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1 Einleitung

1.1 Genetik und Pathophysiologie der Huntington-Erkrankung

Chorea Huntington (MIM: 143100), auch Morbus Huntington, Veitstanz oder Chorea major
genannt und im Folgenden nach der englischen Bezeichnung Huntington's disease mit HD
abgekiirzt, ist eine monogenetische neurodegenerative FErkrankung des zentralen
Nervensystems, welche erstmals 1872 von George Huntington beschrieben wurde (Huntington,
1872). Die Krankheit folgt einem autosomal-dominantem Erbgang. Ursdchlich ist eine
Mutation in Exon 1 des Huntingin Gens (H77) auf dem kurzen Arm von Chromosom 4
(4p16.3), bei der es zu einer Repeat-Expansion der dort in variabler Anzahl vorhandenen
Cytosin-Adenin-Guanin-Trinukleotidsequenz (CAG) kommt, welche fiir die Aminosiure
Glutamin (GLN, Q) kodiert. Wiahrend Repeat-Langen bei nicht Erkrankten im Bereich von 9
bis 35 CAG-Wiederholungen liegen und einen Verteilungsschwerpunkt von 17 bis 20 Repeats
aufweisen, filhren Sequenzlingen zwischen 36 und 39 Trinukelotiden mit verminderter
Penetranz und Léangen ab 40 CAG-Einheiten mit voller Penetranz zur Manifestation von HD
(Rubinsztein et al. , 1996; Bates et al., 2015; Thion et al., 2016; Talukder et al., 2021). 27 bis
35 CAG-Repeats stellen ein hochnormales Intervall dar (Huntington’s Disease: A Clinical
Review, 2018), bei dessen Trigerschaft ein Risiko zur Ausbildung isolierter HD-Symptome
diskutiert wird (Killoran et al., 2013; Savitt & Jankovic, 2019; Semaka & Hayden, 2014; Stoker
et al., 2021).

Aufgrund ihrer Repetitivitat ist die genaue Zahl der CAG-Wiederholungen mit zunehmender
Linge vermehrt anfdllig flir Replikationsfehler. Insbesondere ab dem hochnormalen Bereich
liegt eine zunehmende Replikationsinstabilitdt vor, die in drei von vier Fillen eine weitere
Expansion der CAG-Repeats in den Gameten bewirkt ( MacDonald et al., 1999; Leeflang et al.,
1995; Chattopadhyay et al., 2005; Djoussé et al., 2004; Semaka et al., 2010). Dies fiihrt zu
Antizipationsphdnomenen ( Ridley et al., 1988; Ranen et al., 1995). So kdnnen phanotypisch
unauffillige Menschen mit hochnormaler CAG-Wiederholungssequenz Nachfahren zeugen,
die eine weiter verldngerte Repeat-Expansion auf einem H77T-Allel aufweisen und bei denen
sich folglich trotz zweier gesunder Elternteile eine HD manifestiert. Auch zeigen Nachfahren
von an HD erkrankten Personen tendenziell einen fritheren Krankheitsbeginn mit rascherer
Progression, sofern das pathogene H77-Allel an sie weitergegeben wurde. Bei der Antizipation
zeigt sich ein deutlicher Geschlechtereffekt. So scheint die Spermatogenese besonders anfillig

fiir CAG-Instabilitdt zu sein, da sich transgenerationale Repeat-Expansionen vornehmlich bei
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Vererbung des betroffenen Allels iiber die paternale Linie finden (Telenius et al., 1994; Wheeler
etal., 2007; Aziz et al., 2011; Chao et al., 2017; Fusilli et al., 2018).

Das Wildtyp Huntingtin-Protein (HTT) gehort mit einer Molekiilmasse von etwa 348 kDa zu
den groBten Proteinen des menschlichen Organismus (Saudou & Humbert, 2016; Seefelder et
al., 2022). Es liegt ubiquitidr im Organismus vor, wobei es im Nervensystem am stérksten
exprimiert wird, dort sowohl von Neuronen als auch Gliazellen (Li et al., 1993; Strong et al.,
1993; Landwehrmeyer et al., 1995; Sapp et al., 1997; Marques Sousa & Humbert, 2013; Saudou
& Humbert, 2016; Stoker et al., 2022). HTT ist mehrheitlich im Cytoplasma lokalisiert, findet
sich allerdings auch im Nucleus (Saudou & Humbert, 2016). HTT iibt eine Vielzahl von
physiologischen Funktionen aus, die noch nicht vollstindig aufgeklért sind. Als zentral wird
eine Rolle als Geriistprotein in enger funktioneller Verbindung mit dem Cytoskelett
angenommen (Vitet et al., 2020). Saudou & Humbert (2016) geben eine Ubersicht iiber die
beobachteten Funktionen von HTT im Zusammenspiel mit tiber 350 bisher bekannten
Interaktionspartnern. Es steht in Zusammenhang mit dem intrazelluldren Transport von
Vesikeln und Organellen ( Velier et al., 1998; Gauthier et al., 2004; Saudou & Humbert, 2016),
der Ausrichtung des Spindelapparats im Rahmen der Mitose (Godin et al., 2010; Elias et al.,
2014), der Ciliogenese (Keryer et al., 2011; Haremaki et al., 2015) sowie Clathrin-vermittelter
Endocytose (El-Daher et al., 2015; Saudou & Humbert, 2016). In seiner Geriistfunktion
unterstiitzt es daneben wesentlich eine Reihe von Enzymen, etwa die Ataxia Telangiectasia
Mutated Kinase, einem zentralen Regulator von DNA-Reparaturmechanismen (Maiuri et al.,
2017). Auch unterstiitzt es die Autophagie, indem es die Zufithrung von Zellmaterial zu
Autophagosomen erleichtert, deren Transport reguliert und an der Induktion selektiver
autophagaler Prozesse beteiligt ist (Wong & Holzbaur, 2014; Saudou & Humbert, 2016; Vitet
et al., 2020). Daneben wirkt es {iber Interaktionen mit Transkriptionsfaktoren, -aktivatoren, -
repressoren und Wachstumsfaktoren als Regulator an der Expression einer Vielzahl von Genen
mit, beispielhaft iiber die Beeinflussung von BDNF, CREB, NF-kB sowie p53 und deren
assoziierten Signalwegen (Saudou & Humbert, 2016). Hierdurch ist es involviert in eine
Vielzahl von Prozessen wie der Kontrolle des Zellzyklus, der Reaktion auf zelluldren Stress,
der Entwicklung und Erhaltung von Nervenzellen und Chromatin remodeling (Zuccato et al.,

2001; Saudou & Humbert, 2016; Barnat et al., 2020).

Im Rahmen von HD kommt es zur Translation von mutiertem Huntingtin (mHTT). Dieses weist
eine von der Linge der CAG-Sequenz im pathogenen H7T Gen abhingige VergroBBerung des
Polyglutamintrakts (polyQ-Trakt) am N-Terminus auf (MacDonald et al., 1993). Anders als der
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Polyglutamintrakt des Wildtyp HTT ist der des mHTT schwer 16slich und aggregiert in
Neuronen zu intrazelluldren Einschlusskorpern mit in der Regel fibrilldrer Struktur, wobei die
Geschwindigkeit der Akkumulation maBgeblich von der Lange der polyQ-Einheit abhéngt
(Perutz et al., 1994; DiFiglia et al., 1997; Becher et al., 1998; Riib et al., 2016; Stoker et al.,
2022). Ob diese Aggregate fiir den Pathomechanismus bedeutend sind, aus einer protektiv
ausgerichteten Zellantwort resultieren oder ein Nebenprodukt ohne kausalen Einfluss
darstellen, ist noch nicht abschlieBend geklért (Scherzinger et al., 1999; Arrasate & Finkbeiner,
2012; Folger & Wang, 2021). Die hohere Zahl an CAG-Wiederholungen fiihrt moglicherweise
auch zu einem aberranten Splicing und Entstehen eines toxischen Exon 1 mHTT Rumpfprotein
(Sathasivam et al., 2013). Im Zentrum der Pathophysiologie von HD stehen durch die Mutation
bedingte toxische Funktionszugewinne des mHTT (Stoker et al., 2022), die zur Schidigung und
schlieBlich Degeneration vulnerabler Neurone fithren. mHTT-Toxizitdt wird dabei {iiber
mehrere Mechanismen vermittelt, nach heutiger Vorstellung insbesondere iiber Exzitotoxizitét,
dopaminerge Dysfunktion, oxidativen Stress, schiadigende Effekte auf Proteostase, axonalen
Transport, Autophagie, Transkription und Translation, sowie mitochondriale und synaptische
Funktionen (Cha, 2007; Ross & Tabrizi, 2011; Kumar et al., 2014; Bates et al., 2015a;
McColgan & Tabrizi, 2018; Soares et al., 2019; Kim et al., 2021). Der Verlust bzw. die
Reduktion der Wildtyp Funktion als zuséitzlicher beitragender Kofaktor wird diskutiert (Paine,
2015).

HD fiihrt zu Verdnderungen in einer Reihe von Hirnregionen, wobei das Striatum den zentralen
Schidigungsort darstellt (Halliday et al., 1998; Waldvogel et al., 2014). Die dortigen
GABAergen Projektionsneurone, sogenannte medium spiny neurons (MSNs), degenerieren in
einem typischerweise biphasischen Prozess, bei dem zunéchst die MSNs der indirekten und
spéter der direkten Bahn der Basalganglienschleife untergehen (Papoutsi et al., 2014; Plotkin
& Surmeier, 2015). MSNs machen etwa 95% der striatalen Zellpopulation aus (Ehrlich, 2012),
im Hirnparenchym von HD Patienten imponiert entsprechend eine bilaterale Atrophie der
Basalganglien (Huntington’s Disease: A Clinical Review, 2018). Am frithesten zeigt sich die
Degeneration dabei am Caput nuclei caudati (Stoker et al., 2022). Der Schwerpunkt der
striatalen Verdnderungen liegt im Bereich des Neostriatums, d.h. des Ncl. caudatus und des
Putamens, wihrend Ncl. accumbens und Globus Pallidus erst im Verlauf sowie in geringerer
Auspriagung betroffen sind (Vonsattel & DiFiglia, 1998). Mit Fortschreiten der Erkrankung
kommt es auch zu Atrophien im Bereich des zerebralen Kortex, Hypothalamus, Thalamus, Ncl.

subthalamicus, Kleinhirn und der weillen Substanz, bei letzterer vordringlich im frontalen
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Marklager (Vonsattel et al., 1985; Halliday et al., 1998; Tabrizi et al., 2011; Paulsen et al., 2014;
Johnson & Gregory, 2019; van Wamelen & Aziz, 2021).

1.2 Epidemiologie

Die Priavalenz von HD zeigt global deutliche Unterschiede zwischen den Weltregionen in
Abhingigkeit von der jeweiligen ethnischen Zusammensetzung. Bedingt durch das
unterschiedliche Vorkommen der verschiedenen HTT-Allele in der jeweiligen Population
variiert die durchschnittliche Linge der CAG-Sequenz (Huntington’s Disease: A Clinical
Review, 2018). Wihrend etwa europdischstimmige Personen eine mittlere CAG-Linge von
18.4 — 18.7 Wiederholungen aufweisen, liegt diese Zahl fiir Menschen mit ostasiatischer
Herkunft bei 17.5 — 17.7 und bei Personen mit afrikanischer Provenienz bei 16.9 — 17.4
(Huntington Disease, 2015). Dies iibersetzt sich in divergierende Privalenzraten von HD. So
finden sich in dominant europdischstimmigen Populationen Prévalenzen von 10.6 — 13.7
Erkrankten pro 100 000 Personen, in Japan, Taiwan und Hong Kong zeigen sich mit 0.1 — 0.7
Erkrankten pro 100 000 Einwohnenden deutlich geringere Raten (Huntington’s Disease: A
Clinical Review, 2018). In der kanadischen Provinz British Colombia erkranken Menschen
europdischer Abstammung wesentlich hiufiger an HD als die iibrigen Teile der Bevolkerung
(17.2 versus 2.1 Krankheitsfille auf 100 000 Personen; Fisher & Hayden, 2014). Ahnliche
Unterschiede zeigen sich in Siidafrika zwischen europdisch- und afrikanischstimmigen

Bevolkerungsgruppen (Hayden et al., 1980).

1.3 Klinisches Bild der Huntington-Erkrankung

HD manifestiert sich typischerweise zwischen dem 30. und 50. Lebensjahr und betriff Frauen
wie Ménner in gleichem Malle (Nguyen & Weydt, 2018; Schwarz, 2020). Das Erkrankungsalter
korreliert dabei invers mit der Anzahl der CAG repeats im H77T Gen. Goldberg und KollegInnen
quantifizieren die Stirke dieses linearen Zusammenhangs mit etwa r = .70 (Andrew et al.,
1993). Die Mehrzahl der PatientInnen weist eine repeat Expansion im Bereich zwischen 40 und
50 Trinukleotiden auf, deutlich hdhere Wiederholungsraten von 70 bis 100 fiihren zu juvenilem
HD mit einer entsprechend fritheren Krankheitsmanifestation im Kindes- und Jugendalter

(Andrew et al., 1993; Persichetti et al., 1995).

Die moglichen Symptome der HD teilen sich in drei Krankheitsaspekte, namentlich motorische,
kognitive und weitere neuropsychiatrische Befunde. Eine standardisierte Einschitzung des
klinischen Schweregrads kann iiber Testskalen erfolgen; die Unified Huntington’s Disease
Rating Scale (UHDRS; Kieburtz, 1996) findet hierbei breite Verwendung. Zu Beginn zeigen
sich milde, aber kontinuierlich voranschreitende psychopathologische Verdnderungen, zu
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denen im Verlauf motorische Beschwerden hinzukommen (Stoker et al., 2022). Die Krankheit
wird iiblicherweise mit Einsetzen der typischen motorischen Symptome diagnostiziert, wobei
diesen in der Regel erste unspezifische neuropsychiatrische und teils bereits subtile motorische
Veranderungen um bis zu 15 Jahre vorausgehen und als Prodromalstadium angesehen werden

(Ross et al., 2014; Stoker et al., 2022).

1.3.1 Motorische Beschwerden

Motorische Symptome zeigen ein krankheitstypisches biphasisches Muster. Entsprechend der
zeitversetzten Degeneration striataler MSNs mit Beeintrdchtigung zunidchst der indirekten und
spater der direkten Bahn der Basalganglienschleife, steht zu Beginn der Erkrankung ein
hyperkinetisches Storungsbild im Vordergrund, das im Verlauf zunehmend in einen
hypokinetischen Phénotyp iibergeht (Plotkin & Surmeier, 2015). Im hyperkinetischen Stadium
dominiert die namensgebende Chorea durch nicht-repetitive distal betonte unwillkiirliche
Hyperkinesien mit einschieBendem Charakter und niedriger Amplitude sowie als zweites
klinisches Charakteristikum eine gestorte Aufrechterhaltung initiierter Willkiirmotorik
(Schwarz, 2020; Stoker et al., 2022). Hyperkinesien zeigen sich anfangs zunichst meist subtil,
intermittierend und isoliert in einzelnen Muskeln, werden im Verlauf dann ausgepriagter und
betreffen schlieBlich alle Muskelgruppen (Stoker et al., 2022). Nahezu alle Patientlnnen sind
im Verlauf von einer zunehmenden Stérung des Schluckakts mit resultierender Dysphagie
betroffen (Manor et al., 2019; Pizzorni et al., 2020). Hypokinetische Aspekte umfassen
insbesondere einen symmetrischen Parkinsonismus sowie Dystonien und prigen im Laufe der
Erkrankung das klinische Bild zunehmend, wihrend hyperkinetische Symptome nach einiger
Zeit eine Plateauphase erreichen oder sich sogar in moderatem Umfang regredient zeigen

(Stoker et al., 2022).

1.3.2 Kognitive Einschrankungen

Erste kognitive Defizite beginnen haufig bereits im Prodromalstadium (Stout et al., 2012;
Tabrizi et al., 2011, 2013) und miinden stets in eine Demenz (Snowden, 2017). Die betroffenen
Dominen folgen dem Muster einer subkortikalen Demenz mit einem dominierendem
dysexekutiven Syndrom sowie Bradyphrenie und Beeintrachtigung der visuell-rdumlichen
Féhigkeiten und der Emotionserkennung (Papoutsi et al., 2014; McColgan & Tabrizi, 2018;
Stoker et al., 2022; Zhang et al., 2022). Letzteres pradisponiert PatientInnen fiir Auffalligkeiten
im Sozialverhalten, welche zu Stigmatisierung und sozialem Riickzug fithren konnen (Stoker

et al., 2022). Weitere typische Symptome sind eine verminderte Krankheitseinsicht bis hin zur
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Anosognosie, insbesondere zu Beginn der Erkrankung, sowie eine Logopenie mit gestorter

Sprachproduktion (Nguyen & Weydt, 2018; Tovar et al., 2020; Stoker et al., 2022).

1.3.3 Weitere neuropsychiatrische Symptome
Nicht-kognitive psychiatrische Auffélligkeiten zeigen sich ebenfalls bereits frithzeitig im

Krankheitsverlauf (Craufurd et al., 2001; Tabrizi et al., 2009, 2013). Zu den héufigsten
psychopathologischen Befunden zihlen Apathie, Wesensverdnderung hin zu erhdhter
Reizbarkeit und Angstlichkeit, Depressivitit sowie anankastische Symptome, seltener auch
psychotisches Erleben (Van Duijn et al., 2014; Stoker et al., 2022). Suizidale Gedanken sind in
allen Krankheitsstadien verbreitet, schitzungsweise bis zu 10% der Erkrankten unternehmen

im Laufe ihrer Krankheitsgeschichte mindestens einen Suizidversuch (Honrath et al., 2018).

1.3.4 Prognose

Die Erkrankung verlduft stetig progredient und fithrt zu einer deutlich verkiirzten
Lebenserwartung mit einem mittleren Uberleben von 18 Jahren nach Manifestation erster
motorischer Symptome (Ross et al., 2014). Die hiaufigsten Todesursachen sind Infektionen, hier
insbesondere die Aspirationspneumonie infolge der oftmals bestehenden Dysphagie, sowie
Suizid (Rodrigues et al., 2017). Es ist aktuell keine kausale oder den Krankheitsverlauf
beeinflussende Therapie verfiigbar, die Behandlung erfolgt supportiv und symptomatisch

(Tabrizi et al., 2019; Saft et al., 2022; Stoker et al., 2022).

1.4 Variabilitat im Verlauf der Huntington-Erkrankung

Wie bereits dargestellt wird die Krankheitslast von HD stark vom Ausmal} der CAG-Repeat-
Expansion bestimmt. Daneben liben weitere, nicht-H77-abhédngige Faktoren einen Einfluss auf
den Krankheitsverlauf aus. Der Verlauf neuropsychiatrischer Symptome etwa scheint nicht mit
der Lange der CAG-Wiederholungssequenz zu korrelieren (Zappacosta et al., 1996). So wird
etwa 60% der Varianz des Erkrankungsbeginns durch die Repeat-Lénge erfasst, was auf
zusitzliche Krankheitsmodifikatoren hindeutet (Ross & Tabrizi, 2011; Lee et al., 2012; Gusella
et al., 2014). Fir diese verbleibende unerklirte Varianz wird geschitzt, dass etwa 40% auf
weitere genetische Faktoren entfallen, wihrend circa 60% Lebensstil- und Umweltvariablen
attribuiert werden (Wexler et al., 2004). Auf genetischer Ebene werden beispielsweise Varianten
der Gene FAN1, MTMR10, RRM2B, URBS, MSH3, PGC-1a, ASK1 und MAP2K6 sowie die
Liange der CAG-Sequenz im nicht-pathogenen Allel als mdgliche Komoderatoren des
Krankheitsverlaufs angenommen (Arning et al., 2008; Aziz et al., 2009; Taherzadeh-Fard et al.,
2009; Jong Min Lee et al., 2015; Moss et al., 2017; McColgan & Tabrizi, 2018; Jurcau, 2022).
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Auch eine Reihe von Verhaltens- und Umweltfaktoren werden als potentielle Einflussgrof3en
diskutiert, die den Verlauf einer Huntington-Erkrankung bidirektional modifizieren kénnen
(Novati et al., 2022). So wird ein moglicher Zusammenhang von korperlicher Inaktivitét,
Tabak-, Koffein- oder Drogenkonsum sowie milchproduktlastiger und hochkalorischer
Erndhrung mit einer fritheren Krankheitsmanifestation und schwererem Verlauf diskutiert
(Buruma et al., 1987; K. Marder et al., 2009; Trembath et al., 2010; Simonin et al., 2013; Karen
Marder et al., 2013; Panegyres et al., 2015; Schultz et al., 2017; Wang et al., 2022; Novati et
al., 2022). Potenziell protektive Lebensstilfaktoren sind insbesondere aufgrund fehlender
kausaltherapeutischer ~ Interventionen @ von  besonderem  therapeutischem  und
wissenschaftlichem Interesse. Ein korperlich wie mental aktiver Lebensstil, mediterrane
Erndhrung und Stressvermeidung werden als Moderatoren fiir einen milderen
Krankheitsverlauf diskutiert (Mo et al., 2015; Cubo et al., 2015; Rivadeneyra et al., 2016;
Garcia-Gorro et al., 2019; Novati et al., 2022; Trovato et al., 2022). Diese Faktoren und ihr
Zusammenspiel mit biologischen Einflussgrofen sind in ihrer pathophysiologischen Wertigkeit
aktuell nicht abschlieBend beurteilbar, die im Vergleich breiteste Evidenzbasis liegt momentan

fiir den Nutzen korperlicher Betitigung und mentaler Aktivitit vor.

So ist ein kognitiv aktiver Lebensstil (KAL) assoziiert mit einer spdteren Manifestation und
weniger schwerem Krankheitsverlauf. Kognitive Aktivitét als abstraktes Konstrukt wird dabei
insbesondere iiber das pramorbide Intelligenzniveau, Bildungsgrad, Art der Berufsausiibung
und die Testleistung in psychometrischen Verfahren operationalisiert. Garcia-Gorro und
Kolleglnnen beschreiben einen Zusammenhang zwischen KAL und dem spéteren Einsetzen
von klinischen Symptomen, verlangsamtem Volumenverlust in Striatum und Kortex sowie
besserem Erhalt der exekutiven Funktionen (Garcia-Gorro et al., 2019). Analog hierzu zeigten
in der PREDICT-HD Kohorte Teilnehmerlnnen mit KAL einen verzogerten Abfall in
kognitiven Kompetenzen und striatalem Volumen (Bonner-Jackson et al., 2013). In der
REGISTRY Studie korrelierte die Lénge der schulisch-akademischen Ausbildung von
PatientInnen invers mit der Symptomschwere (Lopez-Sendon et al., 2011). Fiir Bilingualitét ab
der frithen Kindheit als Spezialfall kognitiver Stimulation zeigt sich ein Zusammenhang mit
milderer kognitiver Symptomschwere und bildgebenden cerebralen Befunden (Martinez-Horta
et al.,, 2019). Eine Analyse der Daten von Teilnehmenden der TRACK-HD Studie zeigte
gemischte Ergebnisse mit einem Zusammenhang von KAL mit einem lédngeren Erhalt
kognitiver Leistungsfahigkeit im Prodromalstadium; dieser Effekt schwichte sich im
Krankheitsverlauf zunehmend ab und kehrte sich sogar teils um (Trembath et al., 2010).

Papoutsi und Kolleglnnen (2022) schlieBlich fanden keinen Zusammenhang zwischen
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Erkrankungsalter und KAL, wodurch die Notwendigkeit einer differenzierteren Betrachtung
von kognitiver Aktivitit und ihrem Einfluss auf HD unterstrichen wird. Evidenz liegt auch fiir
einen gesundheitssupportiven Einfluss von korperlicher Aktivitit (KA) auf den Verlauf von HD
vor. Wallace und Kolleglnnen (2016) beschreiben einen Zusammenhang zwischen KA und
milderen klinischen Symptomen bei aus der PREDICT-HD Kohorte rekrutierten ProbandInnen.
Umgekehrt fanden McLaren et al. (2021) eine Assoziation von physischer Inaktivitit mit einem
schwereren Krankheitsbild. Ubersichtsarbeiten und Meta-Analysen stirken die Evidenz fiir
einen Zusammenhang von KA mit milderen Krankheitsverldaufen (Fritz et al., 2017; Mueller et
al., 2019; Dauwan et al., 2021; Quinn et al., 2022). Eine prospektive Interventionsstudie konnte
eine Verbesserung des klinischen Zustands nach einem einjdhrigen multidisziplindren
Rehabilitationsregime zeigen, bei dem insbesondere korperliche Aktivitét, soziale Interaktion
und mentale Aktivierung gefordert wurden (Piira et al., 2013). Ahnlich konzipierte Studien mit
vergleichbaren Ergebnissen unterstreicht den therapeutischen Nutzen solcher Interventionen
weiter (Zinzi et al., 2007; Thompson et al., 2013). Bartlett et al. (2020) konnten bei
ProbandInnen im Prodromalstadium durch ein neunmonatiges Interventionsprogramm
bestehend aus korperlichem und kognitivem Training und regelméfigen sozialen Aktivititen

eine im Vergleich zur Kontrollgruppe geringere Abnahme des zerebralen Volumens feststellen.

1.5 Simulierung putativ schitzender Lebensstileinflisse im
Tiermodell: das enriched environment

Zur wissenschaftlichen Bearbeitung der Frage nach Verlaufsmodifikation einer Huntington-
Erkrankung durch Verhaltens- und Umweltfaktoren bietet sich das Tiermodell als Moglichkeit
an, interessierende Variablen experimentell zu manipulieren und neben Verhaltensmessungen

auch neurobiologische Daten zu interessierenden Zeitpunkten zu erheben.

Fiir die Huntington-Erkrankung stehen eine Reihe von Tiermodellen zur Verfiigung, die in ihrer
biologischen Komplexitdt von Caenorhabditis elegans iiber Drosophila melanogaster, Nage-
und groBere Sdugetiere bis zu nichtmenschlichen Primaten reichen (Jacobsen et al., 2010;
Howland et al., 2020; Zhunina et al., 2019). Nagetiere, insbesondere Méduse, stellen dabei den
meistgenutzten Modellorganismus dar (Mo et al., 2015). Genetisch modifizierte Tiermodelle
bieten sich angesichts der monogenetischen Atiologie von HD in besonderem Mafe an, um die
Erkrankung oder einzelne Aspekte im Tier zu modellieren. Die einzelnen Modelle
unterscheiden sich in dem AusmaR der phinotypischen und pathophysiologischen Abbildung
von HD sowie in Art und Ausmal} der vorgenommenen Geninsertion, etwa als transgenes oder

knock-in Modell mit gesamter oder partieller H7T-Insertion mit unterschiedlicher Exon 1 CAG-
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Sequenzldnge, teils unterbrochen durch CAA-Einschilbbe und gegebenenfalls die
Promotorregion einbeziehend (Yang & Gray, 2010; Stricker-Shaver et al., 2018). Seltener
werden Toxin-induzierte Krankheitsmodelle verwendet, die beispielsweise iiber exzitotoxische

Stoffe einen HD-dhnlichen Phédnotyp erzeugen (Sanberg et al., 1989).

Novati und Kolleglnnen (2022) und Jurcau (2022) geben detaillierte Zusammenfassungen
etablierter Nagetiermodelle: Die murinen R6/1 und R6/2 transgenen Modelle exprimieren das
humane Exon 1 HTT mit 115 bzw. 150 CAG repeats und zeigen progressive phénotypische und
neuropathologische Verdanderungen (Mangiarini et al., 1996; J. Y. Li et al., 2005); weitere
transgene Modelle sind die YAC128 und BACHD Maus- und BACHD Rattenlinien, die
humanes HTT in voller Lange mit 128 CAG repeats (YAC128) bzw. 97 gemischte CAG/CAA
repeats (BACHD murin und rattin) in Exon 1 exprimieren und einen im Vergleich zu R6/1 und
R6/2 Modellen langsamer und milder verlaufenden Phianotyp aufweisen (Hodgson et al., 1999;
Gray et al., 2008; Yu-Taeger et al., 2012; Stricker-Shaver et al., 2018); knock-in Modelle wie
beispielsweise die HdhQ150 Mauslinie, die murines H7T mit 150 CAG repeats exprimiert,
zeigen im Vergleich zu transgenen Modellen im Allgemeinen mildere phéanotypische

Verdnderungen (Lin et al., 2001; Novati et al., 2022).

Die Nutzung von Tiermodellen erlaubt die Ableitung kausaler Zusammenhéinge und die
Betrachtung klinischer, anatomischer und molekularbiologischer Verdnderungen zu
festlegbaren Zeitpunkten unter wihlbarer experimenteller Manipulation. Manipulationen, die
die Umgebung der Versuchstiere betreffen, werden unter dem Oberbegrift der environmental
stimulation zusammengefasst (Novati et al., 2022). Ist das Ziel die positive Beeinflussung der
Tiere etwa in Bezug auf behaviorale, molekularbiologische oder strukturelle Merkmale, handelt
es sich konkreter um environmental enrichment (EE; Robison et al., 2020; Han et al., 2022).
Durch Erweiterung beispielsweise der physischen und sozialen Interaktionsmdglichkeiten
werden Tiere einer im Vergleich zur Standardhaltung kognitiv und physisch komplexeren
Umgebung exponiert, was im Modellorganismus stimulierenderes Verhalten induzieren und als
Abbildung eines aktiven Lebensstils im von HD betroffenen Menschen dienen soll. Auf diese
Weise wird versucht, die interessierenden Lebensstilfaktoren im Humankontext zu modellieren.
Environmental enrichment wird beispielsweise iliber das Hinzufligen zusétzlicher Objekte mit
verschiedenen sensorischen Eigenschaften und Interaktionsmdglichkeiten realisiert, alternativ
oder ergédnzend auch via grofere Kifige, Bereitstellung von spezifischem Futter oder mehr

sozialer Interaktion durch Haltung in groBBeren Gruppen (Mo et al., 2015).
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Pionierarbeit zur experimentellen Untersuchung von environmental enrichment und dessen
Einfluss auf ein HD-Tiermodell leisteten Van Dellen et al. (2000). Sie zeigten bei R6/1 Miusen,
dass die Haltung in einem enriched environment die klinische und hirnvolumetrische
Verschlechterung der Tiere deutlich verzogern konnte. Diese und nachfolgende Studien an
verschiedenen HD-Tiermodellen unterstreichen das Potential von environmental enrichment
und ermoglichen ein wachsendes Verstindnis fiir die biologischen Mechanismen, {iber die
Verhalten und Umwelt den Krankheitsverlauf modifizieren konnen; gleichzeitig zeigt sich eine
grofle Diversitdt in der Ausgestaltung der jeweiligