mit
einem Interquartilenabstand von 0-2 Punkten. Die Gruppe der ataktischen
Mutationstrager zeigte einen statistisch signifikant hoheren INAS Score als die
Kontroll-Gruppe (p<0,0001) und der pra-ataktischen Gruppe (p<0,0001)
(Kruskal-Wallis Test). Der Median des INAS Score der ataktischen Gruppe ist 5
mit einem Interquartilenabstand von 3-7 (Abbildung 3.5 A). Der maximale INAS
Score in der vorliegenden Kohorte betrug 11 Punkte. Der Proband mit dem
héchsten SARA Score (40) in der Kohorte hatte einen INAS Score von 7, war
also auch zusatzlich zu den ataktischen Symptomen weitergehend neurologisch

auffallig und lag uber dem Median der ataktischen Gruppe.
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Abbildung 3.5: A INAS der Baseline Kohorte: Der INAS Score der ataktischen Probanden ist
statistisch signifikant héher als der INAS Score der Kontroll-Gruppe und der pré-ataktischen
Mutationstrager (Kruskal-Wallis Test). B CAG-Repeat des expandierten Allels der Baseline
Kohorte: Die CAG-Repeats des expandierten Allels der pré-ataktischen und der ataktischen
Gruppe unterscheiden sich statistisch nicht signifikant voneinander (Mann-Whitney Test).

Die Anzahl an CAG-Repeats fir das PolyQ-expandierte Allel des ATXN3 Gens
wurde in der Kohorte der Mutationstrager untersucht. In der Gruppe der pra-
ataktischen Mutationstrager wies das expandierte Allel im Median 69 CAG-
Repeats auf, mit einem Interquartilenabstand von 65-71. In der Gruppe der
ataktischen Mutationstrager lag der Median fir die CAG-Repeats ebenfalls bei
69 CAG-Repeats, mit einem Interqaurtilenabstand von 67-71 (Abbildung 3.5 B).
Die CAG-Repeats der beiden Gruppen sind demnach also vergleichbar, auch der
durchgefuhrte Mann-Whitney Test war nicht signifikant (p=0,2822).

3.1.2 Statistische Analyse der Ataxin-3 Proteinlevel und klinischen
Parameter

Die vorliegende Baselinekohorte wurde mit dem TR-FRET Assay mit der

Antikérperkombination ATXN3 n-Term-Tb und ATXN3 Klon 1H9-D2 untersucht,
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dabei wurde das full-length Ataxin-3 Protein gemessen, d. h. sowohl das
physiologische als im Weiteren das expandierte Ataxin-3. Auf der Abbildung 3.6
A ist zu sehen, dass anhand der full-length Ataxin-3 Proteinkonzentration keine
statistische Differenzierung zwischen ataktischen Mutationtragern und Kontrollen
als auch pra-ataktischen Mutationtragern und Kontrollen vorgenommen werden
konnte. Zunachst wurde ein Kruskal-Wallis-Test flr die Ergebnisse der in den
PBMCs gemessenen Konzentrationen durchgefuhrt, der fir Kontrolle vs.
ataktischen Mutationtragern nicht signifikant war (p>0,9999). Auffallig war
jedoch, dass in der pra-ataktischen Gruppe die Tendenz zu sehen war, dass
diese Gruppe niedrigere Ataxin-3 Werte zeigte als sowohl die Kontroll-Gruppe
(p=0,1772) wie auch die ataktische Gruppe (p=0,2972). Es wurden ROC Curves
(Receiver-Operating-Characteristics) erstellt, um die diagnostische Glite des
Assay zu bewerten. Die Area under the curve (Gonsior et al.), die daraus
berechnet wird, steht fir die Trennscharfe, mit der der Assay zwei Gruppen
voneinander unterscheiden kann. Fur die ROC Curve der beiden Kohorten
Kontroll-Gruppe und pra-ataktische Probanden lag die AUC=0,627 und damit bei
62,7 % mit einem P-Wert von 0.0429 (Abbildung 3.6 B. Bei der ROC Curve, die
die Kohorten pra-ataktischer und ataktischer Probanden vergleicht, ist die
AUC=0,5902 und p=0,1161 (Abbildung 3.6 C. Die niedrigste Trennscharfe hat
mit einer AUC=0,5213 und einem P-Wert von 0,6146 der Assay bei der
Differenzierung der Kontroll-Gruppe von der ataktischen Gruppe (Abbildung 3.6
D.
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Abbildung 3.6 A Vergleich der Gesamt Ataxin-3 Protein-Konzentrationen: Die full-length-
Ataxin-3-Konzentration der Kontroll Gruppe, der pré-ataktischen Gruppe und der ataktischen
Gruppe der Kohorte unterscheiden sich statistisch nicht signifikant voneinander (Kruskal-Wallis
Test). B ROC Curve Kontrolle vs. pré-ataktische Gruppe: Die Trennschérfe des Assays flir
die Unterscheidung der beiden Gruppen liegt bei einer AUC=0,6267. C ROC Curve pra-
ataktisch vs. ataktisch: Die Trennschérfe des Assays fiir die Unterscheidung der beiden
Gruppen liegt bei einer AUC =0,5902. D ROC Curve Kontrollen vs. ataktisch: Die Trennschérfe
des Assays fiir die Unterscheidung der beiden Gruppen liegt bei AUC=0,5213.
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Abbildung 3.7: A AAO vs. CAG Repeat: Das AAO und die Anzahl der CAG Repeats zeigen
einen statistisch signifikanten Zusammenhang (p<0,0001). B SARA vs. AF Ataxin-3 der SARA
Score der ataktischen Probanden und die full-length Ataxin-3 Konzentration zeigen in der linearen
Regression keinen signifikanten Zusammenhang (p=0,1338). C INAS vs. AF Ataxin-3: Der INAS
Score der ataktischen Probanden und die full-length Ataxin-3 Konzentration zeigen in der linearen
Regression keinen signifikanten Zusammenhang (p=0,5274). D AAO vs. AF Ataxin-3: Das AAO
und die full-length Ataxin-3 Konzentration zeigen keinen signifikanten statistischen
Zusammenhang (p=0,5274). E SARA vs. AAO: Der SARA Score und der AAO zeigen statisch
keinen signifikanten Zusammenhang (p=0,1422). F DD vs. AF Ataxin-3: Die Erkrankungsdauer
(Disease Duration) und die full-length Ataxin-3 Proteinkonzentration zeigen keinen statistisch
signifikanten Zusammenhang (p=0,6635).

Im Nachfolgenden wurde die gemessenen Ataxin-3 Proteinlevel in AF mit den im
Rahmen der ESMI Kohorte erhobenen klinischen Daten korreliert und zeigen die

im folgenden dargestellten Ergebnisse (Abb. 3.7).
Signifikante Korrelation des AAO mit dem CAG-Repeat

Bei der Untersuchung der vorliegenden Kohorte mit dem Shapiro-Wilks-Test lag
keine Normalverteilung vor (p=0,0002). Es wurde eine lineare Regression
durchgeflihrt, um den bereits bekannten Zusammenhang zwischen der AAO und

der CAG-Repeatlange in der ESMI-Kohorte zu analysieren; diese war statistisch
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signifikant (p<0,0001). Der Korrelationskoeffizient nach Spearman lag bei r=-
0,6886, ein grolRerer CAG-Repeat ist demnach mit einem friheren AAO korreliert
(Abbildung 3.7 A).

Keine signifikante Korrelation des Ataxin-3-Proteinlevels mit dem SARA

Score

Bei der Untersuchung der vorliegenden Kohorte mit dem Shapiro-Wilks-Test lag
keine Normalverteilung vor (p<0,0001). Es wurde eine lineare Regression
durchgeflhrt, um zu untersuchen, ob es einen statistischen Zusammenhang
zwischen dem Ataxin-3 Proteinlevel und dem klinischen SARA Score gibt. Die
lineare Regression war statistisch nicht signifikant (p=0,1138). Die Korrelation
zwischen dem SARA Score und dem Ataxin-3 Proteinlevels wurde mit dem
Korrelationskoeffizienten nach Spearman getestet und es gab keinen
signifikanten Zusammenhang (r=0,04283) (Abbildung 3.7 B).

Keine signifikante Korrelation des Gesamt Ataxin-3 Proteinlevels mit dem
INAS Score

Bei der Untersuchung des INAS Scores der ataktischen Probanden mit dem
Shapiro-Wilks-Test lag keine Normalverteilung vor (p<0,0001). Es wurde eine
lineare Regression durchgefuhrt um auf einen Zusammenhang zwischen der
Gesamt Ataxin-3 Proteinkonzentration und dem INAS Score zu testen. Das
Ergebnis war statistisch nicht signifikant (p=0,08786). Die Korrelation zwischen
dem INAS Score und dem Ataxin-3 Proteinlevel lag nach dem
Korrelationskoeffizienten nach Spearman bei r=0,7182 und war statistisch nicht
signifikant (Abbildung 3.7 C)3.

Keine signifikante Korrelation des Gesamt Ataxin-3 Proteinlevels mit dem
AAO

Bei der Untersuchung der AAO der ataktischen Probanden mit dem Shapiro-
Wilks-Test lag keine Normalverteilung vor (p<0,0001). Es wurde eine lineare
Regression durchgefuhrt um den Zusammenhang zwischen der Gesamt Ataxin-
3 Proteinkonzentration und dem AAO naher zu betrachten. Die Statistik war nicht

signifikant (p=-0,1432). Die Korrelation zwischen dem AAO und dem Ataxin-3-
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Proteinlevel wurde mit dem Korrelationskoeffizienten nach Spearman getestet
und war nicht signifikant (r=-0,1432) (Abbildung 3.7 D.

Keine signifikante Korrelation zwischen dem SARA Score und dem AAO

Bei der Untersuchung des SARA Scores der ataktischen Probanden mit dem
Shapiro-Wilk-Test lag keine Normalverteilung vor (p<0,0001). Es wurde eine
lineare Regression durchgefuhrt, um auf einen statistischen Zusammenhang
zwischen dem SARA Score der Probanden und dem AAO zu testen, die
statistisch nicht signifikant war (p=0,1422). Die Korrelation zwischen dem AAO
und dem SARA wurde mit dem Korrelationskoeffizienten nach Spearman
getestet und war nicht signifikant (r=-0,08306). Jedoch war wie in Abbildung 3.7
E zu sehen, eine Tendenz zu erkennen, dass ein niedrigeres AAO mit einem
héheren SARA Score, also auch einem schwereren Krankheitsverlauf assoziiert
ist (Abbildung 3.7 E).

Keine signifikante Korrelation des Gesamt Ataxin-3 Proteinlevels und der

Disease Duration (DD)

Bei der Untersuchung der Kohorte der ataktischen Probanden mit dem Shapiro-
Wilks-Test lag keine Normalverteilung vor (p<0,0001). Es wurde eine lineare
Regression durchgefuhrt, die Korrelation zwischen der Gesamt Ataxin-3
Konzentration und der Disease Duration zu untersuchen, die statistisch nicht
signifikant war (p=0,6635). Die Korrelation zwischen der Disease Duration und
dem Ataxin-3-Proteinlevel wurde mit dem Korrelationskoeffizienten nach
Spearman getestet und war nicht signifikant (r=0,03744) (Abbildung 3.7 F).

3.2 Expandiertes Ataxin-3 im Simoa
Als zweiter Assay soll in diesem Abschnitt nun die Messung des expandierten
Ataxin-3 mit dem Simoa Assay ausgewertet werden. In Abbildung 3.3 sieht man

die Struktur des Ergebnisteils.
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Abbildung 3.8 Darstellung der Arbeitsschritte der Promotion: Im kommenden Abschnitt wird
der Teil des Arbeitsprozesses behandelt, der unter Simoa im Flussdiagramm vermerkt ist.

3.2.1 Kohortenanalyse

Mit dem Simoa Assay wurden insgesamt 58 Probanden durch das
naturwissenschaftlich-mathematische Institut (NMI) Reutlingen untersucht, da
uns das Gerat leider nicht zur Verflgung stand und der Assay zusammen mit
dem NIM entwickelt wurde. In der Baseline Kohorte wurden 9 Kontrollen, 9 pra-
ataktische Probanden und 40 ataktische Probanden untersucht. Von 2
ataktischen Probanden fehlt jedoch das AAO, weswegen hier nur 38
Datenpunkte vorhanden sind. Fur die deskriptive Statistik wurden der Median und
der Interquartilenabstand (IQA) verwendet (Tabelle 24).

Tabelle 24 Kohortenanalyse der mit dem Simoa Assay untersuchten Probanden der Baseline Kohorte.

SIMOA KONTROLLE PRA-ATAKTISCH  ATAKTISCH
ANZAHL 9 9 40
(ANTEIL WEIBLICH) | (55,6 %) (44,4 %) (52,5 %)
ALTER 37 34 50,8
(28-58) (27,5-38) (40,25-61)
AAO - - 38,5
(3,25-47,5)
CAG- - 69 70
WIEDERHOLUNGEN (64-70,5) (65,25-72)
IM  EXPANDIERTEN
ALLEL
SARA 0 1 16,25
(0-0,25) (0-1,25) (8-24.75)
INAS 0 2 5
(0-1) (0.5-3,5) (4-8)
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Es wurde 9 gesunde Kontrollprobanden untersucht, davon waren 5 weiblich
(55,6%). Von den pra-ataktischen Probanden waren 44,4% weiblich und von den
40 ataktischen Probanden waren 52,5% weiblichen Geschlechts, womit das
Geschlechterverhaltnis in allen 3 untersuchten Gruppen relativ ausgeglichen war
(Abbildung 3.9).

Wl 47,5% mannlich
=1 52,5% weiblich

Wl 55,6% mannlich
= 44,4% weiblich

Wl 44,4% mannlich
= 55,6% weiblich

Kontrolle n=9 préa-ataktisch n=9 ataktisch n=40

Abbildung 3.9: Geschlechterverteilung in der Baseline-Kohorte in der Simoa-Gruppe: Der
Anteil weiblicher Probanden liegt in der Kontroll-Gruppe bei 55,6 %, in der pré-ataktischen Gruppe
bei 44,4 % und in der ataktischen Gruppe bei 5425 %. In der Abbildung wurden die Daten als
Tortendiagramm dargestellt.

Statistisch am jungsten sind, wie zu erwarten die pra-ataktischen Probanden mit
einem mittleren Alter von 34 und einem Interquartilenabstand von 27,5-38. Etwas
alter sind mit einem mittleren Alter von 37 (IQA=28-58) die Kontrollprobanden.
Am altesten sind im Durchschnitt die ataktischen Probanden mit einem Median
von 50,8 (IQA=(40,25-61)) (Abbildung 3.10 A). Die Daten waren laut dem
Shapiro-Wilks Test normalverteilt. Es wurde eine one-way ANOVA durchgefihrt,
die zeigte, dass die pra-ataktischen Probanden statistisch signifikant junger sind
als die ataktischen Mutationstrager (p=0,0011) (Abbildung 3.10 A).
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Abbildung 3.10: A Alter in der Baseline Kohorte in der Simoa-Gruppe: Statistisch signifikant
am dltesten sind die Probanden der ataktischen Gruppe (Median 50,8 Jahre) und statistisch
signifikant am jlingsten sind die Probanden der pra-ataktischen Altersgruppe (Median 34 Jahre).
B SARA in der Baseline Kohorte in der Simoa-Gruppe: Die Gruppe der ataktischen
Probanden hat statistisch signifikant den héchsten SARA Score (Median 16) gegeniiber den
niedrigeren SARA Scores der Kontrollen (Median 0) und der pré-ataktischen Probanden (Median

1).

Der héchste SARA Score wurde in der Gruppe der ataktischen Probanden
gemessen. Im Median lag der SARA Score bei 16,25 mit einem
Interqaurtilenabstand von 8-24,75. Der hochste SARA Score lag bei 34,5. Der
SARA Score der pra-ataktischen Probanden lag im Mittel bei 1 (IQA=0-1,25) und
bei den Kontrollprobanden bei 0 (IQA=0-0,25). Damit war der SARA Score der
ataktischen Probanden signifikant hdher als der SARA Score der Kontrollen und
pra-ataktischen Mutationstrager (beide p<0,0001; Kruskal-Wallis Test). Die
Daten sind nach dem Shapiro-Wilks Test nicht normalverteilt. In Abbildung 3.10
B ist die Auswertung der SARA Score Daten der Baseline Kohorte dargestellt.

Der INAS Score der ataktischen Probanden ist statistisch signifikant hoher als

der INAS Score der Kontrollen (p<0,0001) und als der pra-ataktischen Probanden
(p=0,0011). Dies wurde mit dem Kruskal-Wallis-Test getestet (Abbildung 3.11 A).
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Die pra-ataktischen Probanden hatten im Median ein expandiertes Allel mit 69
CAG Repeats und einem IQA von 64 — 70,5. Das expandierte CAG-Repeat der
ataktischen Probanden hatte im Median eine Lange von 70 CAG
Wiederholungen (IQA=65,25-72). Die Differenz zwischen den beiden Gruppen
war statistisch nicht signifikant p=0,1559, wie mit dem Mann-Whitney Test
ermittelt wurde (Abbildung 3.11 B.

INAS der Baseline Kohorte CAG-Repeat der Baseline Kohorte
15 —wwk 80
ek n n
A HELL
A w 60 A
10 u 3
2 - 2
< - o 40-
S ¢
a a O
5 A g
[ A o 20
am A
[ ] —i— N
[ ] [
0——epoo—apr—— o—
S E&X S »
AN N <
R @ &
& & & Ny <
o G X0 N
& ° 0 ®
R K & ?
<¢ <

Abbildung 3.11 A INAS Score der Baseline Kohorte der mit dem Simoa Assay untersuchten
Probanden: Der INAS Score der ataktischen Probanden ist statistisch signifikant h6her als der
INAS Score der Kontrollen und pré-ataktischen Probanden. B expandierte CAG Repeat Ldnge
der Baseline Kohorte der mit dem Simoa Assay untersuchten Probanden: Die Anzahl an
CAG Repeats in den expandierten Allelen der pré-ataktischen und der ataktischen Gruppe
unterscheidet sich statistisch nicht signifikant voneinander (Mann-Whitney Test).

3.2.2 Statistische Analyse der Ataxin-3-Konzentration und der klinischen

Parameter

Die 62 Probanden der beschriebenen Baseline Kohorte in Tabelle 4.2 wurden
vom NMI Reutlingen mit dem Simoa Assay mit der Antikdrperkombination MW1
und 1H9 untersucht. Diese Antikdrperkombination analysiert spezifisch das
expandierte Ataxin-3 Protein. Der MW1-Antikdrper bindet dabei ab einem CAG-
Repeat von 15 CAG Repeats, wobei er eine Praferenz fur langere Repeats
aufweist (Klein et al., 2013). Wie in Abbildung 3.12 A dargestellt ist, ist eine sehr
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gute Differenzierung zwischen den 3 Gruppen einschliel3lich gesunder
Kontrollen,  pra-ataktischen  Mutationtragern und  ataktischen  SCA3
Patienten/Mutationtrdgern in der Baseline Kohorte anhand der PolyQ-
expandierte Ataxin-3 Proteinmengen moglich. Die Ataxin-3-Konzentration wird in
pg/ml angegeben. Da in den gesunden Kontrollprobanden kein expandiertes
Ataxin-3 vorkommt, hat die pra-ataktische Gruppe eine statistisch signifikant
hdhere Ataxin-3-Konzentration als die Kontroll-Gruppe (p=0,0004; Kruskal-Wallis
Test). Mit einem P-Wert<0,0001 ist die Differenzierung zwischen Kontroll-Gruppe
und ataktischer Gruppe statistisch noch signifikanter (Kruskal-Wallis Test).
Zwischen den Ataxin-3-Proteinkonzentrationen der pra-ataktischen und der
ataktischen Mutationstrager gibt es statistisch keinen signifikanten Unterschied
(p>0,999; Kruskal-Wallis Test). Die ROC Curves zeigen ebenfalls eine sehr gute
Trennscharfe zwischen der Kontroll-Gruppe und der pra-ataktischen Gruppe
bzw. der Kontroll-Gruppe und der ataktischen Patienten-Gruppe und eine
schlechtere Trennscharfe zwischen den pra-ataktischen und ataktischen
Mutationtragern. Die ROC Curve fur die Kontrollen vs. die pra-ataktische Gruppe
hat eine AUC=0,9877 mit p<0,0005 (Abbildung 4.12 B). Die ROC Curve fur die
Kontrollen vs. die ataktische Gruppe hat eine AUC=0,9722 mit p<0,0002
(Abbildung 3.12 C. Die ROC Curve fur die pra-ataktische vs. die ataktische
Gruppe hat eine AUC=0,5667 mit P=0,5355 (Abbildung 3.12 D).

87



A B

ROC curve: Kontrolle vs pra-ataktisch

300+
—_ *kk 100
E .
=)
=% 80
= 200 &
c =
3 s T 60
E .t 2
o 100 a =
E - g 40
© =i 3
° * img 20
0l o+ p<0,0005
i
) 2 O 0 -
a 7 M T T T T T 1
o\\e“ o 3 & 0 20 40 60 80 100
& &P e .
{p‘\ ,5@“\ \,3&5\ 100% - Spezifitit%
g
Q
ROC curve: Kontrolle vs ataktisch ROC curve: ROC pra-ataktisch vs ataktisch

80

100+ § — 100
804 /,/,,,

S S
S 60 £ 60
= 2
‘2 404 g 2 40
@ 7 @
n n
20+ - 20
p<0,0001 ) p=0,5355
0¥— T T T 1 0¥ T T T T 1
0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
100% - Spezifitat% 100% - Spezifitat%

Abbildung 3.12 A Vergleich der Ataxin-3-Proteinkonzentrationen: Die Konzentration von
expandiertem Ataxin-3 wurden in den pré-ataktischen und in der ataktischen Gruppe gemessen
B ROC Curve Kontrolle vs. pré-ataktisch: Die ROC Curve demonstriert eine AUC=0,9877 und
damit eine sehr gute Diskriminierung des Assays zwischen Kontrollen und pré-ataktischen
Mutationtrdgern C ROC Curve Kontrolle vs. ataktisch: Die ROC Curve zeigt eine AUC=0,9722
und damit eine sehr gute Differenzierung zwischen Kontrollen und ataktischen Mutationtragern.
D ROC Curve pré-ataktisch vs. ataktisch: Die ROC Curve zeigt eine AUC=0,5355 und somit
eine deutlich schlechtere Differenzierung zwischen den pré-ataktischen und den ataktischen
Probanden als zwischen den Kontrollen und den pré-ataktischen und ataktischen Probanden.

3.2.3 Korrelation der klinischen Daten mit der expandierte Ataxin-3
Konzentration im Plasma.

Im Anschluss erfolgte die Korrelation der Proteinkonzentration des expandierten

ATXN3 mit den bekannten klinischen Parametern AAO, SARA Score und INAS
Score.

Die gemessenen Konzentrationen an PolyQ-expandiertem Ataxin-3 im Plasma

der ataktischen Probanden wurden mit dem SARA Score dieser Probanden
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korreliert. Der Shapiro-Wilks-Test fur die Daten der Ataxin-3 Konzentration zeigte
keine Normalverteilung (p=0,0023).

Es wurde eine lineare Regression durchgefuhrt, die statistisch nicht signifikant
war (p=0,6320). Es wurde der Korrelationseffizient nach Spearman bestimmt
r=0,2022 (Abbildung 3.13 A). Der Proband mit dem in dieser Kohorte héchsten
gemessenen Ataxin-3 Proteinlevel von 154,33 pg/ml hatte einen SARA Score
von 6. Statistisch konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem SARA
Score und der expandierten Ataxin-3 Konzentration in der Simoa-Kohorte

festgestellt werden.

Im nachsten Schritt wurden die gemessenen Ataxin-3 Plasma Werte mit dem
INAS Score der Baseline Kohorte verglichen. Der Shapiro-Wilks-Test ergab mit
p=0.0023 keine Normalverteilung. Darauf wurde eine lineare Regression
durchgefiihrt, die statistisch nicht signifikant war (p=0,9798). Der
Korrelationskoeffizient Spearman r =0,1301 wurde bestimmt. Sowohl aus der
linearen Regression als auch aus der Korrelation war kein signifikanter
Zusammenhang zwischen INAS Score und der Konzentration des expandierten
Ataxin-3 in den Proben abzuleiten (Abbildung 3.13. B). Der Proband mit dem
héchsten gemessenen Ataxin-3 Konzentration (154,33 ng/ml) hat einen eher
niedrigen INAS Score von 3, was zusammen mit dem SARA Score von 6 auf ein
gemaligtes klinisches Bild der SCA3 hindeutet.

Die Ataxin-3-Werte wurden mit dem Datensatz der AAO verglichen. Da lediglich
von 38 und nicht von allen 40 ataktischen Patienten das AAO bekannt war, wurde
in dieser Auswertung auch nur mit 38 Probanden gearbeitet. Der Shapiro-Wilks-
Test ergab keine Normalverteilung (p= 0,0030). Es wurde eine lineare
Regression durchgefiihrt, die statistisch nicht signifikant war (p=0,0747). Die
Abbildung 4.13 C zeigt jedoch die Tendenz, dass ein fruheres AAO mit einer
héheren Konzentration an expandiertem Ataxin-3 verbunden ist. Der Spearman-
Koeffizient liegt bei r=-0,3436.

Nun wurde das AAO im Bezug zum SARA Score betrachtet. Der Shapiro-Wilks-
Test ergab eine Normalverteilung (p=0,9017) es wurde eine lineare Regression

durchgefiihrt, die statistisch signifikant war (p=0,0208). Ein niedrigeres AAO war
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also statistisch gesehen eindeutig mit einem hohren SARA Score korreliert. Auch
hier wurden aufgrund der fehlenden Daten flir das AAO nur 38 Probanden
ausgewertet.

Probanden mit einem friheren AAO hatten also einen signifikant héheren SARA
Score als Probanden mit einem spateren AAO. Der Korrelationskoeffizient nach
Spearman betragt r=-0,3106 (Abbildung 3.13 D).
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Abbildung 3.13 A SARA Score vs. expandierte Ataxin-3 Konzentration im Plasma: Der
statistische Zusammenhang zwischen dem SARA Score der ataktischen Probanden und der
Konzentration an expandiertem Ataxin-3 im Plasma ist nicht signifikant (lineare Regression,
p=0,6320). B INAS Score vs. expandierte Ataxin-3 Konzentration im Plasma: Der statistische
Zusammenhang zwischen dem INAS Score der ataktischen Probanden und der Konzentration
an expandiertem Ataxin-3 im Plasma ist nicht signifikant (lineare Regression, p=0,9798). C AAO
vs. expandiertes Ataxin-3 Konzentration im Plasma: Der statistische Zusammenhang
zwischen der Konzentration an expandiertem Ataxin-3 im Plasma und dem AAQ der ataktischen
Probanden ist nicht signifikant (lineare Regression, p=0,0747). Es konnte allerdings eine Tendenz
einer negativen Korrelation von AAO und expandierten ATXN3 festgestellt werden. D SARA vs.
AAO: Der statistische Zusammenhang zwischen dem SARA Score und dem AAO ist statistisch
signifikant (lineare Regression, p=0,0208).
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3.3 Expandiertes Ataxin-3 im Singulex

Als dritter Assay soll in diesem Abschnitt nun die Messung des expandierten
Ataxin-3 mit dem Singulex Assay ausgewertet werden. In Abbildung 3.14 sieht

man die Struktur des Ergebnisteils.
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Abbildung 3.14 Darstellung der Arbeitsschritte der Promotion: im kommenden Abschnitt wird
der Teil des Arbeitsprozesses behandelt, der unter Simoa im Flussdiagramm vermerkt ist.

3.3.1 Kohortenanalyse

Mit dem Singulex Assay wurde fur die Baseline Kohorte insgesamt 147
Probanden untersucht, davon waren 14 gesunde Kontrollen, 23 pra-ataktische
Mutationstrager und 110 waren ataktische Mutationstrager. Die Analysen mit
dem Singulex Assay wurden von der Firma Evotec durchgefuhrt (Assay
beschrieben in Hibener-Schmid et al. 2021). Es wurde fur die deskriptive Statistik
der Median und der Interquartilenabstand der personen-bezogenen und
klinischen Daten bestimmt (Tabelle 25). Bei den ataktischen Mutationtragern war
nur von 108 die Lange des expandierten Allels bekannt und nur von 97 das
klinisch beobachtete AAO.

Tabelle 25 Kohortenanalyse der Singulex Baseline Kohorte

SINGULEX KONTROLLEN PRA-ATAKTISCH ATAKTISCH
ANZAHL 14 23 110
(ANTEIL WEIBLICH) (42,9 %) (65,2 %) (50,9 %)
ALTER 38 34 52
(29,75-55,25) (27,5-38,5) (43,75-61)

AAO - - 40

(33,5-47)
CAG- - 70 69
WIEDERHOLUNGEN IM (65-71) (65-71)
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EXPANDIERTEN

ALLEL
SARA 0 1 10,75
(0-0,5) (0-1,5) (7,5-17)
INAS 0 0 4
(0-1) (0-2) (3-7)

In der Gruppe der Kontrollen sind 42,9% der Probanden weiblich und 57,1% der
Probanden mannlich. Von den 23 pra-ataktischen Probanden sind 65,2%
weiblich und 34,8% mannlich, wahrend in der Gruppe der ataktischen Probanden
50,9% weiblich sind und 49,1% mannlich. Den hochsten Frauenanteil hat

demnach die pra-ataktische Gruppe (Abbildung 3.15).

Hl 49,1% mannlich
= 50,9% weiblich

Hl 34,8% mannlich
= 65,2% weiblich

Hl 57,1% mannlich
3 42,9% weiblich

Kontrolle n=14 pra-ataktisch n=23 ataktisch n=110

Abbildung 3.15: Geschlechterverteilung der Baseline Kohorte der Singulex Gruppe den
héchsten Anteil weiblicher Probanden hat die Gruppe der pré-ataktischen Probanden mit 65,2%.
Die ataktische Gruppe hat einen Frauenanteil von 50,9% und die Kontroll-Gruppe 42,9%. Das
Geschlechterverhéltnis wird in der Abbildung durch Tortendiagramme dargestellt.

Das durchschnittliche Alter der ataktischen Probanden lag bei 52 Jahren mit
einem IQA von 43,75-61. Die ataktischen Probanden sind damit im Median die
alteste Probandengruppe, die Differenz zur pra-ataktischen Gruppe ist statistisch
signifikant (p<0,0001; Kruskal-Wallis Test). Ebenfalls statistisch signifikant ist die
Differenz zur Kontroll-Gruppe (p=0,0231; Kruskal-Wallis Test). Bei den pra-
ataktischen Mutationtragern gab es flr 2 Probanden keine Altersangabe, daher
gilt fur dies Analysen n=21. Die pra-ataktischen Probanden sind im Durchschnitt
die jingsten Probanden mit einem Median von 34 Jahren und einem IQA von
27,5-38,5. Das maximale Alter eines pra-ataktischen Probanden war dabei 42
Jahre, wahrend der alteste Proband in der ataktischen Gruppe 74 Jahre alt war.
Die Kontrollen haben ein medianes Alter von 38 Jahren (IQA=29,75-55,25). Die
Altersverteilung der Baseline Kohorte ist in Abbildung 3.16 A dargestelit.
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Der SARA Score der ataktischen Gruppe ist mit 10,75 Punkten am hdchsten. Der
breite Interquartilenabstand von IQA=7,5-17 zeigt, dass Patienten in sehr
unterschiedlichen Stadien der SCA3 in der Gruppe vertreten sind. So lag der
niedrigste SARA Score bei 3 Punkten, wahrend der hochste SARA Score eines
Probanden bei 33 Punkten lag. Der Unterschied zu der Kontroll-Gruppe und der
pra-ataktischen Gruppe war statistisch signifikant (p<0,0001 und p<0,0001;
Kruskal-Wallis Test). Die Kontroll-Gruppe hat einen durchschnittichen SARA
Score von 0 (IQA=0-0,5) und die pra-ataktische Gruppe hat einen
durchschnittlichen SARA Score von 1 (IQA=0-1,5) (Abbildung 3.16 B).
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Abbildung 3.16 A Alter der Baseline Kohorte der Singulex Gruppe: Statistisch signifikant am
altesten sind die ataktisch Probanden im Vergleich zur Kontroll-Gruppe (p=0,0234) und zur pré-
ataktischen Gruppe (p<0,0001). Die Daten wurden mit dem Kruskal-Wallis-Test analysiert. B
SARA Score der Baseline Kohorte der Singulex Gruppe: Der SARA Score lag flir die Kontroll-
Gruppe im Median bei 0 Punkten, fiir die prdataktische-Gruppe bei 1 Punkt und bei den
ataktischen Probanden bei 10,75 Punkten. Der SARA Score der ataktischen Gruppe war damit
statistisch signifikant am héchsten (p<0,0001; Kruskal-Wallis Test).

In der Gruppe der Kontrollen fehlten von 2 Probanden die Angaben zum INAS
Scores, daher wurde die deskriptive Analyse mit n=12 durchgefuhrt (Abbildung
3.17 A). Die Gruppe der Kontrollen hat im Median einen INAS Score von 0
Punkten (IQA=0-1). Die Gruppe der pra-ataktischen Probanden haben im Median
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ebenfalls einen INAS Score von 0 Punkten mit einem Intequartilenabstand von
0-2 Punkten. Den hdchsten INAS Score haben im Durchschnitt die ataktischen
Probanden mit 4 Punkten und einem Intergaurtilenabstand von 3-7 Punkten. Der
INAS Score der ataktischen Probanden ist statistisch signifikant hoher als der
INAS Score der Kontrollen und pra-ataktischen Probanden (beide p<0,0001;
Kruskal-Wallis Test). Der Proband mit dem héchsten SARA Score in der Kohorte
hat einen INAS Score von 7 Punkten, ist also aul3erhalb der Ataxie Symptomatik

zusatzlich neurologisch deutlich auffallig.

Fir den Vergleich der CAG-Repeats der ataktischen und pra-ataktischen Gruppe
konnte nur auf die Daten von 108 ataktischen Probanden zurtckgegriffen
werden, da diese Angabe flr 2 Probanden fehlt. Fir die Gruppe der pra-
ataktischen Probanden waren die CAG-Repeats flr alle 23 Probanden bekannt
und konnten in die Auswertung miteinbezogen werden. Im Median haben die
Probanden der pra-ataktischen Gruppe einen CAG-Repeat von 70
Wiederholungen und die ataktische Gruppe von 69 Wiederholungen. Der Mann-
Whitney Test zeigte mit P=0,9940 keinen statisch signifikanten Unterschied
zwischen den Gruppen (Abbildung 3.17).
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Abbildung 3.17 A INAS der Baseline Kohorte der Singulex Gruppe: Der INAS Score der
Baseline Kohorte der ataktischen Probanden ist statistisch signifikant hbher, sowohl bezogen auf
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den INAS Score der Kontrollen als auch auf den der pré-ataktischen Probanden (Kruskal-Wallis
Test). B CAG-Repeat der Baseline Kohorte der Singulex Grupp: Die Anzahl an CAG-Repeats
in der préa-ataktischen Gruppe und in der ataktischen Gruppe unterscheiden sich statistisch nicht
signifikant (Mann-Whitney Test).

3.3.2 Statistische Analyse der Ataxin-3 Proteinlevel und klinischen

Parameter

Die Analyse der 147 Probanden der Baseline Kohorte wurde durch die Firma
Evotec SE (Hamburg, Deutschland) mit dem Singulex Assay durchgefuhrt. Es
wurde die Abgrenzung zwischen den Mutationtragern und den Kontrollen durch
den Assay untersucht (Abbildung 3.18). Der durchgefuhrte Kruskal-Wallis-Test
zwischen Kontrollen und pra-ataktischen Probanden war hochsignifikant
(p<0,0001). Auch der Kruskal-Wallis-Test fur die Kontrollen versus die
ataktischen Probanden war bei einem P-Wert<0,0001 hochsignifikant. Der
Kruskal-Wallis-Test zum Vergleich der medianen Werte fur das Ataxin-3 in pra-
ataktischen und ataktischen Probanden war jedoch nicht signifikant (p=0,6030)
(Abbildung 3.18 A-D).

Abbildung 3.18 B zeigt die ROC-Kurve der Kontrollen gegenuber den pra-
ataktischen Probanden mit einer AUC=0,9720. Die ROC-Kurve der Kontrollen
gegenulber den ataktischen Probanden ergab eine AUC=0,9851 (Abb 3.18 C).
Die Abbildung 3.18 D zeigt die ROC-Kurve zwischen den pra-ataktischen und
den ataktischen Probanden mit einer AUC=0,5925. Zusatzlich ergab der Kruskal-
Wallis-Test der Kontrollen im Bezug auf die Gruppe aller Mutationstrager (n=123)
ebenfalls einen hochsignifikanten Unterschied (p<0,0001, vielleicht kannst du

den ROC-Wert dazu noch in Klammern angeben Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.18 A Vergleich der Ataxin-3-Konzentrationen: Die Ataxin-3 Konzentrationen der
Kontrollen, pré-ataktischen Probanden und ataktischen Probanden wurden nebeneinander
aufgetragen. Es zeigten sich zwischen Kontrollen und pré-ataktischen Probanden sowie
Kontrollen und ataktischen Probanden signifikante Unterschiede in der Proteinkonzentration
(Kruskal-Wallis Test mit jeweils p<0,0001). B ROC Curve der Kontrollen und pré-ataktischen
Probanden: Die ROC Curve zwischen Kontrollen und pré-ataktischen Probanden zeigt eine
AUC=0,9720. C ROC Curve der Kontrollen und ataktischen Probanden: Der Singulex Assay
hat in der ROC Curve zwischen Kontrollen und ataktischen Probanden eine AUC=0,9851. D ROC
Curve der pré-ataktischen und ataktischen Probanden: Die ROC Curve zeigt eine
AUC=0,5925 fiir die Differenzierung zwischen pré-ataktischen und ataktischen Mutationtrdgern.

Korrelation der klinischen Daten mit der expandierten Ataxin-3-
Konzentration im Plasma.

Fur die Korrelation der Ataxin-3-Werte im Plasma mit den klinischen Daten
wurden ausschlielRlich die Messwerte der ataktischen Probanden verwendet. Der

SARA Score der 110 ataktischen Probanden lag im Median bei 10,75 Punkten.
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Zunachst wurde fur die Plasmawerte ein Test auf Normalverteilung durchgefuhrt,
der negativ war (Shapiro-Wilks Test; p<0,0001). Um den Zusammenhang
zwischen SARA Score und expandiertem Ataxin-3 zu untersuchen, wurde eine
lineare Regression durchgefihrt, deren Ergebnis nicht signifikant war (p=0,5945)
(Abbildung 3.19 A). Der Spearman-Korrelationskoeffizient (r=0,081) zeigte
ebenfalls keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen expandiertem Ataxin-3
und SARA Score an.

Betrachtet man die gemessenen Werte an expandiertem Ataxin-3 sowie die INAS
Score Werte der Probanden, so zeigt zunachst der durchgefuhrte Shapiro-Wilks
Test, dass die Daten nicht parametrisch verteilt sind (p<0,0001). Die
durchgefuhrte lineare Regression ergab einen P-Wert von 0,8804. Der
Spearman-Koeffizient wurde mit r=0,0287 berechnet (Abb 3.19 B). Weder in der
linearen Regression noch in der Korrelation konnte ein statistisch signifikanter
Zusammenhang zwischen der Ataxin-3-Konzentration und dem INAS Score der
ataktischen Probanden nachgewiesen werden.

Das AAO war nur bei 97 von 110 Probanden protokolliert, weswegen fir diese
Auswertung nur mit 97 Datenpunkten gearbeitet werden konnte. Das AAO der
Kohorte lag im Median bei 40 Jahren. Die Abbildung 3.19 C zeigt die Korrelation
zwischen dem AAO und dem im Plasma gemessenen Ataxin-3. Zunachst wurde
eine Testung auf Normalverteilung durchgefiihrt, die keine Normalverteilung
zeigte (Shapiro-Wilks Test; p<0,0001). Die durchgefuhrte lineare Regression war
nicht statistisch signifikant (p= 0,2296); es wurde ein Spearman-Koeffizienten von
r=-0,1491 berechnet.

Die Punktwerte des SARA Scores wurden ebenfalls mit dem AAO korreliert. Die
Daten waren nicht normalverteilt (Shapiro-Wilks Test; p<0,0001). Die lineare
Regression war bei p<0,0001 hochsignifikant, zeigte also einen statistischen
Zusammenhang zwischen SARA Score und AAO an. Es wurde ein negativer
Spearmann Koeffizient von R=-0,3742 bestimmt (Abb 3.19 D).
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Abbildung 3.19 A SARA vs. expandiertes Ataxin-3 im Plasma: Der statistische
Zusammenhang zwischen dem klinisch evaluierten SARA Score und der mit dem Singulex Assay
gemessenen Ataxin-3 Konzentration ist statistisch nicht signifikant (p=0,5945). B INAS vs.
expandiertes Ataxin-3 im Plasma: Die statistische Untersuchung des INAS Score und des
expandierten Ataxin-3 im Plasma ergibt keinen signifikanten Zusammenhang (p=0,8804). C AAO
vs. expandiertes Ataxin-3 in Plasma: Der statistische Zusammenhang zwischen dem AAO und
dem im Plasma gemessenen Ataxin-3 ist in der linearen Untersuchung nicht signifikant
(p=0,2296). D SARA vs. AAO der Baseline Kohorte: Die lineare Regression des SARA Scores
und des AAO ergibt p<0,0001 und ist damit hochsignifikant.

3.3.4 Zusammenfassung der Auswertung der Baseline Kohorte

Zum Abschluss der statistischen Auswertung der Datensatze der 3 Assays - TR-

FRET Assay, Simoa Assay und Singulex Assay - wurden die Ergebnisse flr die
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jeweilige Baselinekohorte in Form von Tabelle 26 dargestellt, um eine Ubersicht

Uber die durchgeflihrten statistischen Tests zu geben.

Tabelle 26 Zusammenfassung der Auswertung der Baseline Kohorte

TR-FRET ASSAY SIMOA ASSAY SINGULEX ASSAY
DIFFERENZIERUNG ROC Curve: ROC Curve: ROC Curve:
KONTROLLE Kontrollen vs. pra- Kontrollen vs. pra- Kontrollen vs. pra-
VS. PRA-ATAKTISCH | ataktisch ataktisch ataktisch
VS. ATAKTISCH AUC=0,6267. AUC=0,9877. AUC=0,9720.
Kontrollen vs. Kontrollen vs. Kontrollen VS.
ataktisch AUC ataktisch ataktisch
=0,5212. AUC=0,9722. AUC=0,9851.
Pra-ataktisch vs. Pra-ataktisch vs. Pra-ataktisch VS.
ataktisch ataktisch ataktisch
AUC=0,5902. AUC=0,5667. AUC=0,5925.

SARA SCORE
VS. ATAXIN-3

INAS SCORE
VS. ATAXIN-3

AAO VS. ATAXIN-3

SARA SCORE VS.
AAO

Nicht signifikant
(Lineare Regression
p=0,1338)

Nicht signifikant
(Lineare Regression
p=0,5274)

Nicht signifikant
(Lineare Regression
p=0,5274)

Nicht signifikant
(Lineare Regression
p=0,1422)

Nicht signifikant
(Lineare Regression
p=0,6320)

Nicht signifikant
(Lineare Regression
p=0,9798)

Nicht signifikant
(Lineare Regression
p=0,0747)
Signifikant

(Lineare Regression
p=0,0208)

Nicht signifikant
(Lineare Regression
p=0,5945)

Nicht signifikant
(Lineare Regression
p=0,8804)

Nicht signifikant
(Lineare Regression
p=0,2296)
Signifikant

(Lineare Regression
p<0,0001)

3.4 Gesamt Ataxin-3 im TR-FRET Assay im longitudinalen Studiendesign

3.4.1

Kohortenanalyse der Follow Up 1 Kohorte

FUr die longitudinale Evaluation der Ataxin-3-Konzentration wurde fur 63

Patienten der

Baseline-Kohorte eine erste Follow-up-Untersuchung zur

Kohortenanalyse herangezogen. Die Kohorte setzte sich aus 9 Kontrollen, 9 pra-

ataktischen Mutationtragern und 45 ataktischen Mutationtragern aus der ESMI-

Kohorte zusammen. Fur den vorliegenden Datensatz wurde fir die 3 Gruppen

jeweils der Median und der Interquartilenabstand berechnet (Tabelle 27).

Tabelle 27 Kohortenanalyse der TR-FRET Follow Up 1 Kohorte
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N-TERM KONTROLLEN PRA-ATAKTISCH ATAKTISCH
ANZAHL 9 9 45
(ANTEIL WEIBLICH) (33,34 %) (66,67 %) (55,56 %)
ALTER 40 36 53

(33,5-58) (24-43) (42,5-61)
AAO - - 39,5

(35,25-45,75)

CAG- - 69 69
WIEDERHOLUNGEN IM (68-71) (66,5-71)
EXPANDIERTEN
ALLEL
SARA 0,5 2 10,5

(0-1) (0,5-2) (6,75-17,5)
INAS 1 0 4

(0-2) (0-3,5) (3-7)

Von der Gruppe der Kontrollprobanden waren 3 von 9 Probanden weiblich, was
einem Anteil von 33,34% entspricht. Die Ubrigen 6 mannlichen Probanden
machten einen Anteil von 66,67% aus. Der Anteil weiblicher Probanden in der
Gruppe der pra-ataktischen Probanden war mit 66,6 % wesentlich héher als in
der Kontroll-Gruppe. Der Anteil der mannlichen Probanden in der Gruppe der
pra-ataktischen Mutationstrager betrug 33,3%. Von den ataktischen Probanden
waren 55,56% weiblich und 44,45% mannlich (Tabelle 27).

Das mediane Alter der Kontrollprobanden zum Zeitpunkt der Untersuchung lag
bei 40 Jahren (IQA 33,5-58 Jahre). Das niedrigste Alter im Median hatten die pra-
ataktischen Probanden mit 36 Jahren, diese Gruppe hatte auch einen relativ
schmalen Interquartilenabstand von 24-43 Jahren, da sich so 50% der pra-
ataktischen Probanden im Alter in dieser 9-Jahresspanne bewegen. Die
ataktischen Probanden waren statistisch am altesten mit einem Median von 53
Jahren (IQA 42,5-61 Jahre). Das AAO in dieser Gruppe lag im Median bei 39,5
Jahren (IQA 35,2-45,75 Jahre) (Tabelle 27).

Den niedrigsten SARA Score hatte im Median die Kontroll-Gruppe mit 0 Punkten
(IQA 0-1 Punkte). Die pra-ataktische Gruppe hatte im Median einen SARA Score
von 2 (IQA 0,5-2 Punkte), den hochsten SARA Score hatte die ataktische Gruppe
mit 10,5 Punkten (IQA 6,75-17,5 Punkte) (Tabelle 27).
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Im Median hatten die pra-ataktischen Probanden ein expandiertes CAG-Repeat
von 69 Wiederholungen (IQA 68-71). Die ataktischen Probanden hatten ein
expandiertes CAG-Repeat von ebenfalls 69 Wiederholungen (IQA 66,5-71)
(Tabelle 27). Der INAS Score betrug fur die Kontrollprobanden im Median 1 Punkt
(IQA 0-2) fur die pra-ataktischen Probanden im Median 0 Punkte (IQA 0-3,5) und
fur die ataktischen Probanden im Median 4 (IQA 3-7) (Tabelle 27).

3.4.2 Statistische Analyse der Ataxin-3 Proteinlevel und klinischen
Parameter

Fir die 63 Probanden der Follow-up-1 Untersuchung, die mit dem TR-FRET
Assay untersucht worden sind, wurden die full-length Ataxin-3 Konzentrationen
fur die Gruppe Kontrolle, pra-ataktische Mutationstrager und ataktische
Mutationstrager verglichen (Abbildung 3. 20.A). Daflr wurde ein Kruskal-Wallis
Test durchgefuhrt. Die Gruppen Kontrolle und pra-ataktische Probanden
unterscheiden sich in der Konzentration an Ataxin-3 statistisch nicht signifikant
voneinander (p=0,8232). Das gilt im Weiteren fur den Vergleich der Gruppen der
Kontrollprobanden und der ataktischen Probanden. Auch die Differenz der pra-
ataktische und ataktische Mutationstrager war nicht signifikant (Kruskal-Wallis
Test; p=0,9920). Die Gruppe der pra-ataktischen Probanden hatte im Median die
niedrigste Ataxin-3 Konzentration mit 26,00 AF. Wahrend die Konzentration an
full-length Ataxin-3 in den ataktischen Probanden bei 32,51 AF lag, wurde in der
Gruppe der Kontrollen die hochste Konzentration an full-length Ataxin-3
gemessen mit 35,44 AF. Die Abbildung 3.20 B demonstriert die ROC-Kurve der
Kontrollen und pra-ataktischen Probanden. Die AUC=0,6914 zeigte die
Differenzierung zwischen Kontrollen und pra-ataktischen Probanden, welche
jedoch mit einem p=0,1711 statistisch nicht signifikant ist. Die Abbildung 3.20 C
zeigt die ROC Curve fur die Differenzierung zwischen den pra-ataktischen und
den ataktischen Probanden. Die AUC fur den Vergleich pra-ataktisch vs.
ataktisch entspricht 0,5951. Der P-Wert war auch fir diese Untersuchung nicht
signifikant (p=0,3715). Die ROC Curve der Kontrollen und ataktischen Probanden
zeigt in Abbildung 3.20 D eine AUC=0,5383 mit p=0, 7190.
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Abbildung 3.20 A Vergleich der Ataxin-3 Konzentrationen: Die full-length Ataxin-3
Konzentration der Kontroll-Gruppe, der pré-ataktischen Gruppe und der ataktischen Gruppe der
Kohorte unterscheiden sich statistisch nicht signifikant voneinander (Kruskal-Wallis Test). B ROC
Curve Kontrollen vs. pré-ataktische Probanden: Die ROC Curve zeigt eine AUC=0,6914 fiir
die Differenzierung zwischen den Kontrollen und den pré-ataktischen Probanden. C ROC Curve
pré-ataktische Probanden vs. ataktische Probanden: Fiir die Differenzierung zwischen den
pré-ataktischen und ataktischen Probanden durch den n-Term Assay zeigt die ROC Curve fir
diese beiden Gruppen eine AUC=0,5951. D ROC Curve Kontrollen vs. ataktische Probanden:

Die ROC Curve fiir den Vergleich Kontrollen und ataktische Probanden zeigt eine AUC=0,5383
mit p=0,7190.

Far die Kohorte der ataktischen Follow-up-1 Probanden wurden die
Konzentrationen an full-length Ataxin-3 mit klinischen Daten korreliert. Abbildung
4.21 zeigte die Ataxin-3 Konzentration (angegeben in AF)R aufgetragen gegen
den klinisch evaluierten SARA Score. Der fur die Testung auf Normalverteilung

durchgeflihrte Shapiro-Wilks Test ergab keine Normalverteilung (p<0,0001). Die
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lineare Regression war statistisch nicht signifikant (p=0,2989). Der durchgefuhrte
statistische Test auf Korrelation ergab einen Spearman-Koeffizienten von
r=0,1667 (Abbildung 3.21 A).

Der Shapiro-Wilks Test auf Normalverteilung der INAS Score Werte der
ataktischen Probanden ergab eine Normalverteilung der Werte (p=0,0978). Die
lineare Regression ergab keinen statistisch signifikanten Zusammenhang
zwischen dem INAS Score und der full-length Ataxin-3 Konzentration. Der
Pearson Koeffizient betragt r=0,1932, diese Korrelation war jedoch statistisch
nicht signifikant (p= 0,0932) (Abb. 3.21 B).

Die full-length Ataxin-3 Konzentration wurde mit dem AAO der ataktischen
Probanden  korreliert. Der  durchgefuhrte = Shapiro-Wilks-Test  auf
Normalverteilung ergab eine Normalverteilung fir die AAO Werte der ataktischen
Probanden (p=0,2953), aber keine Normalverteilung fur die Ataxin-3-Werte
(p<0,0001) (Abbildung 3.21 D). Die lineare Regression war nicht signifikant
(p=0,0941). Der Spearman-Koeffizient betrug r=-0,1276, dies war jedoch

statistisch nicht signifikant.

Der SARA Score wurde mit dem AAO der Probanden korreliert. Die Daten des
SARA Scores waren nicht parametrisch verteilt (Shapiro-Wilks Test; p=0,0003),
wahrend die Daten des AAO der Probanden normalverteilt sind (Shapiro-Wilks
Test; p=0,2953). Die lineare Regression von SARA Score und AAO ergibt ein P-
Wert von 0,6507, somit besteht kein Nachweis eines statistisch signifikanten
Zusammenhanges zwischen dem SARA Score und dem AAO der 1.FUP
Analyse. Auch der Spearman Korrelationskoeffizient r=0,08222 zeigte keinen
signifikanten statistischen Zusammenhang zwischen den beiden Variablen
(Abb.3.21 D).
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Abbildung 3.21 A SARA Score vs. full-length Ataxin-3 Proteinkonzentration in PBMCs: Der
statistische Zusammenhang zwischen dem SARA Score und der full-length Ataxin-3
Konzentration ist statistisch nicht signifikant (p=0,2989). B INAS Score vs. full-length Ataxin-3
Proteinkonzentration in PBMCs: Fiir die Korrelation des INAS Score und der full-length Ataxin-
3-Konzentration ergibt sich ein P-Wert=0,1932, der fiir die lineare Regression keine statistische
Signifikanz anzeigt. C AAO vs. full-length Ataxin-3 Proteinkonzentration in PBMCs: Der
statistische Zusammenhang zwischen dem AAQO und der full-length Ataxin-3 Konzentration ist
statistisch nicht signifikant (p=0,0941). D SARA Score vs. AAO der ataktischen Probanden:
Der statistische Zusammenhang zwischen dem SARA Score und dem AAO wurde mit einer
linearen Regression untersucht und ist nicht signifikant (p=0,6507).

3.4.3 Kohortenanalyse der Follow Up 2 und 3 Kohorte

Fur n=9 der Patienten mit Baseline und Follow Up 1 waren Daten eines Follow
Up 2 vorhanden, davon waren n=3 pra-ataktisch und n=6 ataktisch. Ein Follow
Up 3 gab es fur n=4 Patienten, n=2 pra-ataktisch und n=2 ataktisch. Fur die
Follow Up 2 Kohorte wurde jeweils der Median und der Interquartilenabstand
bestimmt, wahrend fur die Follow Up 3 Gruppe aufgrund der geringen

Gruppengrofie keine vollstandige Kohortenanalyse erstellt wurde.
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Tabelle 28 Kohortenanalyse der Follow Up 2 Kohorte

N-TERM PRA-ATAKTISCH ATAKTISCH
ANZAHL 3 6
(ANTEIL WEIBLICH) (33,34 %) (66,67 %)
ALTER 35 60

(26-37) (56,75-68,75)
AAO 41

(40-46,5)

CAG- 67 67
WIEDERHOLUNGEN IM | (64-69) (65,5-69)
EXPANDIERTEN ALLEL
SARA 1 18,75

(0-1,5) (9,25-23,75)
INAS 1 5,5

(0-3) (2,75-6,5)

In der Follow Up 2 Gruppe hatten die pra-ataktischen Probanden ein medianes
Alter von 35 Jahren (IQA 26-37) und die ataktischen Gruppe ein medianes Alter
von 60 Jahren (IQA 56,75-68,75). Im Median war das AAO fur die ataktische
Gruppe 41 Jahre (IQA 40-46,5). Der SARA Score betrug in der pra-ataktischen
Gruppe im Durchschnitt 1 (IQA 0-1,5) und in der ataktischen Gruppe 18,75 (IQA
9,25-23,75). In der pra-ataktischen Gruppe gab es im expandierten Allel im
Durchschnitt 67 CAG-Wiederholungen (IQA 64-69) und in der ataktischen
Gruppe ebenfalls 67 Wiederholungen (IQA 65,5-69) (Tabelle 28). Der INAS
Score betragt in der pra-ataktischen Gruppe im Median 1 (IQA 0-3) und in der
ataktischen Gruppe 5,5 Punkte (IQA 2,75-6,5).

Fur das Follow Up 3 setzte sich die Gruppe der pra-ataktischen Probanden aus
einem mannlichen 27-jahrigen Probanden und einer weiblichen 36-jahrigen
Probandin zusammen. Die Probandin hatte einen SARA und INAS Score von
jeweils 1 Punkt, der Proband von jeweils O Punkten. Fur das ATXN3 Gen hatte
der Proband einen Genotyp 21/69 CAG Repeats und die Probandin von 27/67
CAG Repeats. Beide ataktischen Follow Up 3 Probanden waren weiblich und mit
SARA Scores von jeweils 15,5 Punkten und 21,5 Punkten klinisch moderat

ataktisch. Die Probanden waren 59 resp. 68 Jahre alt, also beide alter als die pra-
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ataktischen Probanden. Fir das ATXN3 Gen hatten sie ein normales und
expandiertes Allel mit jeweils 23/67 CAG Repeats und 24/67 CAG Repeats.

Aufgrund der geringen Gruppengrofle der Kohorte erfolgte nur eine
vergleichende Analyse zwischen den Genotyp, aber kein Bezug auf klinische
Daten (Abbildung 3.22).

Die Daten der Follow Up 2 Kohorte waren normalverteilt (Kruskal-Wallis Test).
Daher wurde ein t-Test durchgefuhrt, der jedoch keine signifikante Differenz in
den Ataxin-3 Werten der pra-ataktischen und ataktischen Probanden ergab
(p=0,3533).

Der Datensatz fir die Follow Up 3 Kohorte war fur einen Shapiro-Wilks Test auf
Normalverteilung zu klein. Der durchgefuhrte t-Test ergab keine signifikante
Differenz zwischen den pra-ataktischen und ataktischen Mutationtragern
(p=0,5177).
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Abbildung 3.22 A Gesamt Ataxin-3 Konzentration des Follow Up 2 Gruppe: Die Ataxin-3
Konzentrationen der préa-ataktischen und ataktischen Probanden wurde mit dem n-Term Assay
bestimmt. Der durchgefiihrte t-Test ergab p=0,3533. B Gesamt Ataxin-3 Konzentration der
Follow Up 3 Gruppe: Die gemessenen Ataxin-3 Konzentrationen in den pré-ataktischen
Probanden der Follow Up 3 Kohorte unterscheiden sich statistisch nicht signifikant von den
Werten der ataktischen Probanden.
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3.4.4 Longitudinale Analyse in TR-FRET n-Term Kohorte

Es wurden zunachst die n=39 Probanden getrennt analysiert, welche im Verlauf
des Beobachtungszeitraums nicht zwischen den Kategorien ,Kontrolle®, ,pra-
ataktischer Mutationstrager®, ,mild ataktisch®, ,moderat ataktisch® und ,schwer
ataktisch® wechselten. Die 25 Konverter, die im Analysezeitraum die Kategorie

ein oder mehrfach gewechselt haben, wurden anschlie3end analysiert.

Es wurde die Veranderung in der Proteinkonzentration des Ataxin-3 im Vergleich
zum Verlauf des SARA Scores als klinisches Korrelat betrachtet. Abbildung 3.23
A zeigt zusammenfassend die SARA Score Werte fur die Baseline und Follow
Up 1 Werte, wahrend in 3.23 B die full-length Ataxin-3 Werte fUr dieselben
Probanden zu sehen sind. Die Abbildungen zeigen jeweils den Mittelwert fir die

Gruppe an Probanden sowie den Standardfehler (Semaka et al.).

Insgesamt gab es n=9 Kontrollprobanden mit jeweils 2 Visiten, um sie mit den

Daten der Mutationstrager zu vergleichen.

Fur das full-length Ataxin-3 ergab die Messung folgende Mittelwerte: 37,67 AF
(SEM 12,94) in der Baseline Gruppe und 18,21 AF (SEM 2,670) in der Follow Up
1 Kohorte (Abbildung 3.23 B). Der SARA Score der Kontrollen war sehr niedrig,
im Mittelwert in der Baseline Kohorte 0,44 Punkte mit einem Standardfehler von
0,1303 und in der Follow Up 1 Kohorte 0,375 Punkte mit einem Standardfehler
von 0,157 (rote Linie, Abbildung 4.23 A. Bei einem der n=9 Kontrollprobanden
war nur der SARA Score der Baseline bekannt, nicht jedoch der Score der Follow
Up Visite. In der Abbildung 4.23 B lasst sich erkennen, dass der Graph der
Kontrollen, der die Proteinkonzentration darstellt (dunkelrot; Raute zwischen den
Graphen der schwer und mild ataktischen und oberhalb der moderat und pra-

ataktischen Werte verlauft.
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Abbildung 3.23 A SARA Score der n-Term Kohorte im longitudinalen Verlauf: Die Abbildung
zeigt den Verlauf des SARA Scores vom Zeitpunkt der Baseline Untersuchung bis zu Follow Up
1 und Follow Up 2 fiir die Gruppen der Kontrollen und Mutationstrager. B Ataxin-3 Konzentration
der n-Term Kohorte im longitudinalen Verlauf: Die gemessenen Konzentrationen an full-
length Ataxin-3 der Kontrollen und Mutationstrdger wird longitudinal im Verlauf von der Baseline
Untersuchung bis zu Follow Up 1 bzw. 2 dargestellt.

Im longitudinalen Studiendesign wurden n=5 pra-ataktische Probanden (SARA
kleiner drei) untersucht, mit jeweils einem Baseline Visit und einem Follow Up
Visit. Der Mittelwert fur den Baseline Visit lag bei 10,15 AF (SEM 3,614) und fur
die Follow Up Visite bei 9,051 AF (SEM 5,726) (hellblaue Linie Abb 4.23 B). Der
SARA Score betrug im Mittelwert 0,8 Punkte in der Baseline Untersuchung (SEM
0,3391) und 1,2 Punkte (SEM 0,4899) im Follow Up 1 (4.23 A). Bei n=2 der
Probanden verblieb der SARA Score bei 0 Punkten, bei den ubrigen n=3

Probanden der Gruppe stieg er um 0,5-1 Punkt an.

Es wurden n=18 mild ataktische Probanden (3-12 Punkte) im longitudinalen
Studiendesign  untersucht. Die Auswertung der full-length  Ataxin-3
Konzentrationen ergab einen Mittelwert von 26,09 AF (SEM 6,417) sowie von
38,90 AF (SEM 10,85) fur den Follow Up 1 (Abb 3.24 C).
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Der SARA Score zeigte ebenfalls eine zunehmende Tendenz mit einem Anstieg
des Mittelwertes von 7,91 auf 8,77 Punkten (Abbildung 3.25 B. Der
Standardfehler betrug fur die Bestimmung des Mittelwerts des SARA Scores in
der Baseline Untersuchung SEM=0,5561 und bei der Follow Up Untersuchung
SEM=0,62.

In der Gruppe der moderat ataktischen Probanden (13-23 Punkte) standen Daten
von n=2 Probanden mit jeweils 3 Visits (Baseline Follow Up 1 und Follow Up 2)
zur Verfugung (Abb 3.24 D). Aufgrund der geringen Gruppengrof3e werden die
Ergebnisse der beiden Probanden hier einzeln besprochen. Der erste Proband
hatte in der Baseline Untersuchung einen gemessenen full-length Ataxin-3 Wert
von 6,49 AF, der in Follow Up 1 auf 4,71 AF absank und in Follow Up 2 wieder
auf den hochsten Wert 11,08 AF anstieg. Beim zweiten moderat ataktischen
Probanden konnte im Baseline Visite ein Ataxin-3 Wert von 22,38 AF
gemessenen werden. Beide Probanden haben die niedrigste Ataxin-3
Konzentration im Follow Up 1 Visit. Im Follow Up betrug die Ataxin-3
Konzentration 12,61 AF. Auch hier stieg die Ataxin-3 Konzentration im Follow Up
2 Visit wieder an, auf 23,30 AF. Der SARA Score entwickelt sich bei dem ersten
Probanden ausgehend von einem Baseline Wert von 15 Punkten zu 18 Punkten
im Follow Up 1 Visit und wieder zu 15,5 Punkten im Follow Up 2. Der zweite
Proband zeigt eine durchgehend ansteigende Tendenz des SARA Scores Uber
die 3 Visits: Fur den Baseline Visit wurden 19 Punkte protokolliert, wahrend des
Follow Up 1 19,5 Punkte und wahrend des Follow Up 2 21,5 Punkte (3. 25 C. In
Abbildung 3.23 B sieht man, dass die beiden moderat ataktischen Probanden im
Mittelwert die niedrigsten Ataxin-3 Konzentrationen aller untersuchten Gruppen

aufweisen.

Fur die longitudinale Auswertung der Ataxin-3 Werte der schwer ataktischen
Probanden (SARA von bis angeben, die hier einsortiert wurden) standen n=5
Probanden zur Verfigung. Die schwer ataktischen Probanden weisen in der
ersten Baseline Untersuchung im Mittelwert eine Ataxin-3 Konzentration von
91,413 AF auf und im Follow Up 1 Visit einen Wert von 33,43 AF. Daher Ataxin-
3 Proteinlevel sinkt also im Mittelwert zwischen den beiden Untersuchung stark

ab. Der SARA Score zeigte ebenfalls eine abnehmende Tendenz von 31,3 auf
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30,4. Wie Abbildung 3.23 B zeigt, ist der Ataxin-3 Wert der schwer ataktischen

Probanden im Mittelwert von allen Gruppen in der Baseline Kohorte der héchste

Wert.
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Abbildung 3.24 A Ataxin-3 Konzentration der Kontrollprobanden: Der Mittelwert der Ataxin-
3 Konzentration lag fiir den Baseline Visit bei 37,67 AF und im Follow Up 1 Visit bei 18,21 AF. B
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Ataxin-3 Konzentration der préa-ataktischen Probanden: Der Mittelwert der Ataxin-3
Konzentration lag flir den Baseline Visit bei 10,15 AF und im Follow Up 1 Visit bei 9,05 AF. C
Ataxin-3 Konzentration der mild ataktischen Probanden: Der Mittelwert der Ataxin-3
Konzentration lag fiir den Baseline Visit bei 26,09 AF und im Follow Up 1 Visit bei 389 AF. D
Ataxin-3 Konzentration der moderat ataktischen Probanden: Der Mittelwert der Ataxin-3
Konzentration lag fiir den Baseline Visit bei 14,44 AF fiir den Follow Up 1 Visit bei 8,66 AF und
ftir den Follow Up 2 Visit bei 17,19 AF. E Ataxin-3 Konzentration der schwer ataktischen
Probanden: Der Mittelwert der Ataxin-3 Konzentration lag flir den Baseline Visit bei 91,41 AF
und sinkt im Follow Up 1 Visit auf 33,43 AF ab.
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Abbildung 3.25 A SARA Score pré-ataktische Probanden: Der Mittelwert des SARA Scores
der pré-ataktischen Probanden stiegt von 0,8 Punkten in der Baseline Untersuchung auf 1,2
Punkte fiir den Follow Up 1 an. B SARA Score mild ataktische Probanden: Der Mittelwert des
SARA Scores in der Baseline Untersuchung lag bei 7,927 Punkten. Fiir die Follow Up 1
Untersuchung wurde eine Punktzahl von 8,78 berechnet. C SARA Score moderat ataktische
Probanden: Der Mittel Wert der SARA Scores der moderat ataktischen Probanden lag im
Baseline Visit bei 17 Punkten, im Follow Up 1 Visit bei 18,75 Punkten und bei 18,5 Punkten im
Follow Up 2 Visit. D SARA Score schwer ataktische Probanden: Der Mittelwert der schwer
ataktischen Probanden in der Baseline Untersuchung lag bei 31,3 Punkten und im Follow Up 1
bei 30,4 Punkten.

111



moderat ataktisch

25+
-~ moderat ataktisch 1

20 -+ moderat ataktisch 2

15—

ataxin-3

10

T
2

Visit

—
w -

Abbildung 3.26: Ataxin-3-Werte der moderat ataktischen Probanden im longitudinalen
Verlauf: Die Proteinkonzentration von Proband moderat ataktisch 1 lag zunédchst bei 6,49 AF,
sank in Follow Up 1 auf 4,71 AF ab und stieg in Follow Up 2 wieder auf 11,08 AF an. Fiir den
zweiten Probanden ergab sich in der Baseline Probe 22,39 AF in der Follow Up 1 Probe 12,613
AF und in der Follow Up 2 Probe 23,302 AF.
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Abbildung 3.27: Ataxin-3 Konzentration eines pra-ataktischen Probanden: Der préa-
ataktische Proband wurde (lber 4 Visiten untersucht, in diesem Zeitraum sank die full-length
Ataxin-3 Konzentration von 17,462 AF auf 1,931 AF ab. B Ataxin-3 Konzentration eines mild
ataktischen Probanden: Im longitudinalen Verlauf stieg die full-length Ataxin-3 Konzentration
an, sodass fiir den Baseline Visit ein Wert von 1,187 AF gemessen wurde und fiir den Follow Up
2 Visit ein Wert von 17,925 AF. C Ataxin-3 Konzentration moderat ataktischer Probanden mit
2 Visiten: 3 der 4 untersuchten moderat ataktischen Probanden zeigten in der full-length Ataxin
3 Konzentration eine abnehmende Tendenz. D Ataxin-3 Konzentration eines schwer
ataktischen Probanden: Die full-length Ataxin-3 Konzentration stieg im Follow Up 1 Visit
sprunghaft auf 127,349 AF an und sank im Follow Up 2 Visit dann wieder ab.

Abbildung 3.27 A zeigt einen pra-ataktischen Probanden mit 4 Visiten. In dem
Baseline Visit wurde ein Ataxin-3 Wert von 17,462 AF gemessen, im Follow Up
1 Visit 44,29 AF. Im Follow Up 2 Visit wurden 5,73 AF gemessen und im Follow
Up 3 Visit 1,93 AF, die Konzentration sank also insgesamt im Verlauf ab.

Die Abbildung 3.27 B zeigt einen mild ataktischen Probanden mit 3 Visiten. In der
ersten Baseline Probe wurde eine full-length Ataxin-3 Konzentration von 1,187

AF gemessen. In der Follow Up 1 Visite wurde eine Konzentration von 27,702 AF
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gemessen. Der full-length Ataxin-3 Wert sank in der Follow Up 2 Visite wieder

ab, auf eine Konzentration von 17,925 AF.

Abbildung 3.27 C demonstriert 4 moderat ataktische Probanden mit jeweils 2
Visits. Der Proband moderat ataktisch 1 zeigte ein Absinken der Ataxin-3
Konzentration von 68,61 AF auf 14,21 AF in der Follow Up 1 Probe. Auch bei
dem Probanden moderat ataktisch 2 war ein Absinken der Ataxin-3
Konzentration zu beobachten von 33,97 AF auf 1,39 AF im Follow Up 1 Visit. Fur
den Probanden moderat ataktisch 3 ist ein Ansteigen der Ataxin-3 Konzentration
zu beobachten: In der Baseline Probe wurde eine Konzentration von 51,32 AF
gemessen, die auf einen Wert von 1697,656 AF im Follow Up 1 ansteigt. Bei dem
Probanden moderat ataktisch 4 wurden die Ataxin-3 Konzentrationen 114,87 AF

und 6,17 AF gemessen.

Abbildung 3.27 D zeigt den Verlauf der full-length Ataxin-3 Konzentration im
Verlauf Uber 3 Visiten bei einem schwer ataktischen Probanden. Die
Proteinkonzentration in dem Baseline Visit lag bei 5,20 AF. Im Follow Up 1 stieg
die Konzentration stark an und lag bei 127,34 AF. Im Follow Up 2 wurde die

Konzentration dann wieder bei 2,92 AF gemessen.

Als Nachstes wurden die Konverter analysiert: Abbildung 3.28 A zeigt die 4
Konverter, die zwischen Baseline und Follow Up 1 Visit von mild ataktisch
Krankheitszustand zum moderat ataktisch wechseln. Die Ataxin-3 Konzentration
von Konverter 1 sinkt von 10,68 AF im Baseline Visit auf 6,87 AF im Follow Up
Visit 1 ab. Ahnlich verhalt sich auch Konverter 2, dessen full-length Ataxin-3
Konzentration von 17,20 AF im Baseline Visit auf 10,20 AF im Follow Up 1 Visit
absinkt. FUr Konverter 3 steigt die Ataxin-3 Konzentration in den PBMCs stark an
von 4,93 AF auf 22,68 AF im Follow Up 1 Visit. Auch Konverter 4 zeigt vom
Baseline Visit zum Follow Up 1 Visit eine ansteigende Proteinkonzentration von
8,27 AF auf 10,73 AF.

Abbildung 3.28 B demonstriert die 4 Konverter, die im Beobachtungszeitraum
von pra-ataktisch zu mild ataktisch wechseln, diese Probanden erkranken also
im Beobachtungszeitraum klinisch an der Spinocerebellarer Ataxie Typ 3.

Konverter 1 zeigte ein Absinken der Ataxin-3 Konzentration im zeitlichen Verlauf
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von 15,61 AF auf 2,14 AF. Konverter 2 hatte zum Zeitpunkt der Baseline
Untersuchung eine Ataxin-3 Konzentration von 5,69 AF und eine Konzentration
von 4,99 AF im Verlauf. Die Baseline Probe von Konverter 3 enthielt eine Gesamt
Ataxin-3 Konzentration von 3,87 AF, die auf einen Wert von 43,02 AF im Follow
Up 1 Anstieg. In der PBMC Probe von Konverter 4 wurde zum Zeitpunkt der
Baseline Untersuchung eine Ataxin-3 Konzentration von 57,96 AF gemessen, die

im Follow Up 1 auf einen Wert von 1,01 AF absank.

Insgesamt 3 Konverter in der Kohorte veranderten sich in der klinischen
Einschatzung so, dass sie von der Kategorie mild ataktisch wieder in die
Kategorie pra-ataktisch wechselten, da ihnr SARA Score unter 3 Punkte absank
(Abb 3.28 C). Fur Konverter 1 wurden in der Baseline Probe 14,75 AF gemessen
und in der Follow Up 1 Probe 13,61 AF mit dem n-Term Assay gemessen. Die
Konzentration an Ataxin-3 sank fur Konverter 2 von 23,80 AF auf 9,45 AF ab. Fur
den Konverter 3 ergab die erste Messung der Proteinkonzentration 41,64 AF und
die zweite Messung 13,37 AF.

Abbildung 3.28 D zeigt die Konverter, die sich in der klinischen Einschatzung so
verandert haben, dass sie in der Baseline auf moderat ataktisch und in der Follow
Up 1 Untersuchung anhand des SARA Scores auf mild ataktisch beurteilt werden.
Der Ataxin-3 Wert in Konverter 1 steigt von 10,38 AF in der Baseline Probe auf
12,59 AF im Follow Up 1 an. Die Konzentration an full-length Ataxin-3 sinkt bei
Konverter 2 von 49,17 AF auf 25,28 AF ab.

Die beiden Konverter, die in Abbildung 3.29 dargestellt sind, wechseln von der
Kategorie moderat ataktisch in die Kategorie schwer ataktisch im
Beobachtungszeitraum. Konverter 1 in Abbildung 3.29 A hat 2 Datenpunkte fur 2
Visiten, wahrend fur Konverter 2 (dargestellt in Abbildung 3.29 B) die Werte fur 3
Visiten vorlagen. Konverter 1 sank im Verlauf von einer Ataxin-3 Konzentration
von 124,01 AF auf 12,56 AF ab. Fir Konverter 2 wurde im Baseline Visit 2,42 AF
gemessen in Follow Up 1 33,22 AF und in Follow Up 2 0,04 AF.

Abbildung 3.30 A zeigt einen Konverter mit 4 Visits. In der Baseline Probe des
Konverter 1 wurde zunachst eine Ataxin-3 Konzentration von 5,81 AF gemessen.

Fur den Follow Up 1 Visit wurden 66,40 AF gemessen. In Follow Up 2 und Follow
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Up 3 wurden mit jeweils 3,62 AF und 17,22 wieder niedrigere Konzentrationen
festgestellt. Der SARA Score stieg von urspringlich 2 Punkten auf 3,5 Punkte
beim Follow Up 1 Visit, womit sich der Proband als symptomatisch, also ataktisch
qualifiziert. In Follow Up 2 sank der SARA Score wieder auf einen Wert von 0
Punkten ab und war auch im Follow Up 3 Visit mit 1 Punkt wieder der Kategorie

pra-ataktisch zu zuordnen.

Abbildung 3.30 B zeigt einen Konverter, bei dem Daten flur 3 Visiten vorliegen.
Zu sehen ist ein Anstieg der full-length Ataxin-3 Konzentration von 0,25 AF in der
Baseline Untersuchung auf 5,66 AF in der Follow Up 1 Untersuchung. Fir den
Follow Up 2 Visit wurde eine full-length Ataxin-3 Konzentration von 2,57 AF mit
dem n-Term Assay gemessen. Der SARA Score von urspruinglich 2 Punkte stieg
zunachst leicht an auf 3 Punkte, sank jedoch klinisch wieder auf 1,5 Punkte in

der Evaluation ab.
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Abbildung 3.28 A Konverter mild ataktisch zu moderat ataktisch: Die Konverter mit einer
klinischen Progression von mild ataktisch zu moderat ataktisch lber 2 Visiten zeigen im Verlauf
des full-length Ataxin-3 ein unterschiedliches Verhalten. Konverter 1 und 2 zeigen ein Absinken
der Proteinkonzentration, Konverter 3 und 4 ein Ansteigen der Konzentration an full-length Ataxin-
3. B Konverter pré-ataktisch zu mild ataktisch: Der Verlauf des full-length Ataxin-3 der 4
Konverter, welche sich klinisch von préa-ataktisch zu mild ataktisch entwickeln. C Konverter mild-
ataktisch zu pré-ataktisch: Die 3 Konverter zeigen alle ein Abfallen der full-length Ataxin-3
Konzentrationen im Verlauf vom Baseline Visit zum Follow Up 1 Visit. D Konverter moderat
ataktisch zu mild ataktisch: Die Abbildung zeigt den Verlauf des full-length Ataxin-3 der beiden
Konverter, die ihre Kategorie von moderat ataktisch zu mild ataktisch veréndern.
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Abbildung 3.29 A Konverter 1 moderat-zu schwer ataktisch: Die Proteinkonzentration an
Ataxin-3 sinkt im Untersuchungsverlauf stark ab,von 124,01 AF auf 12,56 AF. B Konverter 2
moderat zu schwer ataktisch: Der Konverter 2 wurde (ber 3 Visiten verfolgt und die Ataxin-3
Konzentration gemessen (Baseline: 2,42 AF; Follow Up 1: 33,22 AF; Follow Up 2: 0,047 AF).
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Abbildung 3.30 A Konverter 1 pra-ataktisch zu mild ataktisch: Die Abbildung zeigt den
Verlauf der full-length Ataxin-3 Konzentration und des SARA Scores von Konverter 1 vom
Zeitpunkt der Baseline Visite bis zur Follow Up 3 Untersuchung. In diesem Zeitraum &nderte sich
der klinische SARA Score um insgesamt 3,5 Punkte (Follow Up 1: 3,5 Punkte; Follow Up 2: 0
Punkte). B Konverter 2 préa-ataktisch zu mild ataktisch: Die full-length Ataxin-3 Konzentration
stieg zunéchst leicht auf 5,65 AF an und sank dann wieder auf 2,57 AF ab, der SARA Score von
Konverter 2 zeigte einen &hnlichen Verlauf und sank von 3 Punkten im Follow Up 1 wieder auf

einen Wert von 1,5 Punkte ab.
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Insgesamt lasst sich sagen, dass im longitudinalen Studiendesign keine
eindeutige Tendenz der Gesamt-Ataxin-3 Konzentration nachzuweisen war und
sowohl steigende als auch fallende Konzentrationen individuell beobachtet

werden konnten.

3.5 Expandiertes Ataxin-3 im Simoa Assay im longitudinalen

Studiendesign

3.5.1 Kohortenanalyse in der Follow Up 1 Kohorte

Fur die Follow Up 1 Kohorte des Singulex Assays wurden insgesamt n=30
Probanden untersucht. Die Kohorte setzte sich aus n=4 Kontrollprobanden, n=1
einem pra-ataktischen Probanden und n=25 ataktischen Probanden zusammen.
Fur das AAO lagen jedoch nur Daten von n=24 Probanden vor und flur die
Bestimmung der Zeit zwischen BL-Fup1 von n=21 Probanden. Es wurde eine
deskriptive Statistik durchgefiihrt, bei der jeweils der Median und der
Interquartilenabstand bestimmt wurden (Tabelle 29). Fur den einzelnen pra-
ataktischen Probanden wurden in Tabelle 29 die Werte ebenfalls angegeben,
jedoch ohne Median oder Interquartilenbestimmung. Fir die Simoa-Kohorte
wurden flr das longitudinale Studiendesign nur Daten der Baseline und des
Follow Up 1 verwendet, da fur das Follow Up 2 und 3 keine Untersuchungen

vorlagen.

Tabelle 29 Kohortenanalyse der Follow Up 1 Kohorte

SIMOA KONTROLLEN PRA-ATAKTISCH ATAKTISCH
ANZAHL 4 1 25
(ANTEIL WEIBLICH) (50 %) (100 %) (52 %)
ALTER 455 41 53
(24,25-66,75) (41-61,5)
AAO - - 40,5
(31,5-48,5)
CAG- - 62 70
WIEDERHOLUNGEN IM (65-71,5)
EXPANDIERTEN
ALLEL
INAS 0 1 5
(3,5-7,5)
SARA 0 2 11
(0-1,25) (7,5-18,25)
ZEIT BL-FUP1 14,4 14 13
IN MONATEN (12,13-15,1) (12-14)
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Die Gruppe der Kontrollprobanden setzt sich zusammen aus 2 mannlichen und
2 weiblichen Probanden, was einem Frauenanteil von 50 % entspricht. Der
einzige Proband der pra-ataktischen Gruppe ist weiblich, womit diese Gruppe mit
100 % den hdchsten Frauenanteil hat. Die ataktischen Probanden haben einen

Frauenanteil von 52 %.

Das mediane Alter der Kontrollprobanden entspricht 45,5 Jahre mit einem
Interquartilenabstand von 24,25 - 67,75 Jahren. Die pra-ataktische Probandin ist
41 Jahre alt. Statistisch am altesten sind die ataktischen Probanden mit einem
Median von 53 Jahren (IQA 41-61,5). Das AAO in der ataktischen Gruppe lag bei

41 Jahren mit einem Interquartilenabstand von 33-47 Jahren.

Der SARA Score der Kontrollprobanden liegt im Median bei 0 Punkten (IQA O-
1,25), wahrend die pra-ataktische Probandin einen SARA Score von 2 Punkten
hat. Mit 10,75 Punkten im Median haben die ataktischen Probanden den
héchsten SARA Score. Der Interquartilenabstand betragt 7,5-18,25 Punkten.

Die pra-ataktische Probandin hat ein expandiertes CAG Repeat von 62 CAG
Wiederholungen. Die 28 ataktischen Probanden haben im Median ein CAG
Repeat von 70 Wiederholungen (IQA 65-71,5).

Die Kontrollprobanden haben alle einen INAS Score von 0 Punkten. Die pra-
ataktische Probandin hat einen INAS Score von 1 Punkt. Der INAS Score der
ataktischen Mutationstrager liegt im Median bei 5 (IQA 3,5-7,5).

In der Kategorie Zeit bl-fup1 in der Tabelle 4.8 wird angegeben, wie viele Monate
zwischen der Baseline Untersuchung und der Follow Up 1 Untersuchung lagen.
Zwischen der Baseline Untersuchung der Kontrollprobanden lagen im Median
14,4 Monate mit einem Interquartilenabstand von 12,13-15,1 Monaten. Fur die
pra-ataktische Probandin lag der zeitliche Abstand zwischen dem Baseline und
dem Follow Up 1 bei 14 Monaten. Fur die ataktischen Probanden lag der zeitliche

Abstand zwischen dem Baseline Visit und dem Follow Up 1 Visit bei 13 Monaten
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im Median (IQA 12-14), die ataktischen Probanden hatten also im Vergleich den

kUrzesten Abstand zwischen den beiden ausgewerteten Probenentnahmen.

3.5.2 Statistische Analyse der Ataxin-3 Proteinlevel und klinischen
Parameter

Fur die 30 Probanden der Follow Up 1 Kohorte der Simoa Gruppe wurde ein
Kruskal-Wallis Test durchgefiihrt, um die Ataxin-3 Werte der Kontrollen sowie der
pra-ataktischen und ataktischen Probanden zu vergleichen. Der Kruskal-Wallis
Test fur den Vergleich der Kontrollprobanden mit den ataktischen Probanden ist
statistisch signifikant mit einem p=0,0056. Auf einen Vergleich zu dem pra-
ataktischen Probanden wird verzichtet, da ein einzelner Proband statistisch nicht
aussagekraftig ware. Abbildung 3.31 B =zeigt die ROC Curve fir die
Differenzierung der Kontrollprobanden (n=4) und ataktischen Probanden (n=24).
Die ROC Curve ergibt eine AUC=0,99 mit einem p=0,0019. Die ROC Curve in
Abbildung 3.31 C ergibt flir den Vergleich Kontrolle (n=4) vs Mutationstrager
(n=25) eine AUC=0,9904 mit p=0,0019.
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Abbildung 3.31 A Vergleich der expandierten Ataxin-3: Der Vergleich der ataktischen und
Kontrollprobanden ist statistisch signifikant (Kruskal-Wallis Test;p=0,0056) B ROC Curve
Kontrollen vs ataktisch: Die ROC Curve ergibt eine AUC = 0,99 fiir die Differenzierung
zwischen Kontrollen und ataktischen Probanden. C ROC Curve Kontrolle vs Mutationstréger:
Die ROC Curve fiir die Kontrollen vs Mutationstrager ergibt AUC=0,9904.

Es wurden die gemessenen Proteinlevel an Ataxin-3 mit dem gemessen SARA
Score korreliert. Der Datensatz war nicht normalverteilt (Shapiro-Wilks Test;
p=0,008). Die durchgeflihrte lineare Regression ergab einen P-Wert p=0,4634
und ist damit statistisch nicht signifikant (Abb 3.32 A). Der Spearman Wert betragt
r=-0,02249.

Die Abbildung 3.32 B zeigt die Korrelation zwischen dem INAS Score der
ataktischen Probanden und den Ataxin-3 Plasma Werten. Der durchgefiihrte
Shapiro Wilks Test auf Normalverteilung ergab p=0,008, also keine

Normalverteilung flr die Daten. Es ergab sich in der linearen Regression kein
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statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen den Variablen (p=0,9602).
Auch der Spearman-Koeffizient ist statistisch nicht signifikant mit r=0,1632.

Es wurden die klinisch erhobenen AAO Daten der ataktischen Probanden mit den
durch den Simoa Assay gemessenen Konzentrationen an expandiertem Ataxin-
3 korreliert. Durch den Shapiro Wilks Test war keine Normalverteilung
festzustellen (p=0,008). Der statistische Zusammenhang des AAO und des
Ataxin-3 Levels ist signifikant, in der linearen Regression wurde ein P-Wert
p=0,0321 berechnet. Der Spearman Korrelationskoeffizient betragt r=-0,4298.
Grafisch wird die hier berechnete Korrelation in Abbildung 3.32 C gezeigt.

In Abbildung 3.32 D wird das AAO mit dem SARA Score der ataktischen
Probanden korreliert. Der Shapiro-Wilks Test ergab flir den SARA Score p=
0,0908, somit ist der Datensatz normalverteilt. Auch der Datensatz fur das AAO
ist laut Shapiro-Wilks Test normalverteilt (p=0,9914), die lineare Regression ist
statistisch nicht signifikant (p= 0,6420). Der Korrelationskoeffizient nach Pearson

betragt r=- 0,1.
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Abbildung 3.32 A SARA vs expandiertes Ataxin-3 im Plasma: Die durchgefiihrte lineare
Regression ist statistisch nicht signifikant (p=0,4634). B INAS vs expandiertes Ataxin-3: Der
INAS Score und das expandierte Ataxin-3 haben statistisch keinen signifikanten Zusammenhang
(p=0,9602).C AAO vs expandiertes Ataxin-3 im Plasma: Der statistische Zusammenhang
zwischen AAO und Plasma ist statistisch signifikant (p=0,0321). D AAO vs SARA Score: Die
lineare Regression des AAO mit dem SARA Score ist statistisch nicht signifikant (p=0,6420).

3.5.3 Longitudinale Analyse in der Simoa Assay Kohorte

Fir die 30 Probanden der Simoa-Kohorte, fur die es eine Baseline Visit und eine
Follow Up Visit gab, wurde eine longitudinale Analyse durchgeflihrt. Abbildung
3.33 A zeigt den longitudinalen Verlauf der Ataxin-3 Proteinkonzentration fur die
Baseline Visit und die Follow Up 1 Visit. Abbildung 3.33 B zeigt den longitudinalen
Verlauf des SARA Scores derselben Kohorte fur die Baseline und die Follow Up
1 Visit. In den beiden Abbildung werden die Daten der 27 Probanden
ausgewertet, die im Beobachtungszeitraum die Kategorie, in die sie abhangig
von ihrem SARA Score im Baseline Visit eingeteilt wurden, nicht gewechselt

haben.

124



B Mutationstrager
Mutationstrager
150 40-
E
{2 30_
= 100 i\’
g E -
E i\; n — "y
c 50 P ——
£ 10
3
* S —
0 T T 0 1 1
bl fup1 bl fup1
- Kontrolle n=4 - Kontrolle n=4
pra-ataktisch n=1 pra-ataktisch n=1
mild ataktisch n=10 mild ataktisch n=10
-+ moderat ataktisch n=9 -+ moderat ataktisch n=9
=¥ schwer ataktisch n=3 -% schwer ataktisch n=3

Abbildung 3.33 A Ataxin-3 Konzentration in den Mutationtrdagern longitudinal: Die
Konzentration an expandiertem Ataxin-3 der 27 Probanden wurde longitudinal fiir den Verlauf
zwischen Baseline und Follow Up 1 Visit ausgewertet. B SARA Score in den Mutationtrdgern
longitudinal: Der SARA Score der 27 Probanden wurde longitudinal fiir den Verlauf zwischen
Baseline und Follow Up 1 ausgewertet.

Es gibt 4 Kontrollprobanden mit einer Baselineuntersuchung und einem Follow
Up in der Simoa-Gruppe. Das Intergrundsignal in den Proben der
Kontrollprobanden lag sowohl in der Baseline Visite als auch in der Follow Up
Visite unter der geringsten messbaren ATXN3-Proteinmenge (lower limit of
detection, LLoD), da Kontrollen kein expandiertes ATXN3 beinhalten (Abbildung
3.34 A. Der SARA Score liegt fur beide Untersuchungszeitraume im Mittelwert
bei 0,5 Punkten (Abbildung 3.35 A.

FUr das longitudinale Studiendesign gab es einen pra-ataktischen Probanden
(SARA Kkleiner 3) in der Simoa-Kohorte. Bei dieser Probandin stieg die
Proteinkonzentration von 37,25 pg/ml im Baseline Visit auf 49,22 pg/ml an
(Abbildung 4.34 B). Der SARA Score stieg von einem ursprunglich protokollierten
Wert von 0 Punkten auf 2 Punkten an (Abbildung 3.35 B).

Es wurden n=10 mild ataktische Probanden (SARA zwischen 3 und 12) im
longitudinalen Studiendesign untersucht. Das Level an Ataxin-3 steigt von 43,48

pg/ml auf 50,53 pg/ml (Abbildung 3.34 C). Im Beobachtungszeitraum steigt auch
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der Mittelwert des SARA Scores von 6,75 pg/ml auf 8,15 pg/ml (Abbildung 3.35
C).

Es wurden n=9 moderat ataktische Probanden (SARA von 12 — 23) ausgewertet.
Fur die Ataxin-3 Konzentration in der Baseline Visite wurde ein Mittelwert der
Probanden von 47,14 pg/ml bestimmt. Dieser Wert steigt im Follow Up 1 Visit auf
55,54 pg/ml an (Abbildung 3.34 D). Der SARA Score betragt im Mittelwert in der
Baseline Untersuchung 17 Punkte und sinkt leicht auf 16,38 Punkte im Follow Up
1 Visit ab (Abbildung 3.35 D).

Im longitudinalen Studiendesign wurden 3 schwer ataktische Probanden (SARA
f — g) untersucht. Der Mittelwert der Ataxin-3 Konzentration lag im Baseline Visit
bei 66,31 pg/ml. Im Follow Up 1 Visit lag der Mittelwert bei 57,42 pg/ml (Abbildung
3.34), gleichzeitig sank der SARA Score in diesem Zeitraum ab.
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Abbildung 3.34 A Ataxin-3 Konzentration in Kontrollen longitudinal: Der Mittelwert der
Konzentration an expandiertem Ataxin-3 sinkt von 6,097 pg/ml auf 5,723 pg/ml ab. B Ataxin-3
Konzentration der préa-ataktischen Probanden longitudinal: Die Ataxin-3 Konzentration
betréagt im Baseline 37,25 pg/ml und im Follow Up 1 Visit 49,22 pg/ml. C Ataxin-3 Konzentration

126



in mild ataktischen Probanden longitudinal: Der Mittelwert der Proteinkonzentration im
Plasma der Probanden steigt von 43,48 pg/ml im Baseline Visit auf 50,53 pg/ml im Follow Up 1
Visit. D Ataxin-3 Konzentration in moderat ataktischen Probanden longitudinal: Die
Konzentration an expandiertem Ataxin-3 steigt im zeitlichen Verlauf von 47,14 pg/ml auf 55,54
pg/ml an. E Ataxin-3 Konzentration in schwer ataktischen Probanden longitudinal: Die
schwer ataktischen Probanden haben im Mittelwert im Baseline Visit eine Konzentration von
Ataxin-3 von 66,51 pg/ml und im Follow Up 1 Visit von 57,42 pg/mi.
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Abbildung 3.35 A SARA Score der Kontrollen longitudinal: Der SARA Score liegt im Baseline
Visit und im Follow Up 1 Visit bei jeweils einem Mittelwert von 0,5 Punkten. B SARA Score der
pré-ataktischen Probandin longitudinal: Der SARA Score steigt von 0 Punkten auf 2 Punkten
im Follow Up 1 Visit an. C SARA Score der mild ataktischen Probanden longitudinal: Der
Mittelwert der mild ataktischen Probanden steigt von 6,95 Punkten auf 8,15 Punkte. D SARA
Score der moderat ataktischen Probanden longitudinal: Im Baseline Visit betrdgt der
Mittelwert 17 Punkte und im Follow Up 1 Visit 16,38 Punkte. E SARA Score der schwer
ataktischen Probanden longitudinal: Im Baseline Visit betrégt der SARA Score im Mittelwert
31,16 Punkte und im Follow Up 1 Visit 26,5 Punkte.

Die Abbildung 3.36 zeigt die Daten der 3 Konverter, die also zwischen Baseline

Visit und Follow Up 1 Visit sich klinisch so verandert haben, dass sie einer
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anderen Kategorie (pra-ataktisch; mild ataktisch; moderat ataktisch; schwer
ataktisch) zugeordnet wurden. Abbildung 3.36 A zeigt die beiden
Mutationstrager, die im Beobachtungszeitraum symptomatisch wurden, also von
pra-ataktisch in den ataktischen Zustand Ubergegangen sind. In der Probe von
Konverter 1 wurde im Baseline Visit 125,51 pg/ml an expandiertem Ataxin-3
gemessen. Im Follow Up 1 wurde eine Konzentration von 131,82 pg/ml
gemessen (Abbildung 4.36 A)auc. Im Beobachtungszeitraum stieg der SARA
Score von 1 Punkt auf 3,5 Punkte an (Abbildung 3.36 C). Die Ataxin-3
Konzentration des Konverter 2 sank in der Baseline Untersuchung von einem
Wert von 41,75 pg/ml auf einen Wert von 31,61 pg/ml ab (Abbildung 3.36 A). In
diesem Zeitraum stieg der SARA Score des Konverter 2 von 1 Punkt auf 7 Punkte
im Follow Up 1 an (Abbildung 3.36 C). Konverter 3 entwickelte sich klinisch von
einem mild ataktischen Probanden zu einem moderat ataktischen Probanden.
Der SARA Score stieg vom Baseline Visit bis zum Follow Up 1 Visit von 10,5
Punkten auf 13,5 Punkte an (Abbildung 3.36 D). Gleichzeitig sank die
Konzentration an expandiertem Ataxin-3 von 41,13 pg/ml leicht ab auf 35,91
pg/ml (Abbildung 3.36 B).
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Abbildung 3.36 A Ataxin-3 Konzentration in Konverter 1 und 2 Ataxin-3: Im Konverter 1
wurde in der Baseline Visite 125,51 pg/ml an expandiertem Ataxin-3 gemessen und im Follow Up
1 Visit 131,82 pg/ml. In Konverter 2 stieg die Ataxin-3 Konzentration von 41,75 pg/ml auf 31,61
pg/ml. B Ataxin-3 Konzentration in Konverter 3: Im Konverter 3 wurden im longitudinalen
Verlauf 41,13 pgZ/ml im Baseline Visit und 35,91 pg/ml im Follow Up 1 Visit gemessen. C SARA
Score in Konverter 1 und 2: Der SARA Score des Konverter 1 steigt von 1 Punkt bei der
Baseline Untersuchung auf 3 Punkte bei der Follow Up 1 Untersuchung. Bei Konverter 2 steigt
der SARA Score im Verlauf von 1 Punkt auf 7 Punkte. D SARA Score in Konverter 3: Der SARA

Score des Konverter 3 steigt von 10,5 Punkten beim Baseline Visit auf 13,5 Punkte im Follow Up
1 Visit an.
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Abbildung 3.37 A-C Auswertung des Simoa Assays der Mutationstréger fiir die Baseline
und den Follow Up 1: Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den
Baseline und Follow Up 1 Messdaten fiir PolyQ Ataxin-3 im Simoa Assay (Wilcoxon-Test).

3.6 Longitudinale Auswertung Singulex

3.6.1 Kohortenanalyse der Follow Up 1 Kohorte im Singulex

Es wurden insgesamt 124 Probanden im Follow Up 1 mit dem Singulex Assay
analysiert. Davon waren n=9 Kontrollen, n=19 pra-ataktische Probanden und
n=96 ataktische Probanden. Fir die pra-ataktischen Probanden ist von 17
Probanden das Alter bei der Untersuchung bekannt und bei 18 der Abstand
zwischen den beiden Untersuchungen. Von den 96 ataktischen Probanden lagen
von 95 Daten fur den INAS Score vor, von 94 Daten flr das CAG-Repeat. Von
89 Probanden gab es Daten fur den Zeitabstand zwischen den Untersuchungen

und fur 88 das AAO der ataktischen Probanden. Es wurde in Tabelle 30 jeweils

130



der Median der vorhandenen Daten sowie der Interquartilenabstand (IQA)

bestimmt.

Tabelle 30 Kohortenanalyse der Singulex-Kohorte fiir Follow Up 1

SINGULEX KONTROLLEN PRA-ATAKTISCH ATAKTISCH
ANZAHL 9 19 9
(ANTEIL WEIBLICH) (55,56 %) (73,68 %) (43,75 %)
ALTER 54 34 52
(37-60) (26,5-38,5) (42-60,75)
AAO - - 39,5
(33-47)
CAG- - 69 69
WIEDERHOLUNGEN IM (65-71) (64,75-71)
EXPANDIERTEN
ALLEL
INAS 0 0 5
(0-2) (0-2) (3-6)
SARA 0 1 10,5
(0-0,5) (0-1,5) (8-17,38)
ZEIT BL-FUP1 12 13 13
IN MONATEN (11-13,5) (12-15) (12-14,5)

Der Anteil an weiblichen Probanden lag in der Kohorte der Kontrollprobanden bei
55,56 %. Den grolten Frauenanteil hatte die Gruppe der pra-ataktischen
Probanden mit 73,68 %, wahrend in der Gruppe der ataktischen Probanden nur
43,75 % Frauen waren.

Das mediane Alter der Kontrollprobanden lag bei 54 Jahren (IQA 37-69 Jahre).
Das niedrigste mediane Alter aller 3 Gruppen hatten die pra-ataktischen
Probanden mit 34 Jahren und einem Interquartilenabstand von 26,5-38,5 Jahren.
FUr die ataktischen Probanden wurde ein medianes Alter von 52 Jahren
berechnet (IQA 42-60,75 Jahre). Hier noch angeben, ob die Unterschiede
signifikant waren.

In der ataktischen Gruppe lag das mediane AAO bei 39,5 Jahren in einem
Interquartilenabstand von 33 bis 47 Jahren.

Die pra-ataktischen Probanden hatten einen medianen CAG-Repeat von 69 (IQA
65-71). Die ataktischen Probanden haben im Median ebenfalls ein CAG-Repeat
von 69 in einem Interquartilenabstand von 64,75-71 CAG Wiederholungen.

Fur die Kontrollprobanden wurde ein medianer INAS Score von 0 Punkten
berechnet (IQA 0-2 Punkte). Die pra-ataktischen Probanden hatten ebenfalls
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einen medianen INAS Score von 0 Punkten mit einem Interquartilenabstand von
0-2 Punkten. Die ataktischen Probanden haben im Median einen INAS Score von
5 Punkten (IQA 3-6).

Den hochsten SARA Score hatte mit 10,5 Punkten die ataktische Gruppe (IQA
8-17,38). Die pra-ataktischen Probanden kamen auf einen Median von 1 Punkt
(IQA 0,5.1,5), wahrend die Kontrollen einen medianen SARA Score von 0
Punkten (IQA 0-0,5) aufwiesen.

FUr die Kohorte der Kontrollprobanden gab es im Median zwischen dem Baseline
Visit und dem Follow Up 1 Visit einen Abstand von 12 Monaten (IQA 11-13,5).
Fur die pra-ataktische Kohorte lag der Zeitabstand zwischen Baseline Visit und
Follow Up 1 Visit bei 13 Monaten (IQA 12-15). Die ataktischen Probanden haben
im Mittelwert einen Zeitabstand von 13 Monaten zwischen den beiden Visiten
(IQA 12-14,5).

3.6.2 Korrelation der Ataxin-3 Konzentration mit klinischen Daten

Zuerst wurden die drei verschiedenen Gruppen in Bezug auf ihre expandierten
Ataxin-3 Proteinkonzentration zum ersten longitudinalen Zeitpunkt verglichen. Es
wurde ein Kruskal-Wallis Test durchgefuhrt, der fur den Vergleich der ataktischen
Probanden mit den Kontrollprobanden eine statistische Signifikanz mit p<0,0001
ergab. Auch der Vergleich zwischen den Kontrollen und den pra-ataktischen
Probanden war statistisch signifikant (p=0,0008). Fir den Kruskal-Wallis Test
zwischen den pra-ataktischen und ataktischen Probanden wurde ein P-Wert
p=0,794 berechnet, dieser war statistisch nicht signifikant (Abb 3.38 A).

Um die Differenzierung der 3 Gruppen an Probanden durch den Assay zu
bestimmen, wurden ROC Curves berechnet. Abbildung 3.38 B zeigt die ROC
Curve fur den Vergleich zwischen Kontrollen und ataktischen Probanden. Es
wurde eine AUC=0,9896 bestimmt mit einem p<0,0001. Die ROC Curve fur die
Differenzierung zwischen Kontrollen und pra-ataktischen Probanden ergab eine
AUC=1,0 ebenfalls mit p<0,0001 (Abbildung 3.38 C). Die ROC Curve fir den
Vergleich zwischen pra-ataktischen und ataktischen Probanden in Abbildung
3.38 D zeigt eine AUC=0,5865. Es wurde ein P-Wert p=0,2250 berechnet.
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Abbildung 3.38 A Ataxin-3-Konzentrationen der Kontrollen, préa-ataktischen und
ataktischen Probanden: Der Vergleich zwischen Kontrollen und ataktischen Probanden sowie
den Kontrollen und den pré-ataktischen Probanden ist statistisch signifikant (jeweils p<0,0001).
B ROC Curve Kontrollen vs. ataktische Probanden: Die ROC Curve fiir den Vergleich
Kontrollen vs. ataktische Probanden zeigt eine AUC=0,9896. C ROC Curve vs. pra-ataktisch:
Es wurde fiir den Vergleich Kontrollen und pré-ataktische Probanden eine AUC= 1,0 berechnet.
D ROC Curve pra-ataktisch vs. ataktisch: Die ROC Curve der pré-ataktischen und ataktischen
Probanden hat eine AUC=0,5865.

Es wurden die mit dem Singulex Assay bestimmten Konzentrationen an
expandiertem Ataxin-3 mit den klinisch erhobenen Daten korreliert (Abb 3.39).
Abbildung 3.39 A zeigt die Korrelation des klinisch evaluierten SARA Scores mit
der Konzentration des expandierten Ataxin-3 im Plasma. Der durchgeflhrte
Shapiro-Wilks-Test zeigte keine Normalverteilung der Daten (p<0,0001). Die
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lineare Regression war statistisch nicht signifikant (p=0,4342). Der berechnete
Spearman-Koeffizient war r=0,2386.

Vor der Korrelation der INAS Werte mit der Ataxin-3 Konzentration wurde
zunachst ein Shapiro-Wilks-Test der Ataxin-3 Daten der ataktischen Probanden
auf Normalverteilung durchgefuhrt und ergab eine nicht parametrische Verteilung
der Daten (p<0,0001). Die lineare Regression ergab einen P-Wert von p=0,7824,
was statistisch nicht signifikant war. Fur die Korrelation des INAS Score mit dem
expandierten Ataxin-3 ergab sich ein Spearman Koeffizient von r=0,04013 (Abb
3.39 B).

Es wurde das AAO mit den Werten an Ataxin-3 im Plasma korreliert. FUr die
Testung auf Normalverteilung wurde der Shapiro-Wilks-Test durchgefuhrt, der
mit p<0,0001 keine Normalverteilung fir die Ataxin-3 Konzentrationen der
ataktischen Probanden ergab. Der statistische Zusammenhang war nicht
signifikant (p=0,1369). Es wurde mit r=-0,1694 ein negativer Spearman
Koeffizient bestimmt (Abb 3.39 C).

Abbildung 3.39 D =zeigt die Korrelation zwischen dem SARA Score der
ataktischen Kohorte und dem AAOQO der ataktischen Kohorte. Der Datensatz des
SARA Scores war nicht normalverteilt (p<0,0001). Um den statistischen
Zusammenhang zu untersuchen, wurde eine lineare Regression durchgeflihrt,
die eine sehr starke Tendenz zeigte, aber mit p=0,0588 nicht das

Signifikanzniveau von 0.05 erreichte. Der Spearman-Koeffizient ergab r=-0,1603.
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Abbildung 3.39 A SARA vs. ExpandiertesExpandiertes Ataxin-3 im Plasma: Der statistische
Zusammenhang zwischen dem SARA Score und dem expandiertem Ataxin-3 ist nicht signifikant
(p=0,4342). BINAS vs. expandiertes Ataxin-3 im Plasma: Die lineare Regression flir den INAS
Score und dem expandiertem Ataxin-3 ergab p=0,7824 und war statistisch nicht signifikant. C
AAO vs. expandiertes Ataxin-3 im Plasma: Flir den statistischen Zusammenhang zwischen
AAO und expandiertem Ataxin-3 im Plasma war keine statistische Signifikanz nachweisbar
(p=0,1369). D SARA vs. AAO: Fiir die lineare Regression des SARA Scores und des AAO der
Kohorte der ataktischen Probanden wurde eine nahezu signifikante Korrelation zwischen dem
SARA und dem AAO von p=0,0588 berechnet.

3.6.2 Kohortenanalyse des Follow Up 2 Visit im Singulex

Es wurden von 82 Probanden das Follow Up 2 mit dem Singulex Assay
untersucht, davon waren 6 Kontrollen, 4 pra-ataktische Probanden und 72
ataktische Probanden. In der Gruppe der Kontrollprobanden lag nur von 5
Probanden der Zeitabstand zwischen Follow Up 1 und Follow Up 2 vor, fur die

ataktischen Probanden waren es 68, fur die diesen Daten vorlagen. Es lag fur 63
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Probanden das Age of Onset vor. Es wurde in Tabelle 31 der Median und der

Interquartilenabstand der vorliegenden Daten bestimmt.

Tabelle 31 Kohortenanalyse des Follow Up 2 der Singulex Kohorte

SINGULEX KONTROLLEN PRA-ATAKTISCH ATAKTISCH
ANZAHL 6 4 72
(ANTEIL WEIBLICH) (83 %) (100 %) (30,56 %)
ALTER 58 39,5 44
(52,25-62) (26-44) (33-54)
AAO - - 45
(36-53)
CAG- - 65,5 69
WIEDERHOLUNGEN IM (64-69,25) (63-71)
EXPANDIERTEN
ALLEL
INAS 0 2 5
(0-0,5) (1-3) (3-6,75)
SARA 0 1,25 10
(0-0,125) (0,25-1,5) (7,5-14,5)
ZEIT FUP1-FUP2 13 11,5 12
IN MONATEN (12,5-15) (11-21) (11-13,5)

Von den 6 Kontrollprobanden waren 5 weiblichen, was einem Frauenanteil von
83 % entspricht. Den hochsten Frauenanteil hatte die pra-ataktische Gruppe mit
100 %. Der Anteil weiblicher Probanden an den ataktischen Probanden lag bei
30,56 %.

Betrachtet man das Alter der Probanden im Vergleich, so waren die
58 Jahren und

Interquartilenabstand von 52,25-62 Jahren am altesten. Die pra-ataktischen

Kontrollprobanden mit einem Median von einem
Probanden waren im Median zum Zeitpunkt des Follow Up 2 39,5 Jahre alt (IQA
26-44). Der Median der ataktischen Probanden lag bei 44 Jahren (IQA 33-54).
Fir das AAO der ataktischen Probanden lag der Median bei 45 Jahren (IQA 36-
53).

Fur die CAG-Repeatldnge der pra-ataktischen Probanden wurde ein Median von
65,5 Jahren und ein Interquartilenabstand von 64-69,25 Jahren berechnet,
wahrend der CAG-Repeat der ataktischen Probanden eine mediane Lange von

69 Wiederholungen (IQA 63-71) hatte.
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Die Kontrollprobanden hatten im Durchschnitt einen INAS Score von 0 Punkten
(IQA 0-0,5). Die pra-ataktischen hatten einen medianen INAS Score von 2
Punkten mit einem Interquartilenabstand von 1-3 Punkten. Den hdchsten
medianen INAS Score hatten die ataktischen Probanden mit 5 Punkten (IQA 3-
6,75).

In der deskriptiven Statistik des SARA Scores ergibt sich Folgendes: Den im
Median niedrigsten SARA Score hatten die Kontrollprobanden mit 0 Punkten
(IQA 0-0,125). Fur die pra-ataktischen Probanden lag der errechnete Median des
SARA Scores bei 1,25 Punkten (IQA 0,25-1,5). Den hdchsten SARA Score hatten
durchschnittlich die ataktischen Probanden mit 10 Punkten (IQA 7,5-14,5).

In der Kategorie Zeit wurde der Zeitabstand zwischen dem Follow Up 1 Visit und
dem Follow Up 2 Visit in Monaten berechnet. Dieser Zeitabstand lag fir die
Kontrollprobanden im Median bei 13 Monaten (IQA 12,5-15). Die pra-ataktische
Kohorte hatte dagegen einen Zeitabstand von 11,5 Monaten zwischen den
Follow Up 1 und Follow 2 Visit (IQA 11-21). Im Median lagen bei den ataktischen
Probanden Follow Up 1 und Follow Up 2 12 Monate auseinander (IQA 11-13,5).

3.6.4 Korrelation der Ataxin-3 Konzentration mit klinischen Daten

Um die erhobenen Daten fur die Konzentration an expandiertem Ataxin-3 aus
dem Plasma der Probanden auszuwerten, wurden die Probanden entsprechend
ihres klinischen und genetischen Status den Gruppen Kontrolle, pra-ataktisch
und ataktisch zugeordnet. Diese Gruppen wurden dann im Bezug auf ihre Ataxin-
3 Level in Abbildung 3.40 A verglichen. Fiur den Vergleich der 3 Kohorten wurde
ein Kruskal-Wallis Test durchgeflhrt. Dieser ergab eine statistisch
hochsignifikante Differenz zwischen den Proteinleveln der ataktischen
Probanden und der Kontrollprobanden mit einem P-Wert p=0,0002. Auch die
Differenz der Kontrollprobanden und der pra-ataktischen Probanden war
statistisch signifikant (p=0,002). Der Kruskal-Wallis Test war fur den Vergleich
zwischen ataktischen und pra-ataktischen Probanden statistisch nicht signifikant
p=0,9944.

Um die Differenzierung nach Gruppen besser zu beurteilen, wurden in Abbildung
3.40 B-D ROC Curves erstellt. Die Abbildung 3.40 B zeigt die ROC Curve fur den
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Vergleich von Kontrollen mit ataktischen Probanden. Fir diese ROC Curve
wurde eine AUC=1,0 berechnet, mit einem p<0,0001.

Die ROC Curve des Vergleichs Kontrollen vs pra-ataktisch demonstriert eine
AUC=1,0 mit einem p=0,0105 (Abbildung 3.40 C). Abbildung 3.40 D zeigt die
ROC Curve des Vergleichs der pra-ataktischen Probanden und der ataktischen
Probanden. Die AUC betragt dabei 0,6553 und der P-Wert p=0,29552.
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Abbildung 3.40 A Ataxin-3 Konzentrationen der Kontrollen, pra-ataktischen Probanden
und ataktischen Probanden: Die Differenz der Daten zwischen den Kontrollprobanden und
ataktischen Probanden ist hochsiginifikant (p=0,0002), die Differenz zwischen den Daten der
Kontrollen und pré-ataktischen Probanden ebenfalls (p=0,002).B ROC Curve Kontrollen vs
ataktisch: Die ROC Curve hat eine AUC=1,0 und einen P-Wert von p<0,001. C ROC Curve
Kontrollen vs pra-ataktisch: Flir die ROC Curve wurde eine AUC=1,0 und p=0,0105 berechnet.

D ROC Curve préa-ataktisch vs ataktisch: Die ROC Curve hat eine AUC=0,6553 mit einem P-
Wert p=0,2952.
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Die mit dem Singulex Assay gemessenen Daten an Ataxin-3 Konzentrationen in
ataktischen Patienten wurden mit klinisch erhobenen Daten korreliert (Abbildung
3.41 A-D).

Die SARA Score Daten wurden mit dem expandierten Ataxin-3 der ataktischen
Probanden Kkorreliert. Dafir wurde zunachst ein Shapiro-Wilks Test auf
Normalverteilung durchgeflihrt, der fir den Datensatz der Proteinkonzentration
keine Normalverteilung ergab (p=0,0123). Die berechnete lineare Regression
ergab mit p=0,7864 keinen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen
SARA Score und Ataxin-3 Konzentration. Der Spearman Koerrelationskoeffizient
r=-0,001742 war leicht negativ (Abb 3.41 A).

Abbildung 3.41 B zeigt die Korrelation zwischen dem INAS Score und
expandiertem Ataxin-3. Die Ataxin-3 Daten waren nicht parametrisch verteilt
(Shapiro-Wilks Test; p=0,0123). Mit einem p-Wert von p=0,0019 war die
durchgefiihrte lineare Regression statistisch signifikant fur die Korrelation des
INAS Score mit der Ataxin-3 Konzentration in der vorliegenden Kohorte. Fur die
Korrelation wurde das Spearman r=0,3566 bestimmt.

Das AAO wurde mit der Ataxin-3 Konzentration korreliert. Der Shaprio-Wilks Test
zeigte keine Normalverteilung (p=0,0123). Die lineare Regression war statistisch
signifikant (p=0,0014). Der Spearman-Korrelationskoeffizient war mit r=-0,3359
leicht negativ (Abb 3.41 C).

Die SARA Score Daten der Probanden wurde mit ihrem AAO verglichen und
dieser Zusammenhang statistisch ausgewertet. Der SARA Score der ataktischen
Kohorte war nicht normalverteilt (Shaprio-Wilks Test; p <0,0001). Die lineare
Regression war statistisch nicht signifikant (p=0,4860). Der Spearman-
Korrelationskoeffizient entsprach r=-0,05961 (Abb 4.40 D).
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Abbildung 3.41 A SARA Score vs. Ataxin-3 Konzentration im Plasma: Die lineare Regression
ist statistisch nicht signifikant (p=0,7864). B INAS Score vs. Ataxin-3 Konzentration im
Plasma: Die lineare Regression war statistisch signifikant (p=0,0019) C AAO vs. Ataxin-3
Konzentration im Plasma: Die lineare Regression war statistisch signifikant (p=0,0014). D
SARA Score vs. AAO: Die lineare Regression war statistisch nicht signifikant (p=0,4860).

3.6.3 Longitudinale Auswertung der Singulex-Kohorte

Die Singulex-Kohorte wurde longitudinal im Bezug auf den Verlauf ihrer Ataxin-3
Konzentration und des SARA Scores ausgewertet. Es wurden zunachst die 101
Probanden ausgewertet, die im Laufe des Beobachtungszeitraums nicht die
Kategorie wechselten. Es gibt 6 Kontrollprobanden mit 2 Visiten sowie 18 pra-
ataktische (SARA kleiner 3), 39 mild ataktische (SARA 3-12), 13 moderat
ataktische (SARA 12-23) und 8 schwer ataktische (SARA >23) Probanden mit
jeweils 2 Visiten. Die Gruppe an Probanden, von denen 3 Visiten zur Auswertung
zur Verflgung standen, bestand aus 3 Kontrollen, 3 pra-ataktischen Probanden,

11 mild ataktischen Probanden, 3 moderat ataktischen Probanden und einem
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schwer ataktischen Probanden. Es gab 21 Konverter, die getrennt analysiert
wurden. Die Abbildung 3.42 A demonstriert die Konzentration an expandiertem
Ataxin-3 der Mutationstrager mit 2 Visiten, wahrend Abbildung 3.42 C die SARA
Scores dieser Probanden zeigt. In Abbildung 3.42 B sind die Ataxin-3
Konzentrationen der Mutationstrager mit 3 Visiten zu sehen. Abbildung 3.42 D

zeigt die dazugehdrigen SARA Scores.
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Abbildung 3.42 A Ataxin-3 Konzentration Mutationstrdger 2 Visiten: Die Konzentration an
expandiertem Ataxin-3 fiir den Baselinevisit und den Follow Up 1 Visit wird longitudinal
dargestellt. B Ataxin-3 Konzentration Mutationstrdger? 3 Visiten: Die Konzentration an
expandiertem Ataxin-3 fiir den Baselinevisit, den Follow Up 1 Visit und den Follow Up 2 Visit wird
longitudinal dargestellt. C SARA Score Mutationstrdger 2 Visiten: Der SARA Score der
Probanden mit 2 Visiten wird fiir die Gruppen der pré-ataktischen, mild ataktischen, moderat
ataktischen und schwer ataktischen Probanden dargestellt fiir den Verlauf vom Baseline Visit
zum Follow Up 1 Visit. D SARA Score Mutationstrdger 3 Visiten: Der Sara Score der
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Probanden mit 3 Visiten wird fiir die Gruppe der pra-ataktischen, mild ataktischen, moderat
ataktischen und schwer ataktischen Probanden dargestellt.

Es liegen 6 Kontrollprobanden mit 2 Visiten vor. Das Hintergrundsignal in der
Baseline Untersuchung liegt bei 5,879 pg/ml und somit unter dem kleinsten
messbaren Signal. Fir den Follow Up 1 ergibt sich fir die Kontrollen ein
Mittelwert von 6,632 pg/ml. (Abb. 3.43 A).

Der Mittelwert der 18 pra-ataktischen Probanden mit 2 Visiten sank von 394,256
pg/ml in der Baseline Untersuchung auf 362,409 pg/ml in der Follow Up 1
Untersuchung. Abbildung 3.43 B zeigt den Verlauf der Ataxin-3 Konzentration in
den pra-ataktischen Probanden mit 2 Visiten und in dem einzigen pra-ataktischen
Probanden mit 3 Visiten. Die Konzentration an expandiertem Ataxin-3 im pra-
ataktischen Probanden mit 3 Visiten sank von 1938,862 pg/ml im Baseline Visit
auf 1733,885 pg/ml im Follow Up 1 Visit und auf 1293,427 pg/ml im Follow Up 2
Visit ab.

In Abbildung 3.43 C werden die Ataxin-3 Konzentrationen der mild ataktischen
Probanden mit 2 Visiten dargestellt. In dieser Analyse wurden n=39 Probanden
ausgewertet. Der Mittelwert stieg von 451,4 pg/ml (SEM=66,42 pg/ml) fir den
Baseline Visit auf 528 pg/ml (SEM=115,7 pg/ml) an expandiertem Ataxin-3 an.
Im durchgeflihrten Shapiro-Wilks Test ist sowohl die Gruppe der Baseline
Probanden als auch die Gruppe der Follow Up 1 Probanden nicht normalverteilt
(jeweils p<0,0001). Der Mann-Whitney Test ergab p=0,9366, also keine
statistisch signifikante Differenz zwischen den Baseline und Follow Up 1
Messwerten?.

Es lagen insgesamt 15 moderat ataktische Probanden vor, die im Singulex Assay
untersucht wurden. Fir die Baseline wurde ein Mittelwert an 469,3 pg/mli
expandiertem Ataxin-3 gemessen mit einem Standardfehler von 73,94 pg/ml und
im Follow Up 1 ein Mittelwert von 480,1 pg/ml mit einem Standardfehler von 69,84
pg/ml. Der Mann-Whitney Test, der die Proteinkonzentrationen der beiden
Gruppen vergleicht, ist mit p=0,5949 statistisch nicht signifikant. Beide Kohorten
waren laut Shapiro Wilks Test nicht normalverteilt (p=0,0398; p=0,0032) (Abb.
3.43 D).
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Abbildung 3.43 E zeigt die Konzentrationen an expandiertem Ataxin-3 der 5
schwer ataktischen Probanden, von denen 2 Visiten im Beobachtungszeitraum
vorlagen. Im Zeitraum zwischen der Baseline Probe und dem Follow Up 1 Visit
ist ein Ansteigen der Konzentration zu beobachten. Die Konzentration stieg von
340,1 pg/ml (SEM= 21,37 pg/ml) auf 551,6 pg/ml (SEM= 123,9 pg/ml) an. Die
Differenz zwischen den Mittelwerten der beiden Gruppen ist mit p= 0,1508
statistisch dennoch nicht signifikant. Die Ataxin-3 Werte der Baseline Kohorte
waren nicht normalverteilt (p= 0,2923; Shapiro-Wilks Test). Der Shapiro-Wilks
Test fur die Follow Up 1 Gruppe ergab p=0,0486, also ebenfalls keine
Normalverteilung.

Fur die 3 ataktischen Untergruppen (mild ataktisch; moderat ataktisch; schwer
ataktisch) war bei Beobachtung ihrer Konzentrationen an expandiertem Ataxin-3

uber 2 Visiten jeweils ein Anstieg der Konzentration im Mittelwert zu beobachten.
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Abbildung 3.43 A Hintergrundsignal der Kontrollprobanden: In der Messung der n=6
Kontrollprobanden durch den Singulex Assay wurde die dargestellte Konzentration als
Hintergrundsignal gemessen. B Ataxin-3 Konzentration der pra-ataktischen Probanden: Es
wurde ein Probanden (iber 3 Visiten beobachtet, der einen Abfall der Ataxin-3 Konzentration
zeigte (BI=1938,9 pg/ml; Fup1=1733,9 pg/ml; Fup2 1293,4 pg/ml) (lila Quadrat). Die n=18 pré&-
ataktischen wurden (ber 2 Visiten beobachtet, der Mittelwert sank von 394,256 pg/ml auf 362,409
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pg/ml ab (rosa Kreis).C Ataxin-3 Konzentration mild ataktische Probanden: Der Mittelwert der
Konzentration an expandiertem Ataxin-3 stieg von 451,4 pg/ml auf 528 pg/ml an. Es wurden n=39
Probanden (lber 2 Visiten untersucht. D Ataxin-3 Konzentration moderat ataktische
Probanden: Die Ataxin-3 Konzentration der n=15 moderat ataktischen Probanden stieg im
Verlauf von 469,3 pg/ml auf 480,1 pg/ml an. E Ataxin-3 Konzentration schwer ataktische
Probanden:. Die Konzentration an expandiertem Ataxin-3 stieg von 340,1 pg/ml auf 5651,6 pg/ml
an. Es wurden n=5 Probanden untersucht.

In Abbildung 3.44 werden die Probanden mit einem Beobachtungszeitraum Uber
3 Visiten dargestellt. In Abbildung 3.44 A wird das gemessene Hintergrundsignal
in den Proben der n=4 Kontrollprobanden abgebildet. Fir die Baseline Gruppe
wurde ein Mittelwert von 1,84 pg/ml Furmit einem Standardfehler von 0,896
pg/ml; Fur den Follow Up 1 Visit lag dieser Wert bei 3,16 pg/ml mit einem
Standardfehler von 0,76 pg/ml. Alle gemessene Werte lagen aus diesem Grund
unter dem Detektionsniveau.

Es wurden 11 mild ataktische Probanden mit einem Beobachtungszeitraum von
3 Visiten betrachtet. FuUr die Baseline Kohorte wurde eine Konzentration an
expandiertem Ataxin-3 von 509,5 pg/ml mit einem Standardfehler von 102,4
pg/ml berechnet. Im Follow Up 1 wurde ein Mittelwert von 353,7 pg /ml
(SEM=79,95) bestimmt. Im Follow Up 2 sank der Wert noch weiter ab auf 312
pg/ml mit einem Standardfehler von 47,57 pg/ml (Abb 3.44 B).

Abbildung 3.44 C zeigt die Auswertung der moderat ataktischen Probanden mit
3 Visiten. Die hochste Konzentration an expandiertem Ataxin-3 wurde in der
Baseline Kohorte gemessen mit 1213 pg/ml (SEM=537,4 pg/ml). Im Follow Up 1
sank die Konzentration auf 674,8 pg/ml (SEM=398,7 pg/ml) ab und betragt im
Follow Up 2 noch 371,2 pg/ml (SEM=54,38 pg/ml). Der Kruskal-Wallis Test zeigt
keine signifikante Differenz zwischen den Ataxin-3 Werten der 3 untersuchten
Visiten.

Der schwer ataktische Proband, der 3 Visiten lang beobachtet werden konnte,
zeigt folgende Veranderungen in der Ataxin-3 Konzentration: In der Probe, die im
Baseline Visit abgenommen wurde, wurde eine Konzentration von 861,91 pg/mi
gemessen, die in der Follow Up 1 deutlich absank auf eine Konzentration von
31,85 pg/ml. Fir die dritte Probe (Follow Up 2) wurde eine Konzentration von
400,24 pg/ml gemessen (Abb 3.44 D).
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Abbildung 3.45 stellt die SARA Scores der untersuchten Probanden dar.
Abbildung 3.45 A zeigt die SARA Scores der mild ataktischen Probanden mit 2
Visiten. Im Baseline haben die mild ataktischen Probanden im Mittelwert einen
SARA Score von 7,4 Punkten (SEM=0,3628). Im Follow Up 1 Visit haben die
Probanden einen leicht hoheren SARA Score von 8,7 Punkten (SEM=0,3919).
Der pra-ataktische Proband in Abbildung 3.45 B zeigt in allen 3 Visiten einen
klinischen SARA Score von 0. Die pra-ataktischen Probanden mit 2 Visiten
zeigen eine Konstanz ihres SARA Scores: in der Baseline Visite wurde ein
Mittelwert von 0,92 Punkten mit einem Standardfehler von 0,1727. Zum Zeitpunkt
des Follow Up 1 Visits der Probanden lag der durchschnittliche SARA Score bei
1 Punkt mit einer Standardabweichung von 0,1980.

Die 15 moderat ataktischen Probanden mit einem Beobachtungszeitraum von 2
Visiten haben im Mittelwert in der Baseline einen SARA Score von 18,50 Punkten
mit einer Standardabweichung von 0,9207. In der Follow Up 1 Untersuchung wird
ein Mittelwert von 19,87 Punkten berechnet, dieser hat sich also im Vergleich
zum Baseline Visit erhéht. Der Standardfehler fir den Mittelwert des Follow Up 1
Visits liegt bei 0,8287 (Abb 3.45 C).

In Abbildung 3.45 D sind die 5 schwer ataktischen Probanden mit ihren klinischen
SARA Scores dargestellt. Es ist eine ansteigende Tendenz der SARA Score
Werte zu beobachten. Der Mittelwert des SARA Scores fur den Baseline Visit
liegt bei 26,80 Punkten bei einem Standardfehler von 0,7348. Als Mittelwert der
SARA Score Werte im Follow Up 1 wurde ein Wert von 28,50 Punkten berechnet
mit einem Standardfehler von 1,095. Wie auch in Abbildung 3.42 C zu sehen,
haben die schwer ataktischen Probanden damit den héchsten SARA Score.
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Abbildung 3.44 A Hintergrungsignal in den Kontrollprobanden: Das Hintergrungsignal in den
gesunden Kontrollen wurde gemessen. Es gibt n=4 Kontrollen fiir diese Untersuchung. B Ataxin-
3 Konzentration der mild ataktischen Probanden: Die Untersuchung wurde an n=11
Probanden vorgenommen. Die Konzentration an expandiertem Ataxin-3 sank von Baseline 509,5
pg/ml auf zunéchst 353,7 pg/ml und im Follow Up 2 auf 312 pg/ml ab. C Ataxin-3 Konzentration
der moderat ataktischen Probanden: Der Mittelwert der n=3 moderat ataktischen Probanden
liegt in der Baseline Untersuchung bei 1213 pg/ml. In Follow Up 1 wurden 674,8 pg/ml gemessen,
die im Follow Up 2 weiter auf 371,2 pg/ml absanken. D Ataxin-3 Konzentration der schwer
ataktischen Probanden: Der schwer ataktisch Probanden hat im Baseline Visit eine

Konzentration von 861,9 pg/ml. Im Follow Up 1 eine Konzentration von 231,9 pg/ml und im Follow
Up 2 eine Konzentration von 400,2 pg/mi.
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Abbildung 3.45 A SARA Score der mild ataktischen Probanden: Der SARA Score der mild
ataktischen Probanden steigt leicht an, von 7,4 Punkte auf 8,7 Punkte im Beobachtungszeitraum.
B SARA Score der pré-ataktischen Probanden: Der pré-ataktische Proband mit 3 Visiten hat
in allen 3 Visiten einen SARA Score von 0 Punkten. Die n=18 pré-ataktischen Probanden mit 2
Visiten veréndern sich vom Baseline Visit bis zum Follow Up 1 Visit kaum im Bezug auf den SARA
Score (BL=0,92 Punkte; Fup1=1 Punkte) C SARA Score der moderat ataktischen Probanden:
Der SARA Score der n=15 moderat ataktischen Probanden steigt im Beobachtungszeitraum von
18,50 Punkten auf 19,87 Punkte an. D SARA Score der schwer ataktischen Probanden: In
der Baseline Untersuchung ergab sich ein durschnittlicher Wert von 26,8 Punkten und im Follow
Up 1 ein Wert von 28,50 Punkten flir die 5 schwer ataktischen Probanden.

Abbildung 3.46 zeigt die SARA Scores der Probanden, die Uber 3 Visits
beobachtet wurden. Die mild ataktischen Probanden zeigen einen in etwa
konstant bleibenden Mittelwert fur den SARA Score. Im Baseline Visit ergab sich
fur die 11 Probanden durchschnittlich ein SARA Score von 6,9 Punkten mit einem
Standardfehler von 0,9410. Fur den Follow Up 1 Visit ergab sich ein SARA Score
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von 7,14 Punkten mit einem Standardfehler von 0,8037. Fur den Follow Up 3
konnte ein durchschnittlicher SARA Score von 7,5 Punkten berechnet werden,
mit einem Standardfehler von 0,8062.

Fir die n=3 moderat ataktischen Probanden ergab sich fir den Baseline Visit ein
SARA Score von 16,50 Punkten im Mittelwert mit einem Standardfehler von
2,646. Im Follow Up 1 Visit ergab sich ein SARA Score von 15,33 Punkten
(SEM=1,202). Der SARA Score lag im Follow Up 2 durchschnittlich bei 15,83
Punkten mit einem Standardfehler von 1,093. (Abb. 3.46 B).

Der schwer ataktische Proband stieg im Verlauf mit dem SARA Score an von 30
Punkte auf 31,5 Punkte im Follow Up 1 und 34 Punkte im Follow Up 2 (Abb. 3.46
C).
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Abbildung 3.46 A SARA Score mild ataktisch: Der Mittelwert der SARA Scores der n=11 mild
ataktischen Probanden betrdgt im Baseline Visit 6,9 Punkte, im Follow Up 1 Visit 7,14 Punkte und
im Follow Up 2 Visit 7,5 Punkte B SARA Score moderat ataktisch Der Mittelwert der SARA
Scores der n=3 moderat ataktischen Probanden liegt fiir den BaselineVisit bei 16,50 Punkten, im
Follow Up 1 Visit bei 15,33 Punkten und im Follow Up 2 Visit bei 15,83 Punkten. C SARA schwer

ataktisch: Es ist ein Anstieg des SARA Scores bei dem schwer ataktischen Probanden (iber 3
Visiten zu beobachten.
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Abbildung 3.47 A-F Konverter der Singulex Kohorte mit ihren Ataxin-3 Konzentrationen A
Konverter von moderat zu schwer ataktisch B Konverter von mild ataktisch zu moderat ataktisch
und zu mild ataktisch C Konverter von moderat zu mild ataktisch D Konverter von mild zu moderat
ataktisch E Konverter von mild ataktisch zu moderat ataktisch F Konverter von mild ataktisch zu
moderat ataktisch zu mild ataktisch

Abbildung 3.47 zeigt die Konverter der Singulex Kohorte der longitudinalen
Kohorte. Abbildung 3.47 A zeigt die Konverter, welche im Beobachtungszeitraum
von moderat ataktisch zu mild ataktisch konvertieren. Die 4 Probanden dieser
Kategorie zeigen keine einheitliche Tendenz der Konzentratuin an expandiertem
Ataxin 3. Zwei der Probanden zeigten im Verlauf von Baseline zu Follow Up 1
einen Anstieg des expandierten Ataxin-3, zwei weitere zeigten einen Abfall des
expandierten Ataxin-3.

Abbildung 3.47 B zeigt die Konverter, welche im Beobachtungszeitraum, welche

von mild atatisch zu moderat ataktisch und dann wieder zu mild ataktisch
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konvertierten. Uber den Verlauf von 3 Visiten zeigte sich in beiden Konvertern
ein Absinken des expandierten Ataxin-3.

Abbildung 3.47 C zeigt die Konverter, welche im Beibachtungszeitraum von
moderat zu mild ataktisch konvertieren. Auch hier zeigte sich ein gemischtes Bild,
in dem zwei der Probanden einen Abfall der expandierten Ataxin-3 Konzentration
zeigten, ein Proband einen Anstieg und ein weitere Proband ein stabiles Level
an Ataxin-3 zeigte.

Abbildung 3.47 D zeigt die sieben Probanden, welche im Beobachtungszeitraum
von mild zu moderat ataktisch konvertieren. Vier der Probanden zeigten einen
Anstieg des expandierten Ataxin-3 Level, drei Probanden zeigten einen Abfall
des expandierten Ataxin-3.

Abbildung 3.47 E zeigt 5 weitere Probanden, welch eim Beobachtungszeitraum
von mild zu moderat ataktisch konvertieren. Drei zeigen einen Abfall der
expandierten Ataxin-3 Konzentration, zwei der Probanden zeigen Anstieg der
expandierten Ataxin 3 Konzentration.

Abbildung 3.47 F zeigt drei Probanden welche von mild zu moderat ataktisch
konvertieren. Alle 3 Probanden zeigen zunachst ein Anstieg der Ataxin-3

Konzentration und dann ein Absinken.

3.7 Vergleich des expandierten Ataxin-3 in Singulex Assay und im

Simoa Assay

3.7.1 Kohortenanalyse der Singulex und Simoa Assay Kohorte

Es sollen die beiden Methoden des Singulex Assays und des Simoa Assays
miteinander verglichen werden, die beide das expandierte Ataxin-3 im Plasma
der Probanden messen. Es wurden 38 Probanden mit den beiden Methoden
untersucht, davon 3 Kontrollprobanden, 7 pra-ataktische Probanden und 28
ataktische Probanden. Von den ataktischen liegen nur von 27 Probanden Daten
zum Age of Onset vor. Tabelle 32 stellt die Kohortenanalyse mit Median und

Interquartilenabstand dar.
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Tabelle 32 Kohortenanalyse Singulex vs Simoa

KONTROLLE PRA-ATAKTISCH ATAKTISCH
ANZAHL 3 7 28
ALTER 48 34 51,5

(30-59) (24-40) (41-63)
SARA 0 1 12,5

(0-0) (0-1) (6,5-18)
AAO - - 39

(33-50)

EXPANDIERTES - 65 70
ALLEL (64-70) (65-72)

Es wurden 3 Kontrollen in der Kohorte untersucht, diese waren im Median 48
Jahre alt, mit einem Interquartilenabstand von 30-59 Jahren. Das hdchste
mediane Alter hatten die ataktischen Probanden mit 51,5 Jahren (IQA= 41-61
Jahre). FUr die pra-ataktische Gruppe lag das durchschnittliche Alter bei 34
Jahren mit einem Interquartilenabstand von 24-40 Jahren.

Der SARA Score bei den Kontrollen lag im Median bei 0 Punkten (IQA=0-0
Punkte). Den héchsten SARA Score hatten die ataktischen Probanden mit 12,5
Punkten und einem Interquartiienabstand von 6,5-18 Punkten. Der
durchschnittliche SARA Score in der pra-ataktischen Gruppe lag bei 1 Punkt
(IQA=0-1 Punkte).

Der AAO lag im Median fur die ataktischen Probanden bei 39 Jahren mit einem
Interquartilenabstand von 33-50 Jahren.

Die ataktischen Probanden hatten im Median ein groReres expandiertes Allel als
die pra-ataktischen Probanden. Die ataktischen Probanden hatten im Median ein
expandiertes Allel von 70 CAG-Repeats (IQA=65-72). Die pra-ataktischen
Probanden hatten ein expandiertes Allel von 65 CAG-Repeats (IQA=64-70).

3.7.2 Vergleich der Trennscharfe fiir Singulex Assay vs. Simoa Assay

Es wurde fur die Baseline Gruppe ein Shapiro-Wilks Test durchgefihrt, der fur
die pra-ataktische Gruppe eine Normalverteilung mit p=0,7996 ergab. Fur die
ataktische Gruppe ergab der Shapiro-Wilks Test p=0,0059, also keine
Normalverteilung. Daraufhin wurde ein Kruskal-Wallis Test durchgefuhrt, der fur
den Vergleich Kontrolle vs ataktisch p=0,0430, also eine statistisch signifikante

Differenz ergab. Fir den Vergleich Kontrolle vs pra-ataktisch wurde durch den
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Kruskal-Wallis Test ein P-Wert p=0,0145 berechnet, was ebenfalls eine
statistisch signifikante Differenz ergab (Abb 3.48 A).

Die ROC Curve in Abbildung 3.48 B ergab eine AUC=1,0 bei einem P-Wert
p=0,0167 fur den Vergleich zwischen den Kontrollen und den pra-ataktischen
Probanden.

Die ROC Curve in Abbildung 3.48 C ergab eine AUC=1,0 und einen P-Wert
p=0,0051 fur den Vergleich zwischen Kontrollen und ataktischen Probanden.
Die ROC Curve in Abbildung 3.48 D ergab eine AUC=0,5079 mit einem P-
Wert=0,9491 fur den Vergleich zwischen den pra-ataktischen und ataktischen
Probanden.
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Abbildung 3.48 A Ataxin-3 Konzentrationen der Kontrollen, pré-ataktischen und
ataktischen Probanden: Die Differenz zwischen Kontrollen und ataktischen Probanden ist
statistisch signifikant (p=0,0145). Auch die Differenz zwischen den Kontrollen und pré-ataktischen
Probanden ergibt einen statistisch signifikanten P-Wert (p=0,0430). B ROC Curve Kontrollen vs
pré-ataktisch: Die AUC wurde auf 1,0 berechnet bei einem P-Wert von=0,0167. ROC Curve
Kontrollen vs ataktisch: Die AUC liegt bei 1,0 fiir die Differenz zwischen Kontrollen und
ataktischen (p=0,0051). D ROC Curve pré-ataktisch vs ataktisch: Fiir die Differenz zwischen
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den pré-ataktischen und ataktischen Probanden im Simoa Assay liegt die AUC bei 0,5079 und
der P-Wert bei p=0,9491.

Fur die Untersuchung der Baseline Kohorte mit dem Singulex Assay ergaben
sich folgende Berechnungen: Es wurde ein Shapiro-Wilk Test durchgefuhrt, um
auf Normalverteilung zu testen. Fur die Gruppe der Kontrollen ergab sich ein
p=0,9169, also eine Normalverteilung. Fur die Gruppe der pra-ataktischen ergab
sich p=0,0009, also keine Normalverteilung. Fiur die Gruppe der ataktischen
ergab sich p=0,0294, also keine Normalverteilung. In Abbildung 3.49 A wurde ein
Kruskal-Wallis Test durchgeflihrt. Der Kruskal-Wallis Test fur den Vergleich
zwischen Kontrollen vs ataktischen Probanden ergab eine signifikante
statistischen Differenz mit einem P-Wert p=0,0090. Der Kruskal-Wallis Test
zwischen den Kontrollen und den pra-ataktischen Probanden ergab p=0,1602,
also keine signifikante statistische Differenz. Die Ataxin-3 Konzentrationen der
pra-ataktischen und die ataktischen Probanden haben keine statistisch
signifikante Differenz (p=0,7923).

Abbildung 3.49 B zeigt die ROC Curve der Kontrollen im Vergleich zu den pra-
ataktischen Probanden. Fur diese ROC Curve ergeben sich eine AUC=1,0 sowie
eine p=0,0167.

Abbildung 3.49 C zeigt die ROC Curve der Kontrollen im Vergleich zu ataktischen
Probanden. Fur die Berechnung ergibt sich eine AUC=1,0 mit einem p=0,0051.
Abbildung 3.49 D zeigt die ROC Curve der pra-ataktischen im Vergleich zu den
ataktischen Probanden. Fur diese ROC Curve ergibt sich ein AUC=0,6508 mit
einem p=0,2248.
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Abbildung 3.49 A Ataxin-3 Konzentrationen der Kontrollen, préa-ataktischen und
ataktischen Probanden: Die Ataxin-3 Konzentrationen der Kontrollen und der ataktischen
Probanden zeigt eine statistisch signifikante Differenz p=0,0090. Die Differenz der
Konzentrationen der pré-ataktischen und Kontrollen sind statistisch nicht signifikant (p= 0,1602).
B ROC Curve Kontrollen vs pré-ataktisch: Die AUC wurde auf 1,0 berechnet bei einem P-Wert
von=0,0167. ROC Curve Kontrollen vs ataktisch: Die AUC liegt bei 1,0 fiir die Differenz
zwischen Kontrollen und ataktischen (p=0,0051). D ROC Curve pré-ataktisch vs ataktisch: Fiir
die Differenz zwischen den pré-ataktischen und ataktischen Probanden im Simoa Assay liegt die
AUC bei 0,6508 und der P-Wert bei p=0,2248.

3.7.3 Vergleich des Simoa und Singulex Assays in der longitudinalen
Analyse

Im Folgenden werden die Probanden verglichen, von denen longitudinale Daten
(Baseline und Follow Up 1 Visit) mit beiden Verfahren - Simoa Assay und
Singulex Assay - vorlagen. Fur die Kontrollen ergab sich in der Untersuchung mit
dem Simoa Assay ein Mittelwert von 0 pg/ml mit einem Standardfehler von 0 in
der Baseline Untersuchung und in der Follow Up 1 Untersuchung. Fur diese
Kontrollen ergab sich mit dem Singulex Assay fur die Baseline Untersuchung ein
Hintergrundsignal von 3,602 pg/ml (SEM= 0,9117) und in der Follow Up 1 ein
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Signal von 3,168 pg/ml (SEM=1,462). Mit beiden Methoden wird in den n=2
Kontrollen nur ein Signal unter dem untersten Schwellenwert der Methode
nachgewiesen (Abb. 3.50 A-B).

Die Abbildung 3.50 C stellt die Konzentration an expandiertem Ataxin-3 dar, die
in einem pra-ataktischen Probanden mit dem Simoa Assay gemessen wurde. Fur
den Baseline Visit ergaben sich 37,26 pg/ml, die im Follow Up 1 Visit auf einen
Wert von 49,23 pg/ml anstiegen. Auch in der Messung des Singulex Assays
dieses Probanden sieht man einen Anstieg der Konzentration an expandiertem
Ataxin-3. Fur den Baseline Visit wurden 352,99 pg/ml gemessen und in der Probe
des Follow-Up1-Visits ein Wert von 523,98 pg/ml (Abb. 3.50 D).

Es lagen von n=8 mild ataktischen Probanden longitudinale Daten sowohl fur den
Singulex als auch fir den Simoa Assay vor. Fir die Baseline Probe der
Probanden wurde ein Mittelwert von 44,65 pg/ml mit einem Standardfehler von
7,728 mit dem Simoa Assay gemessen. Fur den Follow Up 1 Visit ergab sich ein
Mittelwert von 51,14 pg/ml mit einem Standardfehler von 6,569 (Abb. 3.50 E).
Der Datensatz der Baseline Proben ist laut Shapiro-Wilks Test normalverteilt (p=
0,4953), wie auch die Daten des Follow Up 1 (p=0,3377). Der durchgefuhrte t-
Test ergab keine statistisch signifikante Differenz zwischen den Konzentrationen
der Baseline und Follow Up 1 Gruppe (p= 0,679). In der Untersuchung mit dem
Singulex Assay ergab sich fur den Baseline Visit eine Konzentration von 530,3
pg/ml (SEM=153,0) und fur den Follow Up 1 Visit eine Konzentration von 438,2
pg/ml  (SEM=168,4), also ein Abfallen der Konzentration im
Beobachtungszeitraum (Abb. 3.50 F). Fur die Gruppe der Probanden im Baseline
Visit ergab sich eine Normalverteilung (Shapiro-Wilks Test; p= 0,2679), wahrend
sich fur die Probanden im Follow Up 1 keine Normalverteilung mehr ergab
(Shapiro-Wilks Test; p=0,0098). Der berechnete Mann-Whitney Test ergab keine
statistisch signifikante Differenz zwischen den Baseline- und Follow Up 1 Daten
(p=0,4418).

Es wurden n=3 moderat ataktische Probanden untersucht. In der Analyse mit
dem Simoa Assay fiel die Ataxin-3 Konzentration von 49,47 pg/ml (SEM= 17,78)
auf 48,34 pg/ml (SEM=11,52) leicht ab. Der Shapiro-Wilks Test ergab fur die

Messungen in der Baseline eine Normalverteilung (p= 0,6061) und eine
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Normalverteilung fur die Daten des Follow Up (p=1 0,9484). Der durchgefuhrte t-
Test ergab keine statistisch signifikante Differenz zwischen den beiden Gruppen
(p= 0,0743) (Abb. 3.50 G). Abbildung 3.50 H zeigt die Auswertung der n=3
Probanden des Singulex Assays: Die Konzentration an expandiertem Ataxin-3
stieg zwischen den beiden Untersuchungen von 755,2 pg/ml (SEM= 25,73) auf
1109 pg/ml (SEM= 221,3) an. Die Baseline Werte (p= 0,1032) und die Werte der
Follow Up 1 Gruppe (p= 0,8330) sind laut Shapiro-Wilks Test normalverteilt. Der
t-Test ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den beiden
Messzeitpunkten fur die Singulex Daten (p= 0,1773).
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Abbildung 3.50 A Simoa Kontrolle: Mit dem Simoa Assay konnte in allen 4 Punkten fir die n=2
Probanden 0 pg/ml Hintergrundsignal gemessen werden. B Singulex Kontrolle: Mit dem
Singulex Assay wurde im Baseline Visit ein Mittelwert von 3,602 pg/ml und im Follow Up 1 ein
Mittelwert von 3,168 pg/ml gemessen. C Simoa pré-ataktisch: Im pra-ataktischen Probanden
wurde eine Konzentration von 37,26 pg/ml gemessen und im Follow Up 1 Visit eine Konzentration
von 49,23 pg/ml. D Singulex pré-ataktisch: Die Untersuchung der Proben mit dem Singulex
Assay ergab einen Anstieg der Ataxin-3 Konzentration von 352,994 pg/ml auf 523,984 pg/ml. E
Simoa mild ataktisch: In der Simoa Messung ist im Beobachtungszeitraum eine Zunahme der
Konzentration an expandiertem Ataxin-3 zu beobachten (BL= 44,65 pg/ml; Fup1=51,14 pg/ml). F
Singulex mild ataktisch: Die Analyse der Proben mit dem Singulex Assay ergab ein Absinken
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der Konzentration an expandiertem Ataxin-3 von 5630,3 pg/ml auf 438,2 pg/ml. G Simoa moderat
ataktisch: Fiir die Baseline wurde ein Mittelwert von 49,47 pg/ml gemessen und fiir die Follow
Up 1 Untersuchung ein Mittelwert von 48,34 pg/ml. H Singulex moderat ataktisch: Der
Mittelwert der untersuchten Proben stieg von 755,2 pg/ml im Baseline Visit auf 1109 pg/ml im
Follow Up 1 Visit an.

Es wurden 2 Konverter mit beiden Methoden untersucht. Das Ergebnis dieser
Messungen wurde in Abbildung 3.51 A-D dargestellt. Konverter 1 stieg im
Beobachtungszeitraum mit dem SARA Score von x auf y an und wurde im Verlauf
zwischen Baseline Untersuchung und Follow Up 1 Untersuchung ataktisch. Die
Untersuchung der Proben mit dem Simoa Assay ergab ein Absinken der Werte
an expandiertem Ataxin-3. In der Baseline wurde ein Wert von 41,76 mg/ml
gemessen. In der Follow Up 1 Probe wurde ein Wert von 31,61 pg/ml gemessen.
Im Singulex Assay wurde fur denselben Probanden im Baseline Visit 624,38
pg/ml und einen deutlichen Anstieg der Ataxin-3 Konzentration auf 1172,69 pg/ml
gemessen. Fur Konverter 2, welcher im Laufe des Beobachtungszeitraums von
der Kategorie mild ataktisch in die Kategorie moderat? ataktisch wechselt, gibt
es ebenfalls eine Simoa und eine Singulex Untersuchung. Die Messung mit dem
Simoa Assay ergab in der Baseline Probe einen Wert von 41,14 mg/ml. In der
Follow Up 1 Untersuchung fiel die Konzentration an expandiertem Ataxin-3 auf
35,92 pg/ml ab (Abb. 3.51 C). Mit der Singulex Methode wurde in der Baseline
Probe ein Wert von 177,99 pg/ml gemessen, der Wert der Follow Up 1 Probe war
mit 704,22 pg/ml hoher (Abb. 3.51 D).

Um die Ergebnisse einzuordnen, wurde ebenfalls der SARA Score der
Probanden betrachtet. Stand mehr als ein Proband pro Kategorie zur Verfigung
wurde dafur der Mittelwert berechnet. Abbildung 3.52 D stellt die SARA Scores
der Gruppen pra-ataktisch, mild, ataktisch und moderat ataktisch longitudinal als
Ubersichtsdarstellung dar. Den durchschnittlich héchsten SARA Score hat dabei
die moderat ataktische Gruppe. Der pra-ataktische Proband hat im Vergleich den
niedrigsten SARA Score im Verlauf. Zwischen den Graphen der moderat
ataktischen und pra-ataktischen Probanden liegen die Werte der mild ataktischen
Probanden (mittelblau Quadrat). Der SARA Score des pra-ataktischen
Probanden stieg im Verlauf von 0 Punkten auf 2 Punkte an (Abb. 3.52 A). Fur

den SARA Score der 8 pra-ataktischen Probanden ergab sich ein Mittelwert von

160



6,938 Punkten. Fur den Follow Up 1 ergab sich ein Wert von 8,375 Punkten (Abb.
3.52 B). Die Daten des Baseline Visits waren normalverteilt (Shapiro-Wilks Test;
p=0,1394), auch die Follow Up 1 Daten waren laut Shapiro-Wilks Test mit einem
p=0,4889 normalverteilt. In Abbildung 4.51 C zeigt den longitudinalen Verlauf des
SARA Scores der moderat ataktischen Probanden (n=3). Der Mittelwert des
SARA Scores des Baseline Visits lag bei 16,00 Punkten (SEM=1,041), der im
Follow Up 1 Visit auf 16,50 Punkte anstieg (SEM=2,466).
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Abbildung 3.51 A Konverter pré-ataktisch-mild ataktisch Simoa: Fiir die Baseline
Untersuchung wurde eine Konzentration von 41,76 pg/ml gemessen. Fiir die Follow Up 1 Probe
wurde eine Ataxin-3 Konzentration von 31,61 pg/ml bestimmt. B Konverter pré-ataktisch-mild
ataktisch Singulex: Die Messung ergab flir die Baseline Probe eine Konzentration von 624,38
pg/ml und fiir die Follow Up 1 Probe eine Konzentration von 1172,69 pg/ml. C Konverter mild
ataktisch-moderat ataktisch Simoa: Fiir Konverter 2 wurde eine Baseline-Konzentration von
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41,14 pg/ml bestimmt und fiir den Follow Up 1 Visit eine Konzentration von 35,92 pg/ml. D
Konverter mild ataktisch-moderat ataktisch Singulex: Mit dem Singulex Assay wurde fir
Konverter 2 in der Baseline Visite eine Konzentration von 177,99 pg/ml gemessen und fiir Follow
Up 1 einen Anstieg der Konzentration auf 704,22 pg/mi.

B
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Abbildung 3.52 A SARA pré-ataktisch: Der SARA Score des pré-ataktischen Probanden stieg
von 0 Punkten (Baseline) auf 2 Punkte (Follow Up 1) an. B SARA mild ataktisch: Der Mittelwert
des klinisch evaluierten SARA Scores stieg von 6,938 Punkten auf 8,375 Punkte an im
Beobachtungszeitraum. C SARA moderat ataktisch: Fiir den Baseline Visit wurde ein Mittelwert
von 16 Punkten berechnet und fiir den Follow Up 1 Visite ein Mittelwert von 16,5 Punkten. D
SARA longitudinal: Abgebildet sind die Mittelwerte des SARA Scores der 3 untersuchten
Gruppen, wobei die moderat ataktischen Probanden durchschnittlich den héchsten SARA Score
hatten.

Um die beiden Assays genauer miteinander zu vergleichen, wurde noch eine

weitere Analyse durchgeflhrt, um die Trennscharfe zwischen den pra-
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ataktischen, mild ataktischen und moderat ataktischen Probanden zu
untersuchen. Abbildung 3.53 A-B zeigt die Untersuchung der Simoa Assay
Daten. Daflr wurde zunachst fur die Baseline Werte der Probanden ein Kruskal
- Wallis Test durchgefihrt. Fur die Differenz der pra-ataktischen und mild
ataktischen Gruppen ergab sich mit p>0,9999 kein Anhalt flr eine statistisch
signifikante Differenz. Auch der Vergleich der mild ataktischen mit der moderat
ataktischen Gruppe ergab mit einem p>0,9999 kein statistisch signifikantes
Ergebnis. Der Kruskal-Wallis Test fir pra-ataktische Probanden im Vergleich zu
moderat ataktischen Probanden war nicht statistisch signifikant (p>0,9999) (Abb.
3.53 A). In der Abbildung 3.53 B zeigte sich ein ahnliches Bild bezogen auf die
Daten des Follow Up 1: Der durchgefuhrte Kruskal-Wallis Test ergibt keine
statistisch signifikante Differenzierung zwischen den 3 untersuchten Gruppe. Mit
einem p >0,9999 fur den Vergleich der pra-ataktischen Probanden mit den mild
ataktischen Probanden sowie den pra-ataktischen Probanden mit den moderat
ataktischen Probanden und den mild ataktischen Probanden mit den moderat

ataktischen Probanden.
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Abbildung 3.53 A Simoa Baseline: Der Kruskal-Wallis Test ergab keine statistisch signifikante
Differenzierbarkeit zwischen den préa-ataktischen, mild ataktischen und moderat ataktischen
Probanden fiir die Analyse mit dem Simoa Assay (p>0,9999). B Simoa Follow Up 1: Der Kruskal-
Wallis Test ergab keine statistisch signifikante Differenzierbarkeit zwischen den pré-ataktischen,
mild ataktischen und moderat ataktischen Probanden fir die Analyse mit dem Simoa Assay
(p>0,9999).
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Abbildung 3.54 A Singulex Baseline Der Kruskal-Wallis Test ergab keine statistisch signifikante
Differenzierbarkeit zwischen den pré-ataktischen, mild ataktischen und moderat ataktischen
Probanden fiir die Analyse mit dem Singulex Assay. B Singulex Follow Up 1: Der Kruskal-Wallis
Test ergab keine statistisch signifikante Differenzierbarkeit zwischen den pré-ataktischen, mild
ataktischen und moderat ataktischen Probanden fiir die Analyse mit dem Singulex Assay.

Auch die Singulex Daten wurden auf die gleiche Weise analysiert (Abb. 3.54 A-
B), um die Differenzierbarkeit zwischen den 3 Gruppen (pra-ataktisch, mild,
ataktisch und moderat ataktisch) zu betrachten. Fir die Untersuchung der
Baseline Daten mit dem Kruskal-Wallis Test ergab sich fur den Vergleich der pra-
ataktischen mit der mild ataktischen Gruppe kein statistisch signifikantes
Ergebnis p>0,9999. Fir den Kruskal-Wallis Test der pra-ataktischen im Vergleich
zur moderat ataktischen Gruppe ergab sich kein statistisch signifikantes Ergebnis
(p= 0,8939). Mit einem P-Wert von p=0,3861 war die Differenz der Ataxin-3 Werte
der mild ataktischen und moderat ataktischen nicht statistisch signifikant (Abb.
3.54 A). Abbildung 3.54 B zeigt die expandierten Ataxin-3 Konzentrationen der
Probanden im Follow Up 1. Fur den Vergleich der pra-ataktischen mit den mild
ataktischen Probanden ergab sich statistisch signifikante Differenz (p>0,9999).
Auch fur den Vergleich der pra-ataktischen mit den moderat ataktischen
Probanden konnte mit dem Kruskal-Wallis Test keine statistisch signifikante

Differenzierung zwischen den Gruppen errechnet werden (p>0,9999). Der
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Kruskal-Wallis Test ergab fur den Vergleich mild ataktisch mit moderat ataktisch
p= 0,1374, also auch kein statistisch signifikantes Ergebnis.

Abbildung 3.55 A-D zeigt zusammenfassend den longitudinalen Verlauf des
SARA Scores der Probanden sowie der Konzentration an expandiertem Ataxin-
3 im Verlauf gemessen durch den Simoa Assay und den Singulex Assay sowie
des Singulex Assays gemessen in CPT-Blut-Réhrchen. Das Plasma fur den
SIMOA Assay wurde ebenfalls in CPT-Blut-Réhrchen gesammelt, sodass zum
Vergleich noch einmal die Daten einer friiheren Arbeit herangezogen wurden.
Der pra-ataktische Proband zeigte in der Messung mit den CPT-Roéhrchen einen
Anstieg der Konzentration an expandiertem Ataxin-3 von 28,4 pg/ml auf 35,07
pg/ml. Auch die n=8 moderat ataktischen Probanden zeigten einen Anstieg von
57,47 pg/ml auf 64,09 pg/ml. Die schwer ataktischen Probanden haben
durchschnittlich eine Konzentration von 78,79 pg/ml im Plasma, diese stieg auf
95,52 pg/ml im Follow Up Visit 1.
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Abbildung 3.55 A SARA Score longitudinal: Darstellung der SARA Scores im Verlauf der pré-
ataktischen, mild ataktischen und moderat ataktischen Probanden. Die beiden symptomatisch
ataktischen Probanden haben héhere SARA Scores als der pré-ataktische Proband. B Simoa
Assay longitudinal: Die Abbildung zeigt den Verlauf der Konzentrationen an expandiertem
Ataxin-3 analysiert mit dem Simoa Assay. C Singulex Assay longitudinal: Wéhrend die
expandierte Ataxin-3 Konzentration in den moderat ataktischen Probanden und im pré-
ataktischen Probanden im Verlauf der Untersuchung anstieg, sank die Konzentration der mild
ataktischen Probanden von 530 ,34 pg/ml auf durchschnittlich 438,19 pg/ml ab. D Singulex
longitudinal in CPT-R6hrchen: Die héchsten Konzentrationen an expandiertem Ataxin-3
wurden durchschnittlich gemessen in den moderat ataktischen Probanden. Der pré-ataktische
Proband hatte die niedrigsten Konzentrationen an Ataxin-3 in beiden Visiten. Die Werte der mild

ataktischen Probanden liegen zwischen denen der pré-ataktischen und moderat ataktischen
Probanden.
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3.8 Vergleich der Ataxin-3 Konzentration in Simoa und TR-FRET

3.8.1 Kohortenanalyse der Simoa und TR-FRET Kohorte

Der Simoa Assay misst das expandierte Ataxin-3 im Plasma der Probanden,
wahrend der n-Term Assay der TR-FRET Technik das Gesamt Ataxin-3 in den
PBMCs der Probanden misst. Die Ergebnisse des Simoa Assays werden in pg/ml
gemessen, wahrend die Ergebnisse des n-Term TR-FRET Assays in A F
angegeben werden. Diese beiden Messmethoden sollen nun an 44 Probanden
miteinander verglichen werden. Es stehen Daten von 8 Kontrollprobanden, 4 pra-
ataktischen Probanden und 32 ataktischen Probanden zur Verfugung. Zunachst
erfolgte die Kohortenanalyse, dargestellt in Tabelle 33 Ein AAO lag nur bei 30
der 32 ataktischen Probanden vor. In der Tabelle 33 wird der Median und der

Interquartilenabstand angegeben.

Tabelle 33 Kohortenanalyse der Simoa vs. n-Term Kohorte

KONTROLLEN PRA-ATAKTISCH ATAKTISCH
ANZAHL 8 4 32
ALTER 34,50 32,5 52,50
(27-58,75) (23,5-35,5) (43-61)
SARA 0 1 15,75
(0-0,375) (0,25-1,375) (6,125-21,38)
EXPANDIERTES - 70 70
ALLEL (69,25-70,75) (65,25-72)
AAO - 38,50
(33-46,25)

Die jungsten Probanden gab es statistisch gesehen in der Gruppe der pra-
ataktischen Probanden mit einem Median von 32,5 Jahren und einem
Interquartilenabstand von 23,5-35,5 Jahren. Am hochsten viel das
durchschnittliche Alter der ataktischen Probanden aus mit 52,5 Jahren (IQA=43-
61). Das mediane Alter der Kontrollen lag bei 34,50 Jahren (IQA 27-58,75).
Signifikant zwischen den Gruppen?

Der SARA Score der Kontrollen lag im Median bei 0 Punkten mit einem
Interquartilenabstand von 0-0,375 Punkten. Der SARA Score der pra-ataktischen
Probanden betrug 1 Punkt im Durchschnitt (IQA=0,25-1,375). Der SARA Score
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der ataktischen Probanden war im Median mit 15,75 Punkten und einem
Interquartilenabstand von 6,125-21,38 Punkten am groften.

Die Lange des expandiertem CAG-Repeats betragt 70 CAG-Repeats bei den
pra-ataktischen Probanden (IQA=69,25-70,75). Fir die ataktischen Probanden
betragt das expandierte Allel im Median ebenfalls 70 CAG-Repeats mit einem
Interquartilenabstand von 65,25-72 CAG-Repeats.

Das AAO der ataktischen Probanden ergab im Median ein Alter von 38,5 Jahren

mit einem Interquartilenabstand von 33-46,25 Jahren.

3.8.2 Vergleich der Trennscharfe fiir Simoa Assay vs. TR-FRET Assay

Es wurden die Baseline Gruppe der Probanden weiter untersucht. Daftr ergab
sich fur eine Analyse der Ataxin-3 Konzentration der Simoa Daten fir die Daten
der Kontrollen eine Normalverteilung (Shapiro-Wilks Test; p=0,0002). Fur die pra-
ataktischen Probanden ergab der Shapiro Wils Test eine Normalverteilung mit
p=0,5720. Mit einem P-Wert von p=0,0010 waren die Ataxin-3 Konzentrationen
der ataktischen Probanden nicht normal verteilt. Der Kruskal-Wallis Test ergab
eine statistisch signifikante Differenz zwischen den Werten der Kontrollen und
der ataktischen Probanden (p= 0,0004). Mit einem P-Wert p=0,0004 ergab sich
zwischen den Kontrollen und den pra-ataktischen Probanden eine statistisch
signifikante Differenz der Ataxin-3 Konzentrationen. Der Vergleich der pra-
ataktischen und ataktischen Probanden war nicht signifikant mit p=0,3178. Der
Mittelwert der Konzentration der Kontrollprobanden lag bei 5,75 pg/ml. Fur die
pra-ataktischen Probanden wurde ein Mittelwert von 36 pg/ml berechnet und fur
die ataktischen Probanden eine Konzentration von 25 pg/ml an expandiertem
Ataxin-3 (Abb. 3.56 A). Abbildung 3.56 B zeigt die ROC Curve der Kontrollen und
pra-ataktischen Probanden. Die AUC lag bei 1,0 und der P-Wert bei p=0,066. Die
Abbildung 3.56 C zeigt die ROC Curve der Analyse zwischen den Kontrollen und
den ataktischen Probanden. Weiter wurde die AUC auf 0,9597 berechnet, es
ergab sich eine gute Differenzierung zwischen den beiden Gruppen mit einem
p<0,0001. Die ROC Curve fur die Differenzierung zwischen den ataktischen und
pra-ataktischen Probanden zeigt eine AUC=0,7903 mit einem P-Wert von
p=0,0620 (Abb. 3.56 D).
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Dieselben statistischen Untersuchungen wurden auch fur die Ergebnisse der TR-
FRET Analyse durchgefiihrt. Ein Shapiro-Wilks Test auf Normalverteilung ergab
fur die Gruppe der Kontrollprobanden p=0,0238, also keine parametrische
Verteilung. Die Daten der Gesamt Ataxin-3 Konzentration der pra-ataktischen
Probanden zeigten eine Normalverteilung (p=0,2294). Der durchgeflhrte
Shapiro-Wilks Test fir die ataktischen Probanden zeigte keine Normalverteilung
(p<0,0001). Abbildung 3.57 A zeigt die Ergebnisse der TR-FRET Messung der
Probanden, aufgeteilt in die Gruppierungen Kontrollen, pra-ataktisch und
ataktisch. Im Gegensatz zur quantitativen Messung des Simoa Assays in pg/ml
werden die Ergebnisse des TR-FRET Durchganges in AF angegeben. Es ergab
sich bei der Berechnung des Mittelwertes sowohl fur die Probanden der
Kontrollgruppe als auch fur die Probanden der pra-ataktischen Gruppe ein
Mittelwert von 20,50 AF an Gesamt Ataxin-3. Der Mittelwert der ataktischen
Probanden betrug 23,25 AF. Es zeigte sich im Kruskal-Wallis Test keine
signifikante Differenz zwischen den Kontrollen und den ataktischen Probanden
(p >0,9999). Auch der Vergleich der Werte der Kontrollen und pra-ataktischen
Probanden ergab mit p>0,9999 kein statistisch signifikantes Ergebnis. Das
gleiche gilt fir den Kruskal-Wallis Test fur die ataktischen und pra-ataktischen
Probanden, der ebenfalls p>0,9999 zeigte. In Abbildung 3.57 B wird die ROC
Curve der Kontrollen und pra-ataktischen Probanden gezeigt, deren
AUC=0,5313 betragt bei p=0,8651. Die Abbildung 3.57 C zeigt fur die Analyse
der ROC Curve der Kontrollen und ataktischen Probanden eine AUC= 0,5664
und p=0,5654. Die Abbildung 3.57 D ergibt flr die ROC Curve Analyse der Daten
der ataktischen Probanden und der pra-ataktischen Probanden eine AUC=
0,5547 sowie p=0,7246.
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Abbildung 3.56 A Konzentration an expandiertem Ataxin-3 in Kontrollen, préa-ataktische
Probanden und ataktischen Probanden: Es ergab sich eine rechnerisch signifikante Differenz
zwischen den expandierten Ataxin-3 Werten der Kontrollen und ataktischen Probanden
(p=0,00049) und den Kontrollen und den pré-ataktischen Probanden (p=0,0004). B ROC Curve
der Kontrollen vs. pré-ataktischen Probanden: Es wurde eine AUC=1,0 und p=0,0066

berechnet.

C ROC Curve der Kontrollen vs. ataktischen Probanden: Es wurde eine

AUC=0,9597 berechnet mit einem p<0,0001 fiir die ROC Curve der Kontrollen und ataktischen
Probanden. D ROC Curve pré-ataktisch vs. ataktische Probanden: Die AUC der ROC Curve
fur die ataktischen und pré-ataktischen Probanden lag bei 0,7903 mit einem p=0,0620.
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Abbildung 3.57 A Konzentration an Gesamt Ataxin-3 in Kontrollen, préa-ataktischen und
ataktischen Probanden: Es zeigt sich keine statistisch signifikante Differenz zwischen den
Ataxin-3 Konzentrationen der untersuchten Gruppe (p>0,9999). B ROC Curve Kontrollen vs.
pré-ataktisch: Die AUC ergibt einen Wert von 0,5313 mit einem p=0,8651. C ROC Curve
Kontrollen vs. ataktisch: Die AUC ergibt einen Wert von 0,5664 und p=0,5654 fiir die ROC
Curve Analyse der Kontrollen und ataktischen Probanden. D ROC Curve pré-ataktisch vs.
ataktisch: Die ROC Curve der pré-ataktischen gegen die ataktischen Probanden ergibt eine
AUC=0,5547 und p=0,7246.

3.8.3 Longitudinale Analyse der Simoa und TR-FRET Daten im Vergleich

Es lagen Daten von 5 Probanden vor, die longitudinal mit beiden Assays- Simoa
Assay und TR-FRET Assay- untersucht worden waren. Es wurden n=3 mild
ataktische Probanden untersucht. Die Simoa Messung ergab fir den Baseline
Visit einen Mittelwert von 52,39 pg/ml mit einem Standardfehler von 14,65. Fur
die Follow Up1 Messung ergab sich als Mittelwert 55,23 pg/ml mit einem
Standardfehler von 9,184 (Abb. 3.58 A). Dieselben 3 Probanden wurden mit dem
TR-FRET Assay untersucht: Der Mittelwert des Baseline Visits lag bei 15,57 AF
mit einem Standardfehler bei 10,52. Der Follow Up 1 Visit hat einen Mittelwert
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von 37,82 AF (SEM=6,029), es ist also im longitudinalen Verlauf ein Anstieg der
Gesamt Ataxin-3 Konzentration zu beobachten (Abb. 3.58 B). Abbildung 4.57 C
zeigt die mit dem Simoa Assay gemessene Konzentration an expandiertem
Ataxin-3 in einem moderat ataktischen Probanden. Der Wert der Baseline Probe
lag bei 56,75 pg/ml und sank auf 47,71 pg/ml in der Follow Up 1 Probe ab. Das
Gesamt Ataxin des Probanden, welches mit dem TR-FRET bestimmt wurde,
stieg ausgehend von einem Baseline Wert von 51,32 AF stark auf einen Follow
Up 1 Wert von 1697,66 AF an (Abb. 3.58 D). Der schwer ataktische Proband der
mit beiden Untersuchungsmethoden analysiert werden konnte, zeigte im Simoa
59,72 pg/ml in der Baseline Visite und eine Konzentration von 48,06 pg/ml in der
Follow Up 1 Visite (Abb. 4.57 E). Fur den schwer ataktischen Probanden ergab
sich mit dem n-Term Assay 5,2 AF als Konzentration beim Baseline Visit und
127,35 A\F beim Follow Up 1 Visit (Abb. 3.58 F).

Es wurde ein Konverter untersucht, der sich in seiner ataktischen Symptomatik
im Beobachtungszeitraum verbessert hat und von der Kategorie moderat
ataktisch zu mild ataktisch wechselte. In der Untersuchung des Simoa Assays
ergab sich ein Anstieg der Ataxin-3 Konzentration von 62,59 pg/ml auf 99,82
pg/ml (Abb. 3.59 A). Die Konzentration an Gesamt Ataxin-3 fiel im
Beobachtungszeitraum ab von einem Baseline Wert von 49,17 AF auf 25,28 AF
im Follow Up 1 Visit (Abb. 3.59 B).

Die SARA Scores der untersuchten Probanden wurde in Abbildung 4.59
dargestellt. Der SARA Score der mild ataktischen Probanden lag im Mittelwert in
der Baseline bei 5,667 Punkten (SEM=0,4410), lag im Follow Up 1 Visit bei 6,667
Punkte (SEM=0,7265) (Abb. 3.60 A). Der moderat ataktische Proband zeigte
ebenfalls klinisch einen Anstieg des SARA Scores von 18 Punkte auf 21 Punkte
(Abb. 4. 59 B). Abbildung 3.60 C zeigte den SARA Score des schwer ataktischen
Probanden im longitudinalen Verlauf, der mit 28 Punkten stabil bleibt.

Abbildung 5.60 zeigt im longitudinalen Verlauf den SARA Score der Probanden.
Den hochsten SARA Score hat der schwer ataktische Proband (Abb. 3.61 A).
Den niedrigsten SARA Score hatte der mild ataktischen Proband. Die Abbildung
3.61 B zeigt die Ergebnisse der Simoa Assay Analyse, die Ergebnisse der

Konzentrationsanalyse der mild ataktisch, moderat ataktischen und schwer
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ataktischen Probanden liegen optisch eng beieinander. Die Abbildung 3.61 C
zeigt die Ergebnisse des TR-FRET fir das Gesamt Ataxin-3 zur Ubersicht. Auch
hier zeigt sich besonders der starke Konzentrationsanstieg des moderat

ataktischen Probanden.
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Abbildung 3.58 A Expandierte Ataxin-3 Konzentration der mild ataktischen Probanden: Der
Mittelwert der expandierten Ataxin-3 Konzentration stieg im Beobachtungszeitraum von 52,39
pg/ml leicht auf 55,23 pg/ml an. B Gesamt Ataxin-3 Konzentration der mild ataktischen
Probanden: Im Baseline wurde ein Mittelwert von 15,57 AF und im Follow Up 1 ein Mittelwert
von 37,82 AF berechnet. C Expandierte Ataxin-3 Konzentration des moderat ataktischen
Probanden: Die Konzentration an expandiertem Ataxin-3 sank von 56,75 pg/ml im Baseline auf
47,71 pg/ml im Follow Up 1 Visit ab. D Gesamt Ataxin-3 Konzentration des moderat
ataktischen Probanden: Die Konzentration an Gesamt Ataxin-3 stieg im Verlauf an. Ausgehend
von einer Baseline Konzentration von 51,32 AF auf eine Konzentration von 1697,66 AF im Follow
Up1 Visit. E Expandierte Ataxin-3 Konzentration des schwer ataktischen Probanden 1: Die
Konzentration an expandiertem Ataxin-3 betrug im Plasma des schwer ataktischen Probanden
im Baseline Visit 59,72 pg/ml und im Follow Up 1 Visit 48,06 pg/ml. F Expandierte Ataxin-3
Konzentration des schwer ataktischen Probanden 2
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Abbildung 3.59 A Konverter Simoa: Das expandierte Ataxin-3 stieg von 62,59 pg/ml auf 99,82
pg/ml an. B Konverter n-Term TR-FRET: Die Konzentration an Gesamt Ataxin-3 sankim Verlauf
von Baseline Visit zu Follow Up 1 Visit von 49,17 AF auf 25,28 ab.
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Abbildung 3.60 A SARA Score der mild ataktischen Probanden: Der SARA Score stieg von
5,67 Punkte auf 6,67 Punkte an. B SARA Score des moderat ataktischen Probanden: Der
SARA Score lag bei 18 Punkten in der Baseline Untersuchung und bei 21 Punkten im Follow Up

1 Visit. C SARA Score des schwer ataktischen Probanden: Der SARA Score blieb bei 28
Punkten konstant.

176



A B

SARA longitudinal Simoa longitudinal n-term longitudinal
40 200 2000
£
30 8 150 e 1500
3 g
< 20+ ./' % 100 % 1000
- [T
104 £ s0- — = 500
©
o I
0 T T 0 T T 0 —
bl fup1 bl fup1 bl fup1
mild ataktisch n=3 -= mild ataktisch n=3 -m mild ataktisch n=3
-#- moderat ataktisch n=1 -+ moderat ataktisch n=1 -+ moderat ataktisch n=1
-+ schwer ataktisch n=1 -* schwer ataktisch n=1 -» schwer ataktisch n=1

Abbildung 3.61 A SARA Score longitudinal: Die Abbildung zeigt die SARA Scores der mild
ataktischen und moderat ataktischen und der schwer ataktischen Probanden, wobei der SARA
Score der schwer ataktisch Probanden die héchsten Werte sind. B expandiertes Ataxin-3
Simoa longitudinal: Die Abbildung zeigt eine Ubersicht der Konzentrationsanalysen mit dem
Simoa Assay fiir die ataktischen Probanden. C full-length Ataxin-3 n-Term longitudinal: Der
longitudinale Verlauf der Gesamt Ataxin-3 Konzentration wird fiir die Ergebnisse des TR-FRET
n-Term Assay dargestellt.

3.9 Vergleich Singulex vs. TR-FRET n-Term

3.9.1 Kohortenanalyse fiir die Kohorte Singulex vs. TR-FRET

Es wurden 10 Kontrollprobanden, 11 pra-ataktische Probanden und 70
ataktische Probanden mit dem Singulex Assay und dem n-Term TR-FRET
untersucht und die Daten miteinander verglichen. Zunachst wurde eine
Kohortenanalyse dafur durchgefiuhrt (Tabelle 34). Es liegen nur von 69 der 70
ataktischen Probanden die Lange des expandierten Alleles vor und nur von 63
das AAO. Abgebildet werden der Median und der Interquartilenabstand der

Probandengruppe.
Tabelle 34 Kohortenanalyse der Kohorte Baseline Singulex vs. TR-FRET

KONTROLLEN PRA-ATAKTISCH ATAKTISCH
ANZAHL 10 11 70
ALTER 41 34 52

(28,25-59) (25,5-40) (46-61)
SARA SCORE 0,5 1,5 11

(0-0,625) (1,0-2,0) (7,375-17)
EXPANDIERTES - 70 69
ALLEL (64-70) (66-71)
AAO - - 41

(34-47)
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Es wurden 10 Kontrollen mit einem medianen Alter von 41 Jahren und einem
Interquartilenabstand von 28,25-59 Jahren untersucht. Das niedrigste Alter
haben im Durchschnitt die pra-ataktischen Probanden mit 34 Jahren (IQA=25,5-
40), wahrend die ataktischen Probanden am altesten sind mit durchschnittlich 52
Jahren (IQA=46-61).

Der SARA Score der Kontrollen war durchschnittlich am niedrigsten mit 0,5
Punkten (0-0,625). Im Median lag der SARA Score der pra-ataktischen
Probanden bei 1,5 Punkten mit einem Interquartilenabstand von 1,0-2,0. Den
hochsten SARA Score hatten die ataktischen Probanden mit einem Median von
11 Punkten (IQA=7,375-17).

Die pra-ataktischen Probanden wiesen ein expandiertes Allel mit einer
durchschnittlichen Lange von 70 CAG-Repeats auf (IQA=64-70). Damit war der
Median etwas hdher als der Median der ataktischen Probanden mit einer Lange
von 69 CAG-Repeats (IQA=66-71).

Das AAO lag bei durchschnittlich 40 Jahren mit einem Interquartilenabstand von
34 bis 47 Jahren.

3.9.2 Vergleich der Trennschéarfe des Singulex Assay vs. n-Term TR-
FRET Assay

Abbildung 3.62 A zeigt die gemessenen Gesamt Ataxin-3 Konzentrationen in AF
der Kontrollen, pra-ataktischen und ataktischen Probanden mit dem n-Term TR-
FRET Assay. Zunachst wurde eine Testung auf Normalverteilung in allen
Gruppen durchgefuhrt. Es ergab sich im Shapiro-Wilks Test eine parametrische
Verteilung der Ataxin-3 Konzentrationen der Kontrollprobanden (p=0,0579) und
eine parametrische Verteilung der Werte der pra-ataktischen Probanden
(p=0,0925). Im Gegensatz dazu waren die Gesamt Ataxin-3 Werte der
Probanden der ataktischen Gruppe nicht normalverteilt mit einem P-Wert
p<0,0001. Da eine der zu vergleichenden Gruppen keine Normalverteilung
aufweist wurde zum Vergleich der Werte ein Kruskal-Wallis Test durchgefuhrt.
Dieser wurde berechnet um zu erfahren, ob es zwischen den Werten der 3

Gruppen signifikante Differenzen gibt. Der Mittelwert der Kontrollen lag bei 48,50
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NAF, wahrend der Mittelwert der pra-ataktischen Probanden bei 33,05 AF lag. Der
Ataxin-3 Mittelwert der ataktischen ProRanden lag bei 47,68 AF. Der Kruskal-
Wallis Test des Vergleichs der Kontrollprobanden mit den pra-ataktischen
Probanden ergab mit p=0,5416 keine statistisch signifikante Differenz zwischen
den beiden Gruppen. Der Kruskal-Wallis Test flur den Vergleich der
Kontrollprobanden mit den ataktischen Probanden ergab mit p>0,9999 keine
statistisch signifikante Differenz.  Auch die Differenz zwischen den pra-
ataktischen und ataktischen Probanden war statistisch nicht signifikant (Kruskal-
Wallis Test; p=0,2628). Abbildung 3.62 B zeigt die ROC Curve des Vergleichs
der Kontrollen mit den ataktischen Probanden, dies dient der Untersuchung der
Trennscharfe des Assays. Fur die Untersuchung ergab sich eine AUC von 0,5057
mit einem p=0,9536. Die ROC Curve fir die Untersuchung der Kontrollprobanden
und pra-ataktischen Probanden ergab eine AUC=0,6909 mit einem p=0,1392.
Dargestellt wird diese Berechnung in Abbildung 3.61 C. Abbildung 4.61 D zeigt
die ROC Curve des Vergleichs der pra-ataktischen und ataktischen Probanden.
Fir die Untersuchung ergab sich eine AUC von 0,6578 mit einem p=0,0939.

Abbildung 3.63 A zeigt die Konzentration an expandiertem Ataxin-3, die vom
Singulex Assay gemessen wurde. Es wurde zunédchst ein Shapiro-Wilks Test
durchgefuhrt um die vorliegenden Daten auf Normalverteilung zu testen. Der Test
der Daten fir die Kontrollprobanden ergab eine parametrische Verteilung im
Shapiro-Wilks Test mit p=0,1512. Der Shapiro-Wilks Test flr die pra-ataktischen
Patienten ergab keine Normalverteilung (p=0,0034), ebenso der Test fir die
Normalverteilung der ataktischen Probanden mit einem P-Wert p<0,0001.
Aufgrund dieser nicht parametrischen Verteilung der Ataxin-3 Konzentrationen,
wurde fir den Vergleich der Gruppen und fur die Testung auf statistische
Signifikanz ein  Kruskal-Wallis Test durchgefihrt. Der Median des
Hintergrundsignals, dass in den Proben der Kontrollprobanden gemessen wurde
betrug 5,5 pg/ml. Fir die pra-ataktischen Probanden ergab sich ein Wert von
54,82 pg/ml als Median. Der Median der ataktischen Probanden lag bei 50,40
pg/ml. Der Kruskal-Wallis Test ergab fur den Vergleich der Daten der
Kontrollprobanden mit den pra-ataktischen Probanden ein statistisch
signifikantes Ergebnis (p<0,0001). Auch der Kruskal-Wallis Test fur den
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Vergleich der Kontrollprobanden mit den ataktischen Probanden war mit einem
p<0,0001 statistisch hoch signifikant. Der Kruskal-Wallis Test flr die Differenz
zwischen ataktischen und pra-ataktischen Probanden ergab keinen statistisch
signifikanten P-Wert (p=>0,9999). Abbildung 3.63 A zeigt die ROC Curve fir die
beiden Gruppen der Kontrollprobanden und ataktischen Probanden. Die ROC
Curve der Kontrollen vs. ataktischen Probanden ergab eine AUC=1,0 mit einem
p<0,0001. Die ROC Curve der Kontrollen vs. pra-ataktischen Probanden wird in
Abbildung 3.63 C gezeigt. Auch in dieser Berechnung ergibt sich eine AUC=1,0
mit einem p=0,0001. Fur die ROC Curve der pra-ataktischen und ataktischen
Probanden wurde eine AUC=0,5545 mit einem p=0,5626 berechnet. Diese ROC
Curve ist in Abbildung 3.63 D dargestellt.
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Abbildung 3.62 A Ataxin-3 Konzentration der Kontrollprobanden, pré-ataktischen und
ataktischen Probanden mit dem n-term TR-FRET Assay: Der Kruskal-Wallis Test ergab fiir
die Differenzierbarkeit der Kontrollprobanden, der pré-ataktischen und der ataktischen Gruppe
kein statistisch signifikantes Ergebnis. B ROC Curve Kontrollen vs. ataktische Probanden: Es
wurde eine AUC=0,5057 mit einem P-Wert p=0,9536 berechnet. C ROC Curve Kontrollen vs.
pré-ataktisch: D ROC Curve pré-ataktische Probanden vs. ataktische Probanden: Es wurde
eine AUC=0,6578 mit einem p=0,0939 berechnet.
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Abbildung 3.63 A Ataxin-3 Konzentration der Kontrollprobanden, préa-ataktischen und
ataktischen Probanden im Singulex Assay: Der Kruskal-Wallis Test des vorliegenden
Datensatzes ergab fir den Vergleich der Werte an expandiertem Ataxin-3 der Kontrollen mit den
pré-ataktischen Probanden eine statistisch signifikante Differenz (p <0,0001) . Auch die Differenz
der Ataxin-3 Werte der ataktischen Probanden zu dem Hintergrundsignal der Kontrollprobanden
war statistisch signifikant mit p<0,0001). B ROC Curve Kontrollprobanden vs. ataktische
Probanden: Es wurde fiir die ROC Curve der Kontrollprobanden und der ataktischen Probanden
eine AUC=1,0 und ein P-Wert p<0,0001 bestimmt. C ROC Curve Kontrollprobanden vs. pré-
ataktische Probanden: Es wurde eine AUC=1,0 berechnet mit einem p<0,0001. D ROC Curve

pré-ataktische vs. ataktische Probanden: Es wurde eine AUC=0,5545 mit einem p=0,5626
berechnet.

3.9.3 Longitudinale Biomarker Analyse in den Singulex und n-term Daten
Der n-Term Assay misst das Gesamt Ataxin-3 in den PBMCs der Probanden,
wahrend der Singulex Assay die expandierte Ataxin-3 Konzentration im Plasma
der Probanden misst. Es wurden zunachst die Probanden untersucht, die im
Beobachtungszeitraum nicht die klinische Kategorie (pra-ataktisch, mild

ataktisch, moderat ataktisch und schwer ataktisch ) wechseln. Daflr wurden n=2
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Kontrollprobanden sowohl mit dem n-term TR-FRET Assay als auch dem
Singulex Assay untersucht. Fur die Untersuchung der Kontrollprobanden mit dem
n-term Assay ergab sich ein Anstieg der Konzentration an Gesamt Ataxin-3 von
13,48 N\F (SEM=11,85) im Baseline Visit auf 26,02 AF (SEM=6,372) im Follow
Up 1 Visit ( Abb. 3.64 A). Abbildung 3. 64 B zeigt die Ergebnisse der Kontrollen
in der Singulex Assay Messung. In der Baseline wurde ein Wert von 3,091 pg/mi
(SEM=1,332) an expandiertem Ataxin-3 bestimmt und in dem Follow Up 1 Visit
ein Wert von 3,813 pg/ml (SEM=0,7631).

Es lagen n=3 pra-ataktische Probanden vor zum longitudinalen Vergleich. Fur die
Analyse der Werte des n-Term Assays ergibt sich ein Mittelwert von 15,58 AF
(SEM=5,710)fur die Baseline und ein Mittelwert von 25,42 AF (SEM=12,85)fur
den Follow Up 1 Visit (Abb. 3.64 C ). Abbildung 3.64 D zeigt den longitudinalen
Verlauf fur die expandierte Ataxin-3 Konzentration der pra-ataktischen
Probanden. Die Konzentration an expandiertem Ataxin-3 nimmt von 1103 pg/mli
auf 964,8 pg/ml ab.

Es wurden n=12 mild ataktische Probanden im longitudinalen Vergleich
untersucht. Fur die Untersuchung des Gesamt Ataxin-3 in den mild ataktischen
Probanden ergab sich im N-Term Assay fur die Baseline Visite eine
Konzentration von im Mittelwert 25,56 AF (SEM=9,775) mit einem Anstieg auf
32,30 AF (SEM=9,865) im Follow Up 1 (Abb. 3.64 E). Abbildung 3.64 F zeigt die
longitudinale Entwicklung des expandierten Ataxin-3. Fur die 12 mild ataktischen
Probanden wurde jeweils fUr die beiden Visits ein Mittelwert berechnet. Dieser
sinkt von der Baseline mit 768,4 pg/ml ( SEM=191,1) auf 390,5 pg/ml
(SEM=94,81)ab.

Abbildung 3.65 A zeigt die longitudinale Entwicklung der n=2 moderat ataktischen
Probanden. Beide Probanden wurden mit dem n-term Assay analysiert und die
Mittelwerte abgebildet. Dieser Mittelwert steigt von 28,55 AF (SEM=22,77) auf
848,9 NF (SEM=848,8) im Verlauf stark an. Im Vergleich dazu war in den
Analysen mit dem Singulex Assay nur ein dezentes Ansteigen der expandierten
Ataxin-3 Konzentration zu sehen. Im Baseline wurde ein Mittelwert von 766,8
pg/ml (SEM=39,75) berechnet und im Follow Up 1 Visit 1090 pg/ml (SEM=381,8).
Der Verlauf der Singulex Daten wurde in Abbildung 3.65 B dargestellt.
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Es lag nur n=1 schwer ataktischer Proband vor um ihn im Vergleich mit n-Term
und Singulex Assay zu untersuchen. Das Gesamt Ataxin-3 steigt in der Messung
mit dem n-term Assay, dargestellt in Abb. 3.65 C, an: ausgehend von einem
Baseline Wert 0,399 AF auf 2,538 AF. Das expandierte Ataxin-3 sank von einem
Wert von 861,91 pg/ml ab. In der Follow Up 1 Plasma Probe wurde 231,85 pg/ml
an expandiertem Ataxin-3 gemessen. Abbildung 3.65 D zeigt den longitudinalen

Verlauf des expandiertem Ataxin-3 im Beobachtungszeitraum.
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Abbildung 3.64 A Kontrollprobanden n-term : Der Mittelwert des Gesamt Ataxin-3 fiir die n=2
Kontrollprobanden steigt im Beobachtungszeitraum von 13,48 AF auf 26,02 NF an. B
Kontrollprobanden Singulex: In der Baseline wurde ein Mittelwert von 3,091 pg/ml berechnet
und in der Follow Up 1 Untersuchung ein Mittelwert von 3,813 pg/ml. C pré-ataktische
Probanden n-term : Der Mittelwert der ataktischen Probanden steigt an von 15,58 AF auf 5,42
AF im Follow Up 1. D préd-ataktische Probanden Singulex: Der Mittelwert des expandierten
Ataxin-3 sinkt im Verlauf ab, von einem Wert von 1103 pg/ml auf 964,8 pg/ml. E mild ataktische
Probanden n-term: Im longitudinalen Verlauf steigt die Konzentration an Gesamt Ataxin-3 von
25,66 AF auf 32,30 AF an. F mild ataktische Probanden Singulex: Die Konzentration an
expandiertem Ataxin-3 sinkt im longitudinalen Verlauf von 768,4 pg/ml auf 390,5 pg/ml ab.
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Abbildung 3.65 A moderat ataktische Probanden n-term: Der Mittelwert an Gesamt-Ataxin-3
steigt bei den moderat ataktischen Probanden im Beobachtungszeitraum ausgehend von einem
Baseline Wert von 28,55 AF stark an auf einen Follow Up 1 Mittelwert von 848,9 AF. B moderat
ataktische Probanden Singulex: Es wurde in der Baseline ein Wert von 766,8 pg/ml an
expandiertem Ataxin-3 als Mittenwert der beiden Probanden berechnet, im Follow Up1 wurde ein
Wert von 1090 pg/ml gemessen. C schwer ataktische Probanden n-term: Das Gesamt Ataxin-
3 steigt im schwer ataktischen Probanden von 0,399 AF in der Baseline Probe auf 2,538 AF im
Follow Up 1 an. D schwer ataktische Probanden Singulex: Die Konzentration an expandiertem
Ataxin-3 sinkt im zeitlichen Verlauf ab. Im Baseline lag der Wert bei 861,91 pg/ml und im Follow
Up 1 bei 231,85 pg/ml.
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Abbildung 3.66 A SARA Score pré-ataktische Probanden: Der Mittelwert des SARA Scores
der préa-ataktischen Probanden liegt bei 0,33 Punkten im Baseline Visit und im Follow Up 1 Visit.
B SARA Score mild ataktische Probanden: Der SARA Score der mild ataktischen Probanden
steigt im Mittelwert von 6,792 Punkten auf 7,917 Punkten an. C SARA Score moderat
ataktische Probanden: Der SARA Score der moderat ataktischen Probanden steigt im Mittelwert
von 16,75 Punkten auf 18,5 Punkte an. D SARA Score schwer ataktische Probanden: Der
SARA Score des schwer ataktischen Probanden steigt von 30 Punkte auf 31,5 Punkte an.

Die Abbildung 3.66 A-D zeigt den longitudinalen Verlauf der SARA Scores der
einzelnen Gruppen. Abbildung 3.66 A zeigt den longitudinalen Verlauf des SARA
Scores der pra-ataktischen Probanden. Der Mittelwert der SARA Scores der pra-
ataktischen Probanden liegt konstant bei 0,33 Punkten mit einem Standardfehler
von 0,33 Punkten. Abbildung 3.66 B zeigt den SARA Verlauf der mild ataktischen
Probanden. Hier steigt der SARA Score von 6,792 Punkte im Mittelwert auf 7,917
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Punkte an. Als Standardfehler fur die erste Messung ergibt sich hierbei 0,6350
und in der zweiten Messung 0,7949. Abbildung 3.66 C zeigt den Mittelwert flr
den SARA Score der moderat ataktischen Probanden in einem Baseline Visit bei
einem Wert von 16,75 Punkten (SEM=1,250). Der Mittelwert beim zweiten
Besuch lag bei 18,50 Punkten (SEM=2,5). Der SARA Score des n=1 schwer
ataktischen Probanden stieg im Beobachtungszeitraum leicht an von 30 Punkten
auf 31,5 Punkte.

Im folgenden Abschnitt sollen den Konverter beschrieben werde, also die
Probanden, welche im Beobachtungszeitraum ihre Kklinisch zugeordnete
Kategorie wechseln.

2 der Konverter andern sich klinisch in ihrem SARA Score so, dass ihr
urspringlicher Status von moderat ataktisch auf mild ataktisch wechselt.
Konverter 1 zeigt in Abbildung 3.67 A ein Ansteigen des Gesamt Ataxin-3 von
10,38 AF auf 12,59 AF. Der Wert des expandierten Ataxin-3 sinkt in diesem
Zeitraum ab. In der Baseline Probe wurde ein Wert von 1232,95 pg/ml gemessen
mit einer Konzentration von 313,94 als Follow Up 1 Wert (Abb. 3.67 B).Auch
Konverter 2 wurde mit beiden Methoden untersucht. Das Gesamt Ataxin-3 sinkt
in diesem Beobachtungszeitraum von 49,17 AF auf 25,28 AF ab (Abb. 3.67 A).
Das expandierte Ataxin-3 sinkt in dem Beobachtungszeitraum ebenfalls ab. In
der Baseline Probe wurde mit dem Singulex Assay eine Konzentration von
1010,89 pg/ml an expandiertem Ataxin-3 gemessen. In der Follow Up 1 Probe

wurde eine Konzentration von 306,97 pg/ml gemessen ( Abb. 3.67 B).

A B
Konverter moderat mild n-term Konverter moderat-mild Singulex
2500 2500
2000- =
1500- £ 2000
e« 1000 2
£ 500 2 1500
x < X
< 1007 b4
s 8o E 1000
< 60+ £
40 & 500
20 a o
0 T T 0 T T
bl fup1 bl fup1
-& Konverter 1 -& Konverter 1
Konverter 2 Konverter 2

188



Abbildung 3.67 A Gesamt Ataxin-3 der Konverter moderat-mild ataktisch: Das Gesamt
Ataxin-3 des Konverter 1 steigt im Beobachtungszeitraum von 10,38 AF auf12,59 AF an. Das
Gesamt Ataxin-3 des Konverter 2 sinkt im Beobachtungszeitraum von 49,17 AF auf 25,28 AF ab.
B Expandiertes Ataxin-3 der Konverter moderat-mild ataktische: Das expandierte Ataxin-3
von Konverter 1 sinkt im Beobachtungszeitraum von 1232,95 pg/ml auf 313,94 pg/ml ab. Das
expandierte Ataxin-3 von Konverter 2 sinkt im Beobachtungszeitraum von 1010,89 pg/ml auf
306,97 pg/mi.

Abbildung 3.68 A zeigt einen Probanden, der im Verlauf von pra-ataktisch zu mild
ataktisch konvertiert. Das Gesamt Ataxin-3 bleibt im Verlauf relativ konstant, mit
einem Ursprungswert von 5,698 AF in der Baseline und einem Follow Up 1 Wert
von 4,99 AF. Das expandierte Ataxin-3 des Probanden zeigt einen dezenten
Anstieg von 263,87 pg/ml auf 266,10 pg/ml Die Ergebnisse der longitudinalen
Messung mit dem Singulex Assay werden in Abbildung 3.68 B dargestellt. In
Abbildung 3.68 C und D wurde ein Konverter untersucht, welche sich im
Beobachtungszeitraum Uber 3 Follow Ups klinisch in seiner ataktischen
Symptomatik so veranderte, dass es 2 mal um kategorisiert werden musste. Im
Baseline Visit wurde der Proband als pra-ataktisch beurteilt. Im Follow Up 1 Visit
wurde der Proband als mild ataktisch beurteilt und im Follow Up 2 Visit wieder
als pra-ataktisch. Im Baseline Visit wurde ein Gesamt Ataxin-3 mit dem n-term
TR-FRET Assay gemessen mit einer Konzentration von 0,257 AF Im Follow Up
1 Visit stiegt das gesamt Ataxin auf 5,66 AF an, wahrend es im Follow Up 2 Visit
wieder bei 2,577 AF lag (Abb. 3.68 C). Die longitudinale Messung mit dem
Singulex Assay werden in Abbildung 3.68 D dargestellt. Zunachst zeigt sich eine
Senkung der Spiegel an expandiertem Ataxin-3 von 468,05 pg/ml auf 231,14
pg/ml. Im Follow Up 1 steigt der Spiegel dann wieder auf 314,11 pg/ml an.

Ein weiterer Konverter verschlechterte sich in seiner ataktischen Symptomatik im
Beobachtungszeitraum, sodass er im Baseline Visit als moderat ataktisch
beurteilt wurde und im Follow Up 1 Visit als schwer ataktisch. Abbildung 3.68 E
zeigt den longitudinalen Verlauf des Gesamt Ataxin-3. Mit dem n-Term Assay
wurde ein Absinken des Gesamt Ataxin-3 gemessen von einem Wert von 124,02
AF in der Baseline Probe auf 12,57 AF im Follow Up 1 Visit. Mit dem Singulex
Assay wurde flr den Baseline Visit zunachst ein Wert von 476,02 AF an
expandiertem Ataxin-3 gemessen mit einem Anstieg auf 1360,46 AF (Abb. 3.68
F).
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Abbildung 3.68 A Gesamt Ataxin-3 Konzentration des Konverter pré-ataktisch-mild
ataktisch: Die Gesamt Ataxin-3 Konzentration des Konverter von pré-ataktisch zu mild ataktisch
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sinkt im Beobachtungszeitraum leicht ab. Von einem Wert von 5,69 AF auf 4,99 AF.B
Expandierte Ataxin-3 Konzentration Konverter pré-ataktisch-mild ataktisch: Die
Konzentration an expandiertem Ataxin-3 steigt im Beobachtungszeitraum leicht an, von 263,87
pg/ml auf 266,10 pg/ml. C Gesamt Ataxin-3 Konzentration des Konverters pra-ataktisch-mild
ataktisch-pra-ataktisch: Die Konzentration an Gesamt Ataxin 3 steigt zunéchst an von 0,26 N\F
auf 5,66 A\F und sinkt dann im Follow Up 2 Visit ab auf einen Wert von 2,58 AF. D Expandierte
Ataxin-3 Konzentration des Konverters préa-ataktisch-mild ataktisch-préa-ataktisch: Im
Baseline Visit wurde eine Konzentration von 468,05 pg/ml an expandiertem Ataxin-3 gemessen.
Im Follow Up 1 Visite wurde ein Wert von 231,14 pg/ml bestimmt, der im Follow Up 2 Visit auf
314,12 pg/ml anstieg. E Gesamt Ataxin-3 Konzentration des Konverter moderat ataktisch-
schwer ataktisch: Die Gesamt Ataxin-3 Konzentration des Konverters sinkt von 124,01 AF auf
12,57 AF ab. F Expandierte Ataxin-3 Konzentration des Konverter moderat ataktisch-
schwer ataktisch: Die Konzentration an expandiertem Ataxin-3 steigt im Beobachtungszeitraum
von 476,02 pg/ml auf 1360,46 pg/ml an.

3.10 Analyse des ATXN3 SNPs an BP 1118

SNP (Single Nucleotide Polymorphism) meint die Variation eines einzelnen
Basenpaares in einem definierten Gen. Im Rahmen dieser Promotion wurden die
SNP an bp 1118, 987 und 669 des ATXN3-Gens fur die ESMI-Kohorte nochmal
analysiert, da diese in der SCA3 Population besonders haufig sind. SNP 1118
beeinflusst die Stabilitdt des CAG-Repeats. SNP 1118 liegt auf dem Exon 10 des
ATXN3-Gens in 3'Richtung zur CAG-Sequenz. Im Rahmen dieser Promotion
wurde der SNP 1118 Status von 19 Probanden analysiert. Einer der von mir
analysierten Probanden wurde nicht in die Auswertung miteinbezogen, weil
dieser kein Mutationstrager der SCA3 war. FiUr den Uberwiegenden Teil der
ESMI-Kohorte lag jedoch bereits eine Genotypisierung fur diesen SNP vor,
welche im Rahmen anderer Doktorarbeiten der AG Biomarker (Daniel Sturm,
Melanie Gansel, Gabriele Anna Kaucher erfolgten (Gansel, 2020; Kaucher, 2020;
Sturm, 2021). FUr die hier gezeigte Analyse lagen insgesamt 391 Probanden vor.
Diese Kohorte setze sich zusammen aus 110 Kontrollen, 280 heterozygoten
Mutationstrager und 1 homozygoten Mutationstragern.

Das SNP 1118 kann in den Varianten A (TAA) oder C (TAC) vorliegen, woraus
sich die Kombinationsmaoglichkeiten A/A, A/C und C/C ergeben. Die Variante A
fuhrt zu einem Stopcodon, und damit zu einer verkurzten Isoform des ATXN3
Gen. Variante C flihrt zum Einbau von Tyrosin ins ATXN3 Gen. Es wurde die
Verteilung dieser 3 Varianten unter den ESMI Probanden untersucht. Wie
Abbildung 3.69 A zeigt, ist unter den Kontrollprobanden die

Kombinationsmaglichkeit C/C die haufigste mit einem relativen Anteil von 70 %.
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In absoluten Zahlen ausgedruckt befanden sich 77 Probanden mit einem C/C
Genotyp unter den 110 Kontrollprobanden. Der Anteil der Kontrollprobanden mit
einem Genotyp C/A entsprach 23,6 % (absolut: 26 Probanden). Nur 6,4 % der
Probanden wiesen den Genotyp A/A auf, was in absoluten Zahlen 7 Probanden
entsprach.

Abbildung 3.69 B zeigt die Ergebnisse der Genotypisierung der Mutationstrager.
Mit der angewendeten Technik der Fragmentlangenanalyse kann in den
Mutationstragern unterschieden werden, welches Allel — das Wildtyp oder das
expandierte Allel- eine Variante tragt. Sodass sich fur die Mutationstrager 4
Varianten ergaben-A/A; A/C; C/C; C/A-wobei der erste Buchstabe dem Wildtyp
und der zweite Buchstabe dem expandierten Allel entspricht. Den grof3ten Anteil
haben die Probanden, deren Wildtyp Allel die Variante C und deren expandiertes
Allel die Variante A tragt mit 50,4 %. In absoluten Zahlen ausgedruckt hatten 144
Probanden den Genotyp C/A fur das SNP 1118. Der zweithaufigste Genotyp ist
C/C mit einem Anteil von 21,1 % und 59 Probanden. Mit einem Anteil von 19,6%
und 55 Probanden ist der Genotyp A/A der dritthaufigste Genotyp der
Mutationstrager. Der homozygote Mutationstrager hatte einen A/A Genotyp. Nur
bei 25 Probanden trug das Wildtyp Allel die Variante A und das expandierte Allel

die Variante C, was einem Anteil von 8,9 % entsprach.

A Kontrollen SNP 1118 B Mutationstrager WT + Expandiertes Allel
0 AA 0 AA
= C/A 08 AC
mm C/C mm C/C

= C/A
Total=110 Total=280

Abbildung 3.69 A Verteilung der Genotypen der Kontrollprobanden fiir SNP 1118: Mit 70%
war der Genotyp C/C der héufigste Genotyp der Kontrollprobanden. B Verteilung der
Genotypen der Mutationstrager fiir SNP 1118: Mit 50,4% war der Genotyp C/A der héufigste
Genotyp unter den Mutationstragern.
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Abbildung 3.70 untersucht die Verteilung der Varianten A und C auf die zwei
Allele der Mutationstrager genauer. Das Wildtyp Allel tragt zu 71,1 % die Variante
C und zu 28,9 % die Variante A. (Abb. 4.69 A). Abbildung 3.70 B zeigt die
Verteilung der Varianten A und C flir das expandierte Allel der Mutationstrager.
Mit insgesamt 196 Probanden, tragt die Mehrheit der Probanden auf dem
mutierten Allel die Variante A, was einem Anteil von 70 % entspricht. 30% der

Probanden tragen auf dem expandierten Allel die Variante A (absolut 84

Probanden).
A Mutationstrager SNP 1118 WT Allel B Mutationtrager SNP 1118 Expandiertes Allel
m A A
= C = C
Total=280 Total=280

Abbildung 3.70 A Wildtypallel der Mutationstrager: 71,1 % der Mutationstrager tragen auf
ihrem Wildtyp Allel die Variante C. B Expandiertes Allel der Mutationstrdger: 70 % der
Mutationstréager tragen auf ihrem expandierten Allel die Variante A.

3.11 Analyse des ATXN3 SNP an BP 987

Das SNP 987 befindet sich auf Exon 10 des ATXN3 Gen. Dort liegt es am 3
Ende des CAG-Repeats. Es liegen 387 Probanden vor, die fur den SNP 987
genotypisiert wurden. Davon waren 106 Kontrollen, 280 heterozygote
Mutationstrager und 1 Proband homozygoter Mutationstrager. Das SNP 987
kann in den Varianten G und C vorliegen, was die Kombinationsmaoglichkeiten
C/C, C/G und G/G fur die zwei Allele ergibt. Variante G fihrt zum Einbau von
Glycin und Variante C fuhrt zu dem Einbau von Arginin. Von den 106
Kontrollprobanden wurden bei 64 der Genotyp G/G molekulargenetisch getestet,
was einem prozentualen Anteil von 60,4 % entspricht. Der Genotyp C/G wurde
bei 32,1 % der Kontrollprobanden erfasst, was einer absoluten Probandenzahl
von 34 Probanden entspricht. Nur 8 der Kontrollprobanden (7,5 %) wiesen den
Genotyp C/C auf (Abb. 3.71 A). Fir die Analyse der Mutationstrager ergibt sich
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ein anderes Bild. Hier gibt es 4 madgliche Genotypen, da durch die
Fragmentlangenanalyse die Varianten C und G dem einzelnen Allel zugeordnet
werden kann. Es kann also unterschieden werden, welches Allel welche Variante
tragt. 51,8 % der Mutationstrager hatten den Genotyp G/C, bei dem das
Wildtypallel die Variante G und das expandierte Allel die Variante C trug. Der
andere Fall, bei dem das Wildtypallel die Variante C und das expandierte Allel
die Variante G trug, traf nur in 6,1 % der Probanden zu. Die Genotypen C/C und
G/G kamen in jeweils 21,1 % (absolut bei 59 Probanden) der Falle vor (Abb. 3.71
B). Der homozygote Proband hatte einen C/G Genotyp, wobei zu bedenken ist,
dass hier beide Allele expandiert sind.

Abbildung 3.72 A zeigt den Anteil der Varianten G und C am Wildtyp Allel der
Mutationstrager Population. Mit 72,9 % war die Variante G auf dem Wildtyp Allel
haufiger als die Variante C mit 27,1 %. In absoluten Zahlen lag bei 204
Probanden auf dem Wildtyp Allel die Variante G vor und bei 76 Probanden die
Variante C. FUr das expandierte Allel ergab sich ein Anteil von 72,9 % fur die
Variante C und ein prozentualer Anteil von 27,1 % fir die Variante G. In absoluten
Zahlen sind das 204 Probanden mit einer Variante C auf dem expandierten Allel
und 76 Probanden mit einer Variante G auf dem expandierten Allel (Abb. 3.72 B).

A Kontrollen SNP 987 B Mutationstrager SNP 987 WT + expandiertes Allel
= C/IC = C/IC
= C/IG = C/IG
m G/G  G/IC

m G/G
Total=106 Total=280

Abbildung 3.71 A Verteilung der Genotypen der Kontrollprobanden fiir SNP 987: 60,4 % der
Kontrollprobanden tragen einen G/G Genotyp, damit ist G/G in dieser Gruppe der héufigste
Genotyp. B Verteilung der Genotypen der Kontrollprobanden fiir SNP 987: 51,8 % tragen
den G/C Genotyp, damit ist der G/C Genotyp der hdufigste unter den Mutationstragern.
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A SNP 987 WT B SNP 987 expandiertes Allel

m C
= G

Total=280 Total=280

Abbildung 3.72 A Wildtypallel der Mutationstrager: 72,9 % der Mutationstréger tragen die
Variante G auf dem Wildtyp Allel. Die Variante C kommt bei 27,1 % der Mutationstréger auf dem
Wildtypallel vor. B Expandiertes Allel der Mutationstrédger: Fiir das expandierte Allel ergab sich
ein Anteil von 72,9 % fiir die Variante C und ein prozentualer Anteil von 27,1 % fiir die Variante
G.

3.12 Analyse des ATXN3 SNP an BP 669

Der SNP 669 liegt in Exon 8 des ATXN3-Gens in 5’Richtung des CAG-Repeats.
Der SNP 669 kann in der Variante G und in der Variante A vorliegen. Variante G
fuhrt zum Einbau von Valin in das Ataxin-3 Protein und Variante A zu Methionin.
Es lagen 115 Kontrollprobanden, 269 heterozygote Mutationstrager und 1
homozygoter Mutationstrager zur Auswertung vor. Dadurch, dass ein High
Resolution Melting durchgefuhrt wurde, konnte nicht differenziert werden, welche
Variante auf welchem Allel lag, sondern nur die Kombinationen aus A/A A/G und
G/G differenziert werden. In der Gruppe der Kontrollprobanden war der haufigste
Genotyp G/G mit einem Anteil von 60 %. In absoluten Zahlen hatten damit 69
Probanden diesen Genotyp. 34,8 % der Probanden hatten einen A/G Genotyp,
was in absoluten Zahlen 40 Probanden entsprach. 52 % also 6
Kontrollprobanden hatten einen A/A Genotyp (Abb. 3.73 A). Fur die
Mutationstrager wurde ebenfalls eine Analyse durchgefuhrt, welche in Abbildung
3.73 B zu sehen ist. Der haufigste Genotyp unter den Mutationstragern war A/G
mit einem Anteil von 57,2 % (154 Probanden). Der Genotyp A/A hatte einen Anteil
von 22,3 %, da 60 Mutationstrager einen Genotyp A/A aufwiesen. Der
homozygote Mutationstrager hatte einen A/A Genotyp.55 Probanden der

Mutationstrager hatten einen G/G Genotyp mit einem Anteil von 20,4%.

195



A  SNP 669 Kontrollen

B SNP 669 Mutationstrager
= AA = A/A
= AG = AG
0a GG 03 GG

Total=115 Total=269

Abbildung 3.73 A Verteilung der Genotypen fiir die Kontrollprobanden des SNP 669: Mit
einem Anteil von 60% an den Kontrollprobanden ist die hdufigste Variante der Genotyp G/G. B

Verteilung der Genotypen fiir die Mutationstrdger des SNP 669: Mit einem Anteil von 57,2%
an den Mutationstrager ist die hdufigste Variante der Genotyp A/G.
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4 Diskussion

Die Spinozerebellare Ataxie 3 (SCA3), auch unter dem Namen Machado-
Josephs Krankheit (MJD) bekannt, ist die weltweit haufigste autosomal-dominant
vererbte Spinozerebellare Ataxie (SCA). Die ursprunglichen Beschreibungen der
Erkrankung beziehen sich zunachst auf zwei von den portugiesischen Azoren
stammenden Familien, die Erkrankung selbst kann jedoch weltweit beobachtet
werden (Costa Mdo & Paulson, 2012). In einer der ersten Beschreibungen der
Erkrankung wurde bereits die gemeinsame Abstammung der Patienten von
Wilhelm Machado betont (Nakano et al., 1972). Bei der zweiten
namensgebenden Familie der Erkrankung handelt es sich um die Joseph Familie
aus Flores (Rosenberg et al.,, 1976). Das Hauptsymptom besteht in einer
fortschreitenden Ataxie, haufig begleitet von weiteren Symptomen wie
Dysarthrie, Rigiditat, Dystonie, extrapyramidalen Symptomen und Stérungen der
Augenmuskeln, auch ein Parkinsonismus kann auftreten (Rub et al., 2013). Bei
vielen Patienten finden sich noch weitere Symptome wie Depressionen,
Schlafstérungen und psychiatrische Auffalligkeiten, die die Lebensqualitat
belasten (Matos et al., 2019; Riess et al., 2008). Die Neurodegeneration lasst
sich auch in der Bildgebung durch MRT-Diagnostik oder post-mortem
pathologisch erfassen und betrifft vor allem die Gebiete des Cerebellums, der
Pons, der Basalganglien, der Medulla oblongata und des Mesenzephalons
(Seidel et al., 2012). Als Grundlage der Stérung wurde in den 1990er Jahren ein
verlangertes CAG-Repeat im ATXN3 Gen ausgemacht (Kawaguchi et al., 1994;
Takiyama et al., 1997). Das expandierte CAG-Repeat im Genom der
Mutationstrager fuhrt zu einem verlangerten und fehlgefalteten Ataxin-3 Protein
(Kawaguchi et al., 1994). ATXNS ist ein Deubiquitinierungsenzym (Costa Mdo &
Paulson, 2012) und reguliert die Stabilitdt und Aktivitat vieler Proteine in
unterschiedlichen zellularen Prozessen, die mit proteotoxischem Stress, Alterung
und Zell-Differenzierung in Verbindung stehen. Die Expansion des PolyQ-
Abschnitts bewirkt eine veranderte Konformation von ATXNS3, die die Interaktion
mit natdrlichen Partnern beeinflusst und zur Bildung unléslicher Aggregate fuhrt
(Costa Mdo & Paulson, 2012). Es wurden bereits mehrere SNP (Single

197



Nucleotide Polymorphism) im ATXN3 Gen identifiziert, die in Verdacht stehen,
die Stabilitat des CAG Repeats und den Krankheitsverlauf mit zu beeinflussen
(Maciel et al., 1999). Fur die letal verlaufende SCA3 gibt es keine kausale
Therapie, die Patienten werden lediglich symptomorientiert behandelt (Wu et al.,
2022). Fur die zukinftige Entwicklung gezielter Therapien bei SCA3 ist es
wichtig, genau Uber die Stadien-abhangigen Veranderungen von Flissigkeits-
und MRT-Biomarkern informiert zu sein (Faber et al., 2023). Wie auch bei Chorea
Huntington kommen fur die SCAS3 klinische Biomarker, Neuroimaging Biomarker
und biochemische Biomarker in Betracht (Andre et al., 2014). Als biochemische
Biomarker wurden verschiedene Proteine als Kandidaten untersucht:
Plasmakonzentrationen von totalem Tau (Garcia-Moreno et al., 2022), glialem
fibrillarem saurem Protein (Garcia-Moreno et al., 2022)Ubiquitin-C-terminaler
Hydrolase L1 (UCL1) (Garcia-Moreno et al., 2022), und Neurofilament light Chain
(NfL) (Byrne et al.; Garcia-Moreno et al., 2022; Wilke et al., 2020), wobei sich
besonders Tau und NfL fur frGhe Krankheitsstadien bzw. der Differenzierung
zwischen Kontrollen und Mutationstragern eignet (Garcia-Moreno et al., 2022;
Wilke et al., 2020). In der vorliegenden Arbeit wird besonders auf die Rolle des
Ataxin-3 als Target-Engagement Biomarker fir die SCA3, sowie verschiedene
sensitive Messmethoden fur dieses Protein eingegangen. Anschlieliend erfolgt

die Betrachtung der verschiedenen Haplotypen in der vorliegenden Population.

4.1 Ataxin-3 als Biomarker

Die Entwicklung von Biomarkern, welche auch als Endpunkt fir Therapiestudien
verwendet werden kénnen, ist sehr wichtig, um die Forschung an der SCA3
voranzutreiben (Saute & Jardim, 2018). Die Anspriiche an einen Biomarker in
einer neurodegenerativen Erkrankung sind vielfaltig, besonders wichtig ist neben
seiner madglichst interventionsarmen Gewinnung und der Unabhangigkeit von
Komorbiditaten vor allem die Mdglichkeit einer Differenzierung zwischen
normaler Bevolkerung und Erkrankten, aber auch die lineare Korrelation mit der

Krankheitsprogression (Henley et al., 2005). In dieser Studie wurden insgesamt
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7 Kriterien fur einen Biomarker in einer neurodegenerativen Krankheit aufgestellt
(Henley et al., 2005):

e Leicht in zuganglichem Gewebe oder BioflUssigkeit zu quantifizieren.

e Unterliegt bei Verwendung als diagnostischer Biomarker keinen grof3en
Schwankungen in der Allgemeinbevdlkerung.

e Unbeeinflusst von nicht verwandten Erkrankungen und komorbiden
Faktoren.

¢ Die Messung ist zuverlassig und schnell.

e Die Messungen sind zu einem anderen Zeitpunkt oder in einem anderen
Zentrum reproduzierbar.

e Der Biomarker verandert sich linear (Costa Mdo & Paulson) mit dem
Fortschreiten der Krankheit.

e Der Biomarker verdndert sich als Reaktion auf eine
krankheitsmodifizierende therapeutische Intervention, die eng mit

etablierten klinisch-pathologischen Parametern der Krankheit korreliert.

Fir die SCA3 war bisher der klinische SARA Score der bedeutendste Marker
einer Krankheitsprogression (Saute & Jardim, 2018). Daher ware eine
zuverlassige Korrelation zwischen SARA Score und Biomarker ein wichtiges
Qualitatsmerkmal fur einen zuverlassigen Biomarker. Es konnen Trait Biomarker
und State Biomarker unterschieden werden (Weir et al., 2011). Trait Biomarker
geben dabei daruber Aufschluss, ob eine Erkrankung vorhanden ist und die State
Biomarker korrelieren mit der Schwere und dem Stadium einer Erkrankung.

Durch die unterschiedlich expandierten CAG-Repeats werden verschiedene
Varianten an Ataxin-3 produziert. Ein physiologisch langes Repeat fuhrt zur
Produktion eines physiologischen full-length Ataxin-3 Protein, wahrend ein
Trager einer SCA3 Mutation, aufgrund des PolyQ expandierten CAG-Repeats
ein PolyQ expandiertes Ataxin-3 Protein produziert. In der Untersuchung des full-
length Ataxin-3 in dieser Arbeit, aber auch in der auf der gleichen TR-FRET-
Technik basierenden Analyse ergab sich folgendes Bild (Gonsior et al., 2021): In

friheren Studien zeigte sich das full-length Ataxin-3 als Trait Biomarker eher

199



ungeeignet (Gonsior et al., 2021). Das full-length Ataxin-3 zeigte keine statistisch
signifikante Korrelation zu klinischen Parametern wie dem SARA Score und INAS
Score in dieser Arbeit. Dies wurde ebenfalls bereits in einer friheren Studie
gezeigt (Gonsior et al., 2021), was die full-length Ataxin-3 Konzentration als
Kandidaten fur einen State Biomarker eher disqualifiziert.

Das expandierte Ataxin-3 gilt als sehr vielversprechender Kandidat als Biomarker
fur Therapiestudien, sodass bereits an mehreren hoch- und ultrasensitiven
Messmethoden spezifisch fur das expandierte ATXN3 etabliert wurden (Koike et
al., 2021; Prudencio et al., 2020; Saute & Jardim, 2018). Anhand des
Vorkommens von expandiertem Ataxin-3 konnen Mutationstrager so in mehreren
Studien an PBMC, CSF und Plasma von gesunden Kontrollen unterschieden
werden (Gonsior et al., 2021; Goti et al., 2004; Hubener-Schmid et al., 2021;
Nguyen et al., 2013; Prudencio et al., 2020). Im Gegensatz zum NfL hat das
expandierte Ataxin-3 als Erkrankungsprotein den Vorteil, nicht multifaktoriell
durch SCA3 unabhangige neurodegenerative Prozesse wie Alter, demenzielle
Erkrankungen oder Schadel-Hirn-Traumata stark beeinflusst zu werden (Wilke et
al., 2018; Wilke et al., 2020). In der Einzelanalyse der Kohorten in meiner Arbeit
ergab sich eine zuverlassige Differenzierung zwischen den Kontrollen und den
pra-ataktischen und ataktischen Mutationstragern anhand der gemessenen
Konzentration an expandiertem Ataxin-3. Dies konnte sowohl mit dem Simoa
Assay als auch mit dem Singulex Assay gezeigt werden. Diese Differenzierung
zwischen Kontrollen und Mutationstragern spricht fir eine Verwendung von
expandiertem Ataxin-3 als Trait Marker der SCA3, was sich auch mit der

vorhandenen Literatur deckt (Gonsior et al., 2021; Paulson, 2012)

Um als State Biomarker fungieren zu kénnen, ist die Korrelation zu den klinischen
Parametern besonders wichtig. Das Ziel ware langfristig eine Verwendung als
Surrogate Marker, also ein Ersetzen eines klinischen Endpunkts durch einen
Biomarker (Katz, 2004; Saute & Jardim, 2018). Fir die Beurteilung des
Zusammenhangs zwischen Krankheitsprogression und Ataxin-3 Level der
Probanden sind eine Betrachtung der Differenzierung zwischen pra-ataktischen

und ataktischen Mutationstragern nutzlich, aber auch einer Beurteilung einer
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linearen Regression der Proteinkonzentration und des SARA Scores. In der
Literatur finden sich hier vielversprechende Ergebnisse, die expandiertes Ataxin-
3 auch in unterschiedlichen Biomaterialien und Messtechniken mit der klinischen
Progression der Ataxie korrelieren konnen. Der hoch-sensitive Mesoscale Assay
konnte eine statistisch signifikante Differenz zwischen den PolyQ Ataxin-3
Konzentrationen im CSF von pra-ataktischen zu ataktischen Mutationstragern
zeigen. In den Plasmaanalysen war die Differenzierung zwischen pra-ataktischen
und ataktischen Mutationstragern mit einer AUC=0,70 im mittleren Bereich
(Prudencio et al., 2020). Im Vergleich des Mesoscale Assays mit dem Singulex
ATXN3 Assays konnte eine Korrelation zwischen den Konzentrationen an PolyQ
Ataxin-3 in Plasma und CSF feststellen werden (Hubener-Schmid et al., 2021;
Prudencio et al., 2020). Bei ATXN3 Mesoscale Assay konnte zwischen den
Protein Leveln im CSF und den klinischen Daten wie AAO, Disease Duration
(DD), SARA Score, Gait Mobility und CAG-Repeat Lange keine statistische
Korrelation berechnet werden (Prudencio et al., 2020). In Plasma Proben
hingegen liel3 sich ein statistischer Zusammenhang zwischen einem hoheren
Ataxin-3 Wert mit frihem AAO, langerem CAG-Repeat und schlechtere Gait
Mobility zeigen; in der fur Alter, Geschlecht und Erkrankungsdauer korrigierten
Kohorte zeigte sich dieser Zusammenhang nicht mehr (Prudencio et al., 2020).

Zusatzlich zeigte die Korrelation von INAS Score und im Plasma gemessenen
PolyQ Ataxin-3 fur die 40 Patienten der Validationskohorte keinen statistischen
Zusammenhang. Dies passt zu den Analysen dieser Arbeit, in der weder
physiologische Ataxin-3 Level noch PolyQ Ataxin-3 Level eine signifikante lineare
Regression im Zusammenhang mit dem INAS Score aufwiesen. Eine frihere
Studie zeigte auch die Moglichkeit PolyQ Ataxin-3 als mdglichen Marker fur die
Effektivitdt einer Therapiestudie (Target-Engagement-Marker) zu verwenden,
indem Zellkulturen aus Fibroblasten von SCA3-Patienten verwendet wurden.
Durch eine Behandlung mit siRNA konnte in dieser Studie ein deutlicher
Ruckgang der PolyQ Ataxin-3-Level beobachtet werden, was darauf hindeutet,
dass dieser Ansatz hilfreich sein konnte, um den Erfolg einer Therapie direkt zu
messen (Prudencio et al., 2020). Eine spatere Studie konnte im Plasma PolyQ

Ataxin-3 messen und eine sehr gute Korrelation zwischen der ataktischen Klinik
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(quantifiziert am SARA Score und den Level an PolyQ Ataxin-3 zeigen (Hubener-
Schmid et al., 2021). (Gonsior et al., 2021) konnte eine sehr gute Korrelation
zwischen SARA Score und PolyQ Ataxin-3 in PBMCs zeigen.

In der vorliegenden Arbeit konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen PolyQ Ataxin-3 und der Krankheitsprogression, wie aus der Literatur
beschrieben, hergestellt werden. In den beiden verwendeten ultra-sensitiven
Assays -Simoa und Singulex- konnte keine signifikante lineare Regression
zwischen dem expandiertem Ataxin-3 und dem SARA Score der Probanden
gefunden werden. Es konnte zwar eine Tendenz eines friheren AAO mit einem
héheren PolyQ Ataxin-3 Level festgestellt werden, allerdings war dieser nicht
statistisch signifikant. Die Differenzierung zwischen der pra-ataktischen und
ataktischen Gruppe, zeigte ebenfalls keine statistische Signifikanz zwischen
diesen beiden Gruppen, was bedeutet, dass die ATXN3 Proteinlevel Uber den
Erkrankungszeitpunkt, wahrend der Konvertierung von der pra-ataktischen
(SARA kleiner 3) und der ataktischen Phase (Sara gleich/ groRer 3) stabil blieben.
Der Singulex Assay war bei Betrachtung der AUC der jeweiligen ROC Kurve dem
Simoa Assay leicht Uberlegen, erreichte aber nicht die im Paper (Hubener-

Schmid et al., 2021) angegebenen Trennscharfe des Assays.

Vergleichen wir nun die Literatur und Ergebnisse mit den vorher genannten
Kriterien an einen Biomarker einer neurodegenerativen Erkrankung (Henley et
al., 2005) sehen wir, dass Ataxin-3 als Biomarker den Vorteil bietet, dass es in
einem leicht zur Verfugung stehende Biomaterial (Blut) zu messen ist und so
auch mehrere Probenentnahmen erfolgen kdénnen. Auch das Kriterium der
zuverlassigen und schnellen Messung scheint durch mehrere etablierte Assays
in der Literatur erfullt. Fir eine genauere Analyse werden das physiologische

Ataxin-3 und das expandierte Ataxin-3 im folgenden Absatz getrennt betrachtet.

Abschlie3end lasst sich zur Beurteilung von Ataxin-3 als Biomarker sagen, dass
das full-length Ataxin-3 als State und Trait Biomarker ungeeignet erscheint, da
es keine gute Differenzierung zwischen Mutationstragern und gesunden

Probanden ermoglicht und auch keine gute Korrelation zur klinischen

202



Progression der Ataxie bietet. Bei einem Allel-spezifischen Ansatz fur eine
Therapie, wenn man versucht durch Medikamente (e.g. ASO oder siRNA)
spezifisch das PolyQ-expandierte Ataxin-3 zu reduzieren kénnte es sinnvoll sein,
zu wissen wieviel vom totalen Ataxin-3 man erhalten kann, welches dann fur eine

normale Funktion zur Verfugung steht (Helm et al., 2022).

Die beiden Punkte ,Unterliegt bei Verwendung als diagnostischer Biomarker
keinen groRen Schwankungen in der Aligemeinbevoélkerung® und ,Unbeeinflusst
von nicht verwandten Erkrankungen und komorbiden Faktoren“ aus (Henley et
al., 2005) kénnen auch als Kriterien fir einen guten Trait Biomarker betrachtet
werden. PolyQ Ataxin-3 erfullt diese Kriterien, es kommt spezifisch in SCA3-
Mutationstragern vor. SCA3 Mutationstrager kénnen anhand der PolyQ Ataxin-3
Konzentration in Plasma, CSF, PBMCs und Fibroblasten von gesunden
Kontrollen mit verschiedenen Assays differenziert werden. Auch die Ergebnisse
dieser Arbeit fur Simoa und Singulex Assay zeigen eine sehr gute Differenzierung
zwischen Kontrollen und Mutationstragern anhand ihrer PolyQ Ataxin-3 Level im
Plasma.

Als State Biomarker sind vor allem die letzten beiden Punkte von (Henley et al.,
2005) entscheidend: die Korrelation mit dem Krankheitsverlauf, aber auch die
mogliche Anwendung zur Kontrolle der Effektivitat einer Therapie. Im Bezug auf
die Korrelation mit dem klinischen Verlauf, namentlich SARA Score und INAS
Score zeigen sich in der fur diese Arbeit untersuchten Kohorten kein statistisch
belastbarer Zusammenhang. Auch wenn ein friheres AAO mit hdheren Werten
an PolyQ Ataxin-3 assoziiert zu sein scheint, konnte die Korrelation von hohem
SARA Score mit hohem Ataxin-3 wie in vorherigen Studien mit einer grél3eren
Kohorte in dieser Arbeit nicht reproduziert werden (Gonsior et al., 2021; Hubener-
Schmid et al., 2021). Eine abschlieende Beurteilung von PolyQ Ataxin-3 als
State Biomarker kann hier noch nicht getroffen werden, auch eine Anwendung
als zukunftiger Surrogate Marker flr Therapiestudien bleibt noch fraglich.

In unserer Kohorte konnte die Korrelation zwischen expandiertem Ataxin-3 und
SARA Score nicht nachgewiesen werden, die zuvor in anderen Studien gezeigt
wurde (Gonsior et al., 2021) (Hubener-Schmid et al., 2021). Beide Assays,
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einschliellich des publizierten TR-FRET Assay und der Singulex Plattform,
verwendeten dieselben Antikdrper zur Bestimmung des PolyQ-expandiertem
ATXN3 (Gonsior et al., 2021), (Hubener-Schmid et al., 2021). Um zu uberlegen
warum die publizierten Ergebnisse von den Ergebnissen dieser Arbeit fir die
Simoa und Singulex Proben abweichen, kénnten multiple Faktoren eine Rolle
spielen. Durch den multi-zentrischen Aufbau der Studie (namentlich dem Labor
des Tubinger Instituts fur Genetik, der Firma Evotec in Hamburg und dem NMI in
Reutlingen) kénnte es durch eine Stérung beim Transport der Proben oder einer
Storung in der Kuhlkette oder dem mehrmaligen Auftauen der Proben zu einer
Beschadigung der Proben gekommen sein. Dies wirft auch die Frage auf, wie
lange gefrorene Plasma-Proben gelagert werden kdnnen und wie oft sie wieder
aufgetaut und eingefroren werden kénnen, um noch zuverlassige Ergebnisse zu
liefern. Die Singulex und Simoa Assays sind ultrasensitiv und messen in pg/ml,
diese extremen kleinen Mengen an Protein kénnten durch die aufgezahlten
Faktoren gestort worden sein. Ein weiterer Faktor, der als mdglicher Storfaktor in
Betracht gezogen werden kann, ist die Verwendung von unterschiedlichen
Materialien in den unterschiedlichen Laboren. Bereits in der Studie von Gonsior
et al wurde auf die hohe Bedeutung der Standardisierung der Materialien
hingewiesen, in beschriebenen Fall bezogen dies explizit auf die Untersuchung
von PBMCs durch den TR-FRET deutlich gemacht (Gonsior et al., 2021). Fir die
Abnahme des Plasmas und der PBMCs wurden im Rahmen der ESMI Studie
hochstandardisierte Protokolle verwendet, welche einen Einfluss durch

verschiedene Blutabnahmesysteme auf die Ergebnisse minimieren soll.

Das expandierte Ataxin-3 Kkorreliert spezifisch mit der Mutation und ist
vielversprechend als Trait-Biomarker, da es Mutationstrager zuverlassig von
Kontrollpersonen unterscheidet. Als State-Biomarker, der mit dem
Krankheitsverlauf korrelieren sollte, zeigt sich jedoch ein uneinheitliches Bild.
Frihere Studien konnten lineare Zusammenhange zwischen expandiertem
Ataxin-3 und klinischen Parametern wie dem SARA Score nachweisen, wahrend
dies in der vorliegenden Arbeit nicht statistisch signifikant bestatigt werden
konnte. Im Folgende wird der longitudinale Teil der Studie betrachtet, die im

Gegensatz zur cross-sektionalen Studie dieselbe Population Uber einen langeren
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Zeitraum hinweg verfolgt. Dadurch sollen Entwicklungen des Ataxin-3 Protein
und zeitliche Zusammenhange untersucht werden. Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass die Biomarkerfindung fur SCA3 eine komplexe Herausforderung

bleibt, die innovative Ansatze und interdisziplindre Zusammenarbeit erfordert.

4.2 Longitudinale Analyse der Ataxin-3 Level in den Messmethoden TR-

FRET, Simoa und Singulex

Die zweite Hauptfragestellung dieser Promotion ist die longitudinale Stabilitat des
Ataxin-3 im Krankheitsverlauf. Bisherige Literatur beschaftigte sich mit der
Stabilitat des expandierten Ataxin-3 Uber einen Zeitraum von ca. 1 Jahr. In dieser
Arbeit soll ein langerer Zeitraum betrachtet werden. Hibener-Schmid und
Kollegen beobachteten das Verhalten von PolyQ Ataxin-3 im Plasma von 33
SCA3 Probanden mit Hilfe des Singulex Assays (Hubener-Schmid et al., 2021).
In Zeitraum von 1 Jahr zeigten sich die Ataxin-3 Level, auch beim Ubergang
zwischen pra-ataktisch und ataktisch, als sehr stabil. Nur in der Gruppe der
Probanden, die bereits in der Baseline Visite einen SARA Score >20 Punkte
hatten, zeigten sich héhere Werte im Follow Up 1 nach einem Jahr. In friheren
Studie wurde eine positive Korrelation des expandierten Ataxin-3 Level mit der
Erkrankungsdauer gezeigt, was daflirspricht, dass das expandierte Ataxin-3
langfristig im Krankheitsverlauf ansteigt (Gonsior et al., 2021; Hubener et al.,
2013). In ihrer Promotion beschrieb Frau Dr.med. Melanie Gansel eine
longitudinale Analyse zwischen Baseline und Follow Up 1 Visite aus 23
Probanden (Gansel, 2020). Die Messung des PolyQ Ataxin-3 erfolgte einmal mit
der MW1-1H9 Antikérper Kombination und einmal mit der 1C2-1H9 Antikorper
Kombination in PBMC, beide Assays messen spezifisch das PolyQ-expandierte
ATXN3 (Gonsior et al., 2021). Bezogen auf den MW1 Assay, zeigte sich keine
statistisch signifikante Korrelation oder lineare Regression zwischen der
Veranderung des SARA Scores und INAS Scores mit der Veranderung der PolyQ
Ataxin-3 Leveln in den Probanden. Es konnte in der Kohorte aber eine Tendenz

eines steigenden PolyQ Ataxin-3 Levels mit einer steigenden Erkrankungsdauer
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gezeigt werden. Bei mild betroffenen Probanden (SARA = 3-12) sank im
Beobachtungszeitraum das PolyQ Ataxin-3 Level eher ab, in der moderat (SARA
= 13-23) und schwer (SARA >23) ataktischen Gruppe zeigte es eine steigende
Tendenz. Insgesamt betrachtet zeigte sich dort keine eindeutige Tendenz, da
Proteinlevel bei fortschreitender Krankheit/SARA Score bei manchen Probanden
sanken, bei anderen anstiegen (Gansel, 2020)(Promotionsarbeit Melanie
Gansel, 2020).

Im Folgenden sollen nun die Ergebnisse dieser Arbeit in die vorliegende Literatur

eingeordnet werden.

Es wurden im longitudinalen Studiendesign insgesamt 61 Probanden longitudinal
mit dem TR-FRET Assay auf full-length Ataxin-3 untersucht. Bei den dabei
untersuchten Probanden handelt es sich um 39 Probanden, die in der, ihnen in
der Baseline Untersuchung zugewiesenen Kategorie ,mild ataktisch®, ,moderat
ataktisch“ und ,schwer ataktisch® geblieben waren, und um 25 Konverter, die ihre
Kategorie im Beobachtungszeitraum wechselten. Auffallig war zundchst, dass im
Mittelwert die Kontrollen hohere full-length Ataxin-3 Werte hatten, als die pra-
ataktischen, mild ataktischen und moderat ataktischen Probanden, wahrend die
schwer ataktischen Probanden im Mittelwert hohere full-length Ataxin-3
Konzentrationen in Bezug auf alle Gruppen zeigten. Dies passt zu friheren
Studien, aber auch zu den Analysen dieser Arbeit, dass pra-ataktische und mild
ataktische Probanden niedrigere full-length Ataxin-3 Konzentrationen aufwiesen
als die Kontrollen und schwer ataktischen Probanden (Gonsior et al., 2021). Die
pra-ataktischen, mild ataktischen und moderat ataktischen Probanden zeigten im
Verlauf ein Ansteigen des SARA Scores im Mittelwert, was zur
Krankheitsprogression der neurodegenerativen Erkrankung passt. In der Analyse
des full-length Ataxin-3 zeigte sich kein eindeutiges Bild des Proteinverlaufs.
Wahrend die full-length Ataxin-3 Level in den pra-ataktischen Probanden
konstant blieben von Baseline zu Follow Up 1, zeigte sich im gleichen Zeitraum
ein Anstieg des full-length Ataxin-3 in den mild ataktischen Probanden und ein
Absinken in den schwer ataktischen Probanden. Der konstante Verlauf in der pra-

ataktischen Phase und der ansteigende Verlauf in der mild ataktischen Phase
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sind auch in Zusammenhang mit den niedrigen full-length Ataxin-3
Konzentrationen im pra-ataktischen/mild ataktischen Krankheitsstadium zu
sehen, die dann im weiteren Krankheitsverlauf wieder anstiegen (Gonsior et al.,
2021). In der Doktorarbeit von Frau Dr.med. Kathrin Gonsior beschreibt sie ein
Abfall der full-length Ataxin-3 Konzentration bei einer gleichzeitig sehr hohen
PolyQ Ataxin-3 Konzentration (Promotion Kathrin Gonsior, 2020), diese
Beobachtung kdnnte auch Grundlage sein fur den Abfall der full-length Ataxin-3
Konzentration in den schwer ataktischen Probanden hier.

Fur zwei Probanden aus der Kategorie moderat ataktisch lagen jeweils 3 Proben,
entspricht einen Verlauf von insgesamt 2 Jahren, vor. Beide zeigten zunachst ein
leichtes Absinken der Proteinkonzentration zum Follow Up 1, gefolgt von einem
leichten Anstieg in Follow Up 2. Dieser Verlauf Uber einen
Untersuchungszeitraum von 2 Jahren verdeutlicht, dass eine Probe nur eine
Momentaufnahme darstellt und die full-length Ataxin-3 Konzentration in
Probanden zu schwanken scheint. Diese unterschiedlichen Verlaufe kdnnten auf
individuelle Schwankungen der Biomarker-Konzentration, methodische
Variabilitdt oder andere Einflussfaktoren wie Tagesform, Sportverhalten,
Nuchternheit vor der Blutentnahme und weitern &uf3ere Umstande oder
Komorbiditaten wie z.B weitere neurologische Erkrankungen hinweisen. Die
Analyse der Konverter zeigt ein uneinheitliches Verhalten der full-length Ataxin-
3-Level beim Ubergang zwischen Krankheitsstadien. Insgesamt I3sst sich sagen,
dass in der longitudinalen Beobachtung fir das Level an full-length Ataxin-3 Uber
2 bzw. 3 Visiten kein klarer Zusammenhang bezogen zum Krankheitsverlauf
auszumachen war. Abgesehen von der beobachteten Tendenz von niedrigen
Ataxin-3 Konzentrationen in den pra-ataktischen Probanden, liegt die Vermutung
nahe, dass die full-length Ataxin-3 Konzentration individuell grof3en
Schwankungen unterworfen ist. Ein interessanter Ansatzpunkt ware hier eine
noch langfristigere Beobachtung der full-length Ataxin-3 Konzentrationen,
eventuell Uber mehrere Jahrzehnte, im Vergleich zu den PolyQ Ataxin-3
Konzentrationen um den Anteil des PolyQ Ataxin-3 an dem full-length Ataxin-3
bestimmen und beobachten zu konnen. In Kombination mit dem generell

schlechten Zusammenhang zwischen full-length Ataxin-3 mit klinischem Zustand
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des Patienten, zeigen die hier prasentierten Ergebnisse einer longitudinalen
Studie, die geringe Eignung des full-lengthAtaxin-3 als Surrogate Marker und
Endpunkt einer Therapiestudie auf. Das hier bei einigen Probanden beobachtete
Absinken des SARA Scores scheint flir Patienten mit einer neurodegenerativen
Erkrankung zunachst ungewohnlich. Mégliche Erklarungen dafur waren, dass der
SARA Score als klinischer Parameter auch Tagesform abhangig ist und trotz
hoher Standardisierung in der ESMI Studie die Erhebung des SARA Scores
durch einen Arzt auch immer eine subjektive Komponente hat. Eine frihere
Studie die mit einem Video-basierten Tool zur SARA Messung arbeitete stellte,
intraindividuellen Unterschiede der Probanden zwischen dem niedrigsten und
héchsten SARAhome-Score im Bereich von 1 bis 5,5 Punkten fest (Grobe-Einsler
et al., 2021). Es kdnnte erwogen werden, einen Probanden auch im Verlauf bei
weiteren Kontrollen immer von derselben Person beurteilen zu lassen oder flr
eine maoglichst grolRe Objektivitat Kl-gestitzt auf Grundlage von Videomaterial
oder den Mittelwert aus mehreren Untersuchungen innerhalb eines definierten
Zeitraums zu berechnen. In einer prospektiven Validierungsstudie mit 50 Ataxie-
Patienten wurde das Video basierte SARAhome bereits direkt mit der
herkdbmmlichen SARA verglichen, dabei zeigte sich eine hohe Korrelation der
beiden Messmethoden (Grobe-Einsler et al.,, 2021). Die videobasierte
Selbstmessung zu Hause kdnnte ein wichtiger Schritt sein, um die Patienten noch

regelmafiger klinisch beurteilen zu konnen (Grobe-Einsler et al., 2021).

Fir die longitudinale Analyse mit dem Simoa Assay lagen 30 Probanden mit
einem Follow Up 1 vor. Auch in der Follow Up 1 Kohorte zeigte der Simoa Assay
eine sehr gute Differenzierung zwischen Kontrollen und pra-ataktischen
Probanden (AUC=1,0) und eine sehr gute Differenzierung zwischen den
Kontrollen und ataktischen Probanden (AUC=1,0). In der durchgeflhrten
klinischen Korrelation ergab sich fur die Follow Up Kohorte im Gegensatz zur
Baseline Kohorte eine statistisch signifikante lineare Regression zwischen AAO
und PolyQ Ataxin-3. Dieser Zusammenhang war bereits in einer vorherigen
Studie gezeigt worden (Hubener-Schmid et al., 2021).
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Es ergab sich als Intraklassenkorrelationskoeffizient (ICC) ein Wert von 0,723 fir
die Mutationstrager im Baseline und der Follow Up 1 Visite. Dies spricht fir eine
gute Stabilitat des expandierten Ataxin-3 im 1 Jahres Verlauf. In einer friheren
Untersuchung konnte mit dem Singulex Assay eine héhere Stabilitat des Ataxin-
3 beobachten mit einem 1CC=0,848 (0,693-0,925) (Hubener-Schmid et al., 2021).
Es gab in der statistischen Analyse keinen signifikanten Unterschied zwischen
den Werten der Baseline Visite und der Follow Up Visite in den Kohorten mild
ataktisch, moderat ataktisch und schwer ataktisch. Auch wenn die PolyQ Ataxin-
3 Konzentration insgesamt sehr stabil war, lie® sich fur die pra-ataktischen, mild
ataktischen und moderat ataktischen Probanden eine steigende Tendenz an
PolyQ Ataxin-3 in dieser Studie? messen. In der Gruppe der schwer ataktischen
Probanden fiel die Protein Konzentration ab. Im Vergleich dazu hatte Frau Dr.
med. Melanie Gansel in ihrer Promotion einen Anstieg an PolyQ Ataxin-3 in mild
ataktischen Probanden und ein Abfallen in moderat und schwer ataktischen
Probanden beobachtet (Gansel, 2020) (Promotionsarbeit Melanie Gansel, 2020).
Als Erklarung fur diese teilweise gegensatzlichen Beobachtungen kénnen hier
die jeweils relativ kleine Gruppengrolle genannt werden, sowie die
unterschiedlichen verwendeten Assays und Biomaterialien. Fur die Gruppe der
schwer ataktischen Probanden konnte im Bezug auf die klinische Situation noch
angefligt werden, dass im Zeitraum von Baseline Visite zum Follow Up 1 der
SARA Score im Mittelwert ebenfalls gesunken war. Eine fruhere Studie stellte die
Abnahme von léslichem PolyQ Ataxin-3 im Cerebellum von Mausen gegen Ende
der Erkrankung fest, die mit zunehmender nuklearer Aggregatbildung erfolgte
(Nguyen et al., 2013). Diese Beobachtung kénnte eine mogliche Erklarung fir die
fallenden PolyQ Ataxin-3 Level hier sein. Allerdings kann man Aggregate nur im
Gehirn beobachten und nicht im Plasma! In der Analyse mittels der ultra-
sensitiven Methode Simoa konnten vor allem bei den Konverter Probanden
wieder vermehrt interindividuelle Schwankungen beobachtet werden. Auch in der
Promotion von Dr.med. Melanie Gansel zeigte sich bereits ein uneindeutiges
Verhalten der Konverter, nicht nur fur den hier verwendeten MW1 Antikorper,
sondern auch fur den 1C2 Antikorper, deren Ergebnisse sie in ihrer Promotion

verglich (Gansel, 2020) (Promotionsarbeit Melanie Gansel, 2020).
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Insgesamt kann man jedoch zum Schluss kommen, dass die hohe Stabilitat Gber
einen Zeitraum von einem Jahr eine relevante Information fur die Anwendung in
kiinftigen Therapiestudien ist. Da PolyQ Ataxin-3 sich in dieser Arbeit als stabil
zeigte, kann vermutet werden, dass der Effekt einer protein-lowering Therapie an
der PolyQ Ataxin-3 Konzentration gezeigt werden kann. In der Literatur wird
neben dem Trait Marker und dem State Marker noch als dritte Kategorie der
Pharmakodynamischen Marker ins Spiel gebracht, der dazu verwendet wird
einen bestimmten Mechanismus zu zeigen (Andre et al., 2014). Dieser Marker
muss aber nicht immer wie ein State Marker stark mit der Klinik des Patienten
korrelieren. Auf Grund der in dieser Arbeit nicht optimalen klinischen Korrelation
des PolyQ Ataxin-3 ist die Zukunft von Ataxin-3 als State/Surrogate Marker noch
abzuwagen. Als Pharmakodynamischer Marker in Kombination mit einem
klinischen Biomarker ist das PolyQ Ataxin-3 jedoch vielversprechend fuir
Therapiestudien. Dies zeigt sich auch in der Literatur, wo Prudencio und seine
Kollegen die Idslichen von expandiertem Ataxin-3 in Plasma und CSF
untersuchten und dessen Verwendbarkeit als pharmakodynamischer Biomarker
priften (Prudencio et al., 2020). Die Studie untersuchte eine Kohorte aus
Mutationstragern und Kontrollen und korrelierte das expandierte Ataxin-3 im
Plasma und CSF mit der Schwere der klinischen Auspragung der SCA3, die am
SARA Score gemessen wurde. Diese Studie bestatigte durch die gute Korrelation
zwischen gemessenem expandiertem Ataxin-3 und dem klinischen Zustand der
Probanden, dessen Position als aussichtsreichen Kandidaten fur einen

pharmakodynamischen Biomarker der SCA3 (Prudencio et al., 2020).

Mit dem Singulex Assay wurde in dieser Arbeit eine Kohorte von Probanden mit
2 Visiten analysiert, diese umfasste 83 Probanden davon 77 Mutationstrager. Die
Kohorte der Probanden mit 3 Visiten, die mit dem Singulex Assay analysiert
wurden, umfasst 19 Probanden davon 15 Mutationstrager. Betrachtet man den
ICC der Kohorte im Vergleich zur publizierten Analyse von Hubener-Schmid
genannt Zahl von 1CC=0,848 (0,693-0,925) fallt der niedrigere ICC-Wert in den
Kohorten dieser Arbeit auf (Hubener-Schmid et al., 2021). Fur die Kohorte der
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Probanden mit 3 Visiten ergab sich ICC=0,592 (0,128-0,830) und damit noch eine
durchschnittliche Stabilitdt des PolyQ Ataxin-3. Besonders aufféllig ist die
berechnete niedrige Stabilitdt in der 2 Visiten Kohorte mit 1CC=0,225 (-0,226-
0,509). Da aber gleichzeitig die Werte der Baseline statistisch im Wilcoxon Test
keine signifikante Differenz zu denen des Follow Up 1 zeigten, wurden die
einzelnen Gruppe der 2 Visiten Kohorte noch einmal einzeln analysiert. Fur die
Gruppe der pra-ataktischen mit 2 Visiten ergab sich dabei ICC=0,833 (0,537-
0,940) und fur die moderat ataktischen mit 2 Visiten 1CC=0,767 (0,276-0,928)
und damit eine mit Hibener-Schmid vergleichbare Stabilitat des PolyQ Ataxin-3
(Hubener-Schmid et al., 2021). In den Gruppen mild ataktisch 2 Visiten
(ICC=0,182) und schwer ataktisch 2 Visiten (ICC=0,485 (-1,884-0,899)) wurden
sehr niedrige ICC-Werte berechnet und vor allem der groRe Anteil der mild
ataktischen Probanden (39 Probanden) trug einen grofden Teil zur Gesamt-
Analyse bei. Diese Beobachtung kénnte dafiirsprechen, dass vor allem in der
frihen und in der sehr spaten Erkrankungsphase die PolyQ Ataxin-3
Konzentration eher Schwankungen unterworfen ist.

Der einzige pra-ataktische Proband mit 3 Visiten hat auffallig hohe PolyQ Ataxin-
3 Werte, sogar hoher als der schwer ataktische Proband der Kohorte. Dies
konnte einen Hinweis darauf sein, dass nicht nur das Krankheitsstadium, sondern
auch personliche Veranlagung das Level an PolyQ Ataxin-3 mit beeinflussen.
Interessant ware hier ein Vergleich mit weiteren Angehoérigen, um zu beobachten,
ob vielleicht Mutationstrager seiner Familie ebenfalls sehr hohe Ataxin-3 Werte
bereits im pra-ataktischen Stadium haben. Der Proband hatte in allen 3 Visiten
einen SARA Score von 0 Punkten, war also klinisch (bezogen auf ataktische
Symptome) nicht vom gesunden Probanden zu unterscheiden. Das Ataxin-3
Level fiel von der Baseline Visite zur Follow Up 2 Visite ab, interessant ware hier
eine weitere Beobachtung bis zum AAO (SARA Score>3 Punkte).

Insgesamt betrachtet sank in der Kohorte Uber 2 Visite die PolyQ Ataxin-3
Konzentration in den pra-ataktischen und schwer ataktischen Probanden ab und
stieg in der mild ataktischen und moderat ataktischen Gruppe an. Das Absinken
der Proteinkonzentration in den schwer ataktischen Probanden ist hier

gegenlaufig zur Literatur, die ein Ansteigen der Proteinkonzentration in schwer
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betroffenen Probanden (SARA<20 Punkte) beobachteten. In der Kohorte mit 3
Visiten zeigte sich flr mild ataktische, moderat ataktische und schwer ataktische
PolyQ Ataxin-3 Konzentration (Hubener-Schmid et al., 2021), dabei ist hier im
Vergleich zu den 2 Visiten Daten aber auch die kleinere Gruppengréf’e zu
beachten. Das Absinken des Ataxin-3 ist hier anders als eigentlich vermutet mit
einem Anstieg des SARA Scores in allen 3 Gruppen verbunden. Wie in zuvor
beschriebenen Analyse mittels SIMOA, zeigte sich bei den zahlreichen
Konvertern ein widerspruchliches Verhalten des Ataxin-3 zum SARA Score.

Der Simoa-Assay sowie der Singulex-Assay messen das expandierte Ataxin-3
im Plasma der Probanden. Es wurde sowohl auf der Simoa-Plattform als auch
auf der Singulex-Plattform mit den beiden Antikérpern MW1 und 1H9 gearbeitet.
Diese Klone wurden bereits in der Literatur mehrfach verwendet (Gonsior et al.,
2021; Hubener-Schmid et al., 2021; Nguyen et al., 2013). Die in dieser Arbeit mit
dem Singulex untersuchte Kohorte umfasste 147 Probanden. Der Singulex-
Assay wurde bereits etabliert und an 90 Probanden validiert (Hubener-Schmid et
al., 2021). Es wurden 58 Probanden mit dem Simoa-Assay durch das NMI

Reutlingen untersucht.

Die Analysen der expandierten Ataxin-3-Level der Probanden zeigten in beiden
Kohorten eine signifikante Differenz zwischen den expandierten Ataxin-3-Werten
der Kontrollen und pra-ataktischen Mutationstragern sowie zwischen den
Kontrollen und den ataktischen Mutationstragern. Diese Differenzierung
zwischen den Kontrollen und den pra-ataktischen bzw. ataktischen
Mutationstragern anhand der Konzentration an expandiertem Ataxin-3 konnte in
der Literatur bereits gezeigt werden (Gonsior et al., 2021; Hubener-Schmid et al.,
2021). In der Simoa-Kohorte zeigte sich im Gegensatz zur vorhandenen Literatur
keine hoheren expandierten Ataxin-3-Werte der ataktischen Probanden
gegenuber den pra-ataktischen Probanden (Hubener-Schmid et al., 2021).
Hierbei muss jedoch beachtet werden, dass fur die Simoa-Analyse nur 9 pra-
ataktische Probanden zur Verfigung standen. In der Singulex-Kohorte dieser
Arbeit zeigte sich ebenfalls in der ROC-Analyse fur die Differenzierung zwischen

pra-ataktischen und ataktischen Probanden keine optimale Differenzierung, aber
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wieder eine sehr gute Differenzierung zwischen Kontrollen und Mutationstragern

in einer grol3en Kohorte.

In der von der Firma Evotec mit dem Singulex-Assay untersuchten Kohorte
konnte erneut ein starker statistischer Zusammenhang in der linearen
Regression zwischen dem AAO und dem SARA Score (p<0,0001) dargestellt
werden. Es zeigte sich in der Singulex-Kohorte und ebenfalls in der Simoa-
Kohorte eine negative Korrelation zwischen friherem AAO und expandierten
Ataxin-3-Werten im Plasma, welche jedoch nicht signifikant war. In der Literatur
konnte jedoch ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen einem
friheren AAO und einem hoheren Level an expandiertem Ataxin-3 nachgewiesen
werden (Hubener-Schmid et al., 2021). Der in der Literatur mit dieser
Antikérperkombination signifikante Zusammenhang zwischen steigendem SARA
Score und steigenden expandierten Ataxin-3-Leveln war in der Singulex- und
Simoa-Kohorte dieser Arbeit so nicht reproduzierbar (Hubener-Schmid et al.,
2021). Die lineare Regression zwischen dem INAS Score und dem expandierten
Ataxin-3 war auf der Singulex-Plattform sowie der Simoa-Plattform nicht

statistisch signifikant.

Faber und Kollegen sehen das NfL Protein als zuverlassigeren Biomarker als
PolyQ Ataxin-3, um zwischen Carrier, Biomarker und ataktischer Phase der
Erkrankung zu unterscheiden (Faber et al., 2023). Das NfL stieg bis zu 11,9 Jahre
vor AAO kontinuierlich an und blieb dann auf einem stabilen Level. Diese
steigende Tendenz am AAO konnte fir PolyQ Ataxin-3 nicht beobachtet werden.
NfL ist von PolyQ Ataxin-3 und SARA der erste Biomarker der vor
erkrankungsbeginn stark anstieg. Das PolyQ-expandierte Ataxin-3 zeigte in der
Literatur eine weit gestreute Verteilung Uber den Krankheitsverlauf hinweg (Faber
et al., 2023). Die in der Verdffentlichung vorgeschlagene Einteilung des
Krankheitsverlaufs in ein Biomarker Stadium (Vorkommen PolyQ Ataxin-3), ein
Carrier Stadium (SARA>2 und NfL>2) und ein ataktisches Stadium mit SARA
uber 3 Punkten, zeigt einerseits die hohe Bedeutung von PolyQ Ataxin-3 als Trait

Biomarker, die auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte,
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andererseits aber auch seine noch nicht sichere Qualitat als State Biomarker.
Betrachtet man die Beobachtungen dieser Arbeit der Messungen des
expandierten ATXN3 mittels SIMOA oder Singulex so kommt man ebenfalls wie
Faber und Kollegen zu dem Schluss, dass das PolyQ Ataxin-3 fiir den Ubergang
von pra-ataktisch zu ataktisch kein eindeutiger Marker sein kann (Faber et al.,
2023). Grund daflr sind die widersprichlichen Tendenzen in den individuellen
Probanden nicht nur in dieser Arbeit, sondern auch in der TR-FRET Analyse von
Dr.med. Melanie Gansel in ihrer Promotion (Gansel, 2020). Nicht nur im
Verhalten der PolyQ Ataxin-3 Konzentration zum Zeitpunkt des AAO, sondern
auch in der Ubrigen Auswertung zeigten sich keine eindeutigen Tendenzen fir
das Verhalten der Veranderung des SARA Scores zur Veranderung des PolyQ
Ataxin-3 im Zeitraum von 1 bzw. 2 Jahren. In einem Grolteil der Probanden
verhielt sich der PolyQ Ataxin-3 Spiegel relativ stabil, was wie bereits in der
Literatur angefiuihrte Potential als pharmakodynamischer Marker in
Therapiestudien bietet (Hubener-Schmid et al., 2021). Andererseits zeigten
individuelle Probanden, eine unerwartete nicht klinisch zu Kkorrelierende
Instabilitdt ihrer Ataxin-3 Level, daher sollte die Stabilitat des Ataxin-3 in einer
gréReren Kohorte Uber einen langeren Zeitraum untersucht werden. Dazu ware
es notig weitere potentiale Einflussfaktoren, wie Nahrungsaufnahme kurz vor der
Blutabnahme, Sportliche Betéatigung, das Vorliegen einer kirzlichen Impfung
oder eines Infektes. AuRerdem ist zu bedenken, dass auch in longitudinalen
Studien nur ein kleiner Teil des langen Krankheitsverlaufes der SCA3 abgebildet
werden kann (Faber et al., 2023). Somit sollten |Iangere longitudinale Studie Uber

mehrere Jahre in einer mdglichst grol3en Kohorte initiiert werden.

4.3 Genotypen der Kohorte

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 3 SNPs an Probanden der ESMI Kohorte
evaluiert: SNP 669 (rs1048755), SNP 987 (rs12895357) und SNP 1118
(rs7158733). Es handelt sich um 3 intragenetische Marker, wobei der SNP 1118

ein STOP-Codon in Exon 10 hervorrufen kann, was zur Produktion eines

214



verkurzten Ataxin-3 fuhrt (Gaspar et al., 2001; Maciel et al., 1999). Durch
Varianten des SNP 1118 entstehen die Isoformen Ataxin-3aL und Ataxin3aS
(Ataxin-3a Uniprot ID P54252-19) (Goto et al., 1997). Der Ataxin-3aS Form fehlen
durch das Stop-Codon 16 Aminosauren am C-terminalen Ende im Vergleich zur
Referenzform Ataxin-3c (UniProt ID P54252-2) (Weishaupl et al., 2019). Diese
Ataxin-3aS Isoform ist besonders haufig in Mutationstragern zu finden (Maciel et
al., 1999). Die verschiedenen Isoformen des ATX3 die aus diesen SNP-Varianten
entstehen, stehen in Verdacht den Krankheitsverlauf zu beeinflussen, wie die
Ataxin-3aS Form, von welcher gezeigt wurde, dass sie zu einer starkeren
Aggregation neigt (Weishaupl et al., 2019). Durch die detaillierte Analyse von
Haplotypen in Patientenfamilien auf globaler Ebene wird es madglich, die
Verbreitung genetischer Merkmale oder spezifischer Genvarianten Uber
verschiedene Regionen und Zeitrdume hinweg nachzuvollziehen und daraus
RuckschlUsse auf die historische Verbreitung der SCA3 zu ziehen (Gaspar et al.,
2001). Diese Haplotypen sind nicht nur fur die genetische Analyse von
Patientenfamilien geeignet um die weltweite Ausbreitung der SCA3
nachzuvollziehen zu kdnnen, sondern stellen auch interessante Ansatzpunkte

moglicher Allel-spezifischer Therapien dar.

Flr den SNP 1118, bei dem ein Tyrosin Codon durch ein Stop-Codon ersetzt
wird (TAC1118>TAA1118), wurde von Prudencio und Kollegen ein Anteil von bis
zu 87% unter den Mutationstragern nachgewiesen und eine signifikante
Assoziation zwischen den Status als Mutationstrager und Trager der TAA-
Version des SNP 1118 hergestellt (Prudencio et al., 2020). Durch spezifische
Protein-Reduktions- (protein lowering) Therapien, die an einem SNP ansetzen,
konnte so selektiv das mutierte Ataxin-3 runterreguliert werden und so die
Funktion des regularen Ataxin-3 erhalten werden. Dafur kommen sowohl ASO
(Antisense-Oligonukleotiden), als auch siRNA Therapien in Frage. Eine
zielgerichtete Therapie bezogen auf SNP 1118 kann insbesondere in
Populationen in denen die Joseph-Linie dominiert angewandt werden, da hier die
TAA1118 Variante mehrheitlich vorhanden ist (Prudencio et al., 2020). Ein
weiterer interessanter Ansatz bietet die SNP 987 G>C Variante, welche 70% aller

Mutationstrager tragen (Gaspar et al., 2001). Eine spezifische protein lowering
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Therapie fur den SNP 987 G>C wurde bereits mehrfach mittels siRNAs in der
Zellkultur erprobt (Alves et al., 2008; Li et al., 2004). Fir die Behandlung von
autosomal-dominaten neurodegenerativen Erkrankungen wie der SCA3 und
Chorea Huntington bietet auch die ASO Technik viele Mdglichkeiten, die darauf
beruhen dass sich eine ASO gezielt an mRNA legen und somit die Produktion
des fehlproduzierten Proteins, im Falle von Chorea Huntington Huntingtin und
SCAS3 Ataxin-3 unterdruckt (Helm et al., 2022). Potentiell kommen als Kandidaten
fir so eine Allel-spezifische ASO Therapie vor allem SNP als Ansatzpunkt
infrage, welche auf dem gleichen Allel wie die pathogene Mutation liegen und in
einem ausreichenden Prozentsatz der Mutationstrager verandert vorliegen (Helm
et al., 2022). Es wurde bereits eine ASO-Therapie spezifisch fiur SNP 987 in der
Zellkultur erprobt (Hauser et al., 2022). In dieser ASO-Studie gelang im
Zellmodell eine Reduktion von 80% der mutierten Ataxin-3 Level bei
gleichbleibenden Wildtyp Ataxin-3 Leveln innerhalb von 10 Tagen im Zellmodell
(Hauser et al., 2022).

Beim hier ebenfalls untersuchten SNP 669 handelt es sich um einen Austausch
von ATG>GTG. Durch diesen Austausch wird Valin statt Methionin in die
Proteinsequenz eingefugt (Goto et al., 1997). Aus methodischen Grinden konnte
bei der Analyse des SNP 669 in der Kohorte nicht bestimmt werden, welches
Allel die jeweilige Variante tragt, da der Abstand zur CAG-Repeat Wiederholung
9000 bp betragt (Ichikawa et al., 2001). Eine Allel-spezifische Analyse war jedoch
fur dies war jedoch fur die Analyse von SNP 987 und SNP 1118 mdoglich. In dieser
Arbeit wurden die Genotypen der ESMI-Kohorte untersucht, die nun mit der
vorhandenen Literatur verglichen werden sollen. Fur den uberwiegenden Teil der
ESMI-Kohorte lag jedoch bereits eine Genotypisierung fir diese 3 SNPs vor,
welche im Rahmen anderer Doktorarbeiten der AG Biomarker (Daniel Sturm,
Melanie Gansel, Gabriele Anna Kaucher) erfolgten und durch meine Analysen
erganzt wurden (Gansel, 2020; Kaucher, 2020; Sturm, 2021).

Fur das SNP 1118 gilt in der ESMI Kohorte das die Kontrollgruppe der dominante
Genotyp C/C war, also die Variante TAC1118 auf beiden Allelen getragen wurde.
Der haufigste Genotyp bei den Mutationstragern war mit 50,4% C/A mit Genotyp
TAC1118 auf dem Wildtyp Allel und Genotyp TAA1118 auf dem expandierten
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Allel. Eine genauere Betrachtung des expandierten Allels ergab bei den
Mutationstrager einen Anteil von 70%. Fir diese Analyse wurden 390 Probanden
der ESMI-Kohorte miteinbezogen. Eine fruhere Studie gibt mit einem Anteil von
76% fur TAA1118 auf dem expandierten Allel ahnliche Zahlen an (Gaspar et al.,
2001). Auch der dominierende Anteil der Variante TAC 1118, sowohl auf dem
Wildtyp Allel der Mutationstrager als auch auf beiden Allelen der Kontrollen,
konnte in beiden Populationen gezeigt werden. Bei der Kohorte von Gaspar und
Kollegen handelte es sich zum einen um eine groliere Kohorte als auch um eine
ethnisch diversere (Gaspar et al.,, 2001). Wahrend in ESMI europaische
Probanden untersucht wurden, rekrutierten Gaspar und Kollegen zusatzlich
Familien aus Brasilien, China, Taiwan, Japan, Frankreich, Kanada, die
Vereinigten Staaten, Norwegen, Indien, die Britischen Westindischen Inseln,
Ghana, Jemen, Marokko, Franzosisch-Guayana, Kambodscha, die
Elfenbeinkiste und aus Algerien (Gaspar et al., 2001). Mit 601 Probanden
wurden in dieser Studie auch fast doppelt so viele Probanden untersucht wie in
der Analyse in dieser Arbeit. Aus der Tatsache, dass sowohl in einer
europaischen als auch einer internationalen Kohorte ahnliche Prozentsatze fur
die in der Kontrollgruppe eher seltene Variante TAA1118 ergaben, konnte eine
gemeinsame Abstammung der SCA3 Familien geschlossen werden und eine
weltweite Ausbreitung ausgehend von wenigen Founder-Mutationen, worauf im
Folgenden noch weiter eingegangen wird. Diese bereits in der Literatur
aufgestellte Hypothese wird durch die Ergebnisse dieser Arbeit weiter bestarkt
(Gaspar et al., 2001; Takiyama et al., 1997). Eine weitere Studie an 23
japanischen SCA3 Familien untersuchte den SNP 1118, wobei hier ca. die Halfte
der Probanden die Variante A/A trug und die andere Halfte die Variante C/A,
wobei sich eine starke Assoziation zwischen der Variante TAA1118 und dem
mutierten Allel zeigte (Goto et al., 1997).

Der SNP 987 kann in den Varianten C987GG/G987GG vorliegen. In der in dieser
Arbeit analysierten ESMI-Kohorte lag bei 60,4% der Kontrollen der G/G Genotyp
vor und bei 51,8% der Mutationstrager der G/C Genotyp. Das expandierte Allel
trug zu 72,9% den Genotyp C. In der Analyse von Gaspar und Kollegen (Gaspar
et al., 2001) trugen ebenfalls 73 % der Mutationstrager den Genotyp C auf ihrem
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expandierten Allel und auch in der japanischen SCA3 Population zeigte sich eine
starke Assoziation zwischen Mutationstragerstatus und dem C987GG Genotyp
(Goto et al., 1997).

Der SNP 669 kann in den Varianten A669TG und G669TG vorliegen. In der hier
analysierten ESMI-Kohorte war unter den Kontrollen der Genotyp G/G der
haufigste (60%) und unter den Mutationstragern der Genotyp A/G (57,2%). Der
einzig vorliegende homozygote Proband trug den Genotyp A/A, was mit einem
dominanten Vorkommen der Variante A auf dem expandierten Allel der
Mutationstrager zu vereinbaren ware. In der Literatur fanden sich Angaben von
76 % der Mutationstrager bei denen ebenfalls die Variante A669TG vorlag
(Gaspar et al., 2001). Einen vermuteten Einfluss des SNP 669 auf die Stabilitat
des CAG- Repeats konnte in der Literatur aber nicht bestatigt werden (Maciel et
al., 1999).

Sowohl im Rahmen dieser Analyse als auch in der Literatur fallt auf, dass bei
Mutationstragern der SNP 1118 mehrheitlich in der Variante A vorliegt, SNP 987
in Variante C und SNP 669 in Variante A (Gaspar et al., 2001). Diese Auspragung
an genetischen Merkmalen wird in der Literatur als ACA-Haplotyp
zusammengefasst (Gaspar et al.,, 2001). In den untersuchten SCA3 Familien
wurde der ACA-Haplotyp in 72 % der Falle gefunden, aber in der Kontrollgruppe
konnte dies nur 2% der Probanden bestatigt werden. Dies zeigt, dass der A-C-A-
Haplotyp stark mit der SCA3 assoziiert ist, wobei die Bedeutung des SNP 987
besonders hervorgehoben wird und auf ein Grandungsmutationsereignis
hinweist. In den Azoren wurden zwei unterschiedliche Haplotypen im
Zusammenhang mit der SCA3 identifiziert, was auf eine separate Entstehung der
Mutation auf den Inseln hindeutet. Der Joseph-Haplotyp (A-C-A) ist mit Familien
der Insel Flores verknlpft, wahrend der Machado Haplotyp (G-G-C) bei Familien
aus Sao Miguel haufig ist. Wahrend die meisten nicht-portugiesischen Familien
den Joseph/A-C-A Haplotyp teilen, gibt es einige Variationen, z.B. in Japan,
Marokko und den USA. Das deutet auf weitere unabhangige bzw. parallele
Mutationsereignisse neben dem A-C-A-Haplotyp hin (Gaspar et al., 2001). Auch
in der japanischen Population zeigt sich eine starke Assoziation zwischen der
Variante SNP 1118 A und SNP 987 C, welche gemeinsam auf dem expandierten
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Allel der Mutationstrager liegen (Goto et al., 1997). Die Ergebnisse der ESMI-
Kohorte passen also zur bereits vorhanden Literatur Uber den A-C-A-Haplotyp.
Weitere Untersuchungen koénnten dahin gehen zusatzliche genetische und
populationsspezifische Marker untersuchen, um ein noch praziseres Verstandnis
der Verbreitungsmuster der SCA3 in verschiedenen ethnischen Populationen zu
erlangen, um damit auch potenzielle weitere Ansatzpunkte fir zukUnftige protein-

lowering Therapien in bestimmten Populationen zu identifizieren.

4.4 Starken und Schwachen der Promotion

Fir die Beurteilung der Aussagekraft dieser Arbeit ist ein wichtiges Kriterium die
untersuchte Probandenanzahl. Dabei ist es jedoch wichtig zu beachten, dass in
diesem Fall eine sehr seltene Erkrankung, eine sogenannte Orphan Disease,
untersucht wird. Dies kann die Rekrutierung einer gro3en Probandenzahl
erschweren, wodurch die StichprobengréRe zwangslaufig kleiner ausfallen kann.
. Hier ist es sinnvoll die GruppengroRe auch mit den Gruppengrof3en in der
Literatur zu vergleichen. Frau Dr. med. Kathrin Gonsior etablierte und publizierte
im Rahmen ihrer Promotion einen TR-FRET Assay zur Messung von full-length
Ataxin-3 (Gonsior et al., 2021). Dieser Assay wurde auch in dieser Arbeit zur
Analyse von 243 ESMI-Probanden verwendet. Von den 243 analysierten ESMI-
Probanden waren 70 Kontrollprobanden, 31 Probanden waren pra-ataktische
Mutationstrager. ,Pra-ataktisch entsprach einem SARA Score von <3 Punkten
in der Auswertung dieser Arbeit. 142 Probanden waren ataktische
Mutationstrager mit einem SARA Score >3 Punkten. Eine Stichprobe von 243
Probanden kann bei einer seltenen Krankheit wie der SCA3 als angemessene
GroéRe betrachtet werden. Ahnlich angelegte Studien zur Untersuchung von
Biomarkern in der SCA3 wie umfassten beispielsweise 65 Probanden, eine
weitere Studie umfasste 45 Probanden (Gonsior et al., 2021; Wilke et al., 2018).
2 grofRe longitudinale Studien, die EUROSCA und RISCA Studie umfassten
jeweils 526 bzw. 252 Probanden, von denen jedoch nur ein Teil SCA3
Mutationstrager waren, da im Rahmen dieser Studien auch SCA1, SCA2, SCA3

und SCA6 Mutationstrager untersucht wurden (Jacobi et al., 2022). Die mit dem
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Singulex untersuchte Kohorte umfasst 147 Probanden. Der Singulex Assay
wurde zuvor an einer etwas kleineren Kohorte von insgesamt 90 Probanden
etabliert und validiert (Hubener-Schmid et al., 2021). In der hier untersuchten
Kohorte zeigte der Singulex Assay eine sehr gute Diskriminierung zwischen den
Kontrollen und pra-ataktischen Probanden und eine sehr gute Diskriminierung
zwischen Kontrollen und ataktischen Probanden, wie auch in der
vorangegangenen Studie. Es wurden 58 Probanden mit dem Simoa Assay durch
das NMI Reutlingen untersucht. Der Simoa Assay misst ausschlieRlich das
expandierte Ataxin-3 im Plasma der Probanden. Es wurde mit den beiden
Antikbrpern MW1 und 1H9 gearbeitet. Diese Antikorper wurden bereits bei
verschiedenen Studien verwendet um expandiertes Ataxin-3 zu messen (Gonsior
et al., 2021; Hubener-Schmid et al., 2021; Nguyen et al., 2013). In der Literatur
findet sich fur diese Antikdrper Kombination eine 59-kopfige Kohorte fur die
Untersuchung von expandiertem Ataxin-3 als potenziellen Biomarker, sowie
zunachst eine 19-kopfige Kohorte zur Etablierung eines Assays, um expandiertes
Ataxin-3 zu messen und dann 71 Probanden als Validationskohorte (Gonsior et
al., 2021; Hubener-Schmid et al., 2021). Im Vergleich mit diesen Studien kann
die GroRRe der in dieser Arbeit untersuchten Kohorte als sehr gut betrachtet
werden, die longitudinale ESMI Kohorte war jedoch relativ klein. In Zukunft sollte
hier eine Untersuchung in einer gréReren Kohorte und Uber einen langeren
Beobachtungs-Zeitraum durchgefuhrt werden, wie auch bereits in der

bestehenden Literatur vorgeschlagen (Faber et al., 2023).

Es gab teilweise starke Abweichungen in den longitudinalen Messungen der
Probanden in ihrer expandierten Ataxin-3 Konzentration, dies kdnnte im Rahmen
individueller Schwankungen erklart werde, aber auch dadurch, dass die hier
verwendeten Methoden ultra-sensitiv sind und schon auf die geringsten
Umgebungseinflisse reagieren. Das Abnahme-Protokoll flr die Plasma- bzw.
PBMC-Proben ist stark reguliert im Rahmen der ESMI-Studie. Interessant war in
dieser Arbeit, wie auch bei in friheren Studien beobachtete Absinken der full-
length Ataxin-3 Konzentrationen am Ubergang zum Krankheitsbeginn (Gonsior

et al., 2021). Hier ware eventuell eine Messung der full-length Ataxin-3
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Konzentration und der expandierten Ataxin-3 Konzentration Uber einen langeren

longitudinalen Zeitraum von 5-10 Jahren interessant.

Als weiterer Kritikpunkt kdnnte genannt werden, dass aufgrund der Technik des
High Resolution Melting fur die Analyse des SNP 669 nicht zwischen dem

expandierten Allel und Wildtyp Allel differenziert werden konnte.

Die vorgestellte Arbeit liefert eine detaillierte und umfassende Charakterisierung
sowohl genetischer als auch Protein-basierter Biomarker, die fur die Erforschung
einer seltenen Erkrankung von hoher Relevanz sind. Besonders hervorzuheben
ist, dass die untersuchte ESMI-Kohorte einen grolden Umfang besitzt. Dies wird
durch die konsequente Standardisierung samtlicher Prozesse — von der
Blutabnahme Uber die Lagerung bis hin zum Versand — ermdglicht. Diese
sorgfaltige Methodik stellt sicher, dass die verwendeten multizentrischen
Biomaterialien von hoher Qualitat und Validitat sind und somit belastbare sowie

reproduzierbare Ergebnisse liefern.
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5 Zusammenfassung

Die Spinocerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3) ist eine autosomal-dominat vererbte,
unheilbare, seltene neurodegenerative Krankheit. Als Ausloser der Erkrankung
wurde eine instabile CAG-Repeat-Wiederholung auf dem ATXN3 Gen
identifiziert, welches zur Bildung eines Polyglutamin-expandierten Ataxin-3
Proteins fuhrt. Derzeit gibt es fur die SCA3 erste Gentherapie-Versuche zur
Proteinreduktion, die in klinischen Versuchen erprobt werden. Als seltene
Erkrankung ist die Planung von Therapiestudien eine besondere
Herausforderung. Aktuell ist der klinisch erhobene SARA Score das Mittel der
Wahl zur Einschatzung der Wirksamkeit einer Therapie in Studien. Zum
genaueren Monitoring dieser Studien und um schneller und mit weniger
Probanden die bendtigte Effektstarke zu erreichen, sind Biomarker nétig, die
einfach zu gewinnen sind und zuverlassig mit dem klinischen Progress der
Patienten korrelieren. Als vielversprechender Kandidat flr einen molekularen
Biomarker hat sich in der Literatur das PolyQ-expandierte Ataxin-3 hervorgetan.
In dieser Promotion wurde sowohl das full-length Ataxin-3 als auch das PolyQ-
expandierte Ataxin-3 im longitudinalen Studiendesign an Probanden der ESMI
Kohorte untersucht. Ziel dieser Arbeit war an einer grol3en Kohorte die Rolle von
Ataxin-3 als Biomarker der Erkrankung, sowie dessen longitudinalen Verlauf zu
untersuchen. Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Biomaterial von Probanden im
longitudinalen Studiendesign Uber mehrere Jahre (bis zu 4 Jahre im Verlauf)
analysiert und ausgewertet. Ein weiteres Zeil dieser Arbeit war es
unterschiedliche Methoden der Quantifizierung der Proteinmenge des Ataxin-3
zu vergleichen. Dabei erfolgte der Vergleich der drei Methoden: (A) TR-FRET
(selbst durchgefihrt), sowie der Vergleich zu ultra-sensitiven Messmethoden: (B)
SIMOA-Plattform (Messung durchgefuhrt NMI Reutlingen) und (C) Singulex-
Plattform (Messung durchgefihrt Evotec SE). Die Messung des full-length
Ataxin-3 mit dem TR-FRET Assay unter Verwendung der Antikdrperkombination
(1H9-N-term) ergab erwartungsgemald keine gute Differenzierung zwischen den
gesunden Kontrollen und den Mutationstragern. Fur die Analyse der Baseline

Untersuchung standen im TR FRET 243 Probanden zur Verfligung, im Simoa
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Assay 58 Probanden und im Singulex Assay 147 Probanden. Die gemessene
Konzentration an Ataxin-3 wurde mit klinischen Daten (SARA Score, INAS Score,
AAO) der ESMI Probanden korreliert. Sowohl im Ergebnis der Simoa Assay
Messung als auch der Singulex Assay Messung mit der 1H9-MWA1
Antikérperkombination ergab sich eine spezifische Messung des expandierten
Ataxin-3 in pra-ataktischen und ataktischen Mutationstragern. Die fur das
expandierte Ataxin-3 in anderen Kohorten in der Literatur gezeigte signifikante
Differenzierung zwischen pra-ataktischen und ataktischen Probanden konnte in
dieser Arbeit nicht reproduziert werden. Das expandierte Ataxin-3 zeigte sich
vielversprechend als Trait Biomarker, da es Mutationstrager zuverlassig von
Kontrollpersonen unterscheiden kann. Als State-Biomarker, der mit dem
Krankheitsverlauf korrelieren sollte, zeigt sich jedoch ein uneinheitliches Bild, da
die statistisch signifikante Korrelation zwischen expandiertem Ataxin-3 Level und
klinische Parametern wie SARA Score und INAS Count, wie sie in der Literatur
gezeigte wurde, in dieser Arbeit nicht reproduziert werden konnte. Im
longitudinalen Studiendesign ergaben sich keine eindeutigen Tendenzen fir das
Verhalten der Veranderungen des SARA Scores zur Veranderung des PolyQ-
expandierten Ataxin-3 im Zeitraum der beobachteten 2 Jahre. Im Rahmen dieser
Promotion wurden 3 ATXN3-spezifische SNP an Probanden der ESMI Kohorte
analysiert. Die Ergebnisse der ESMI Kohorte bestatigen die Literatur, in der
Mutationstrager mehrheitlich den sogenannte A-C-A Haplotyp, auch bekannt als
Joseph-Haplotyp tragen. Bereits in der vorhandenen Literatur zeigte sich die
Dominanz dieser Varianten in den expandierten Allelen der Mutationstrager, was
somit spannende Ansatze fur eine noch zielgenauere Gentherapie bieten kann.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich in dieser Arbeit das expandierte
Ataxin-3 in einer groRen Kohorte als guter Trait Biomarker erwies und dass
sowohl der Simoa Assay als auch der Singulex Assay sehr zuverlassig anhand
des expandierten Ataxin-3 Kontrollen und Mutationstrager differenzieren kdnnen.
Uber den Beobachtungszeitraum zeigte sich die Konzentration des expandierten
Ataxin-3 im Groldteil der Kohorte stabil. Das macht das expandierte Ataxin-3 zu
einem interessanten Parameter fiir die Uberwachung einer Proteinreduktions-

Therapie, aber moglicherweise nicht als Krankheitsverlaufsmarker.
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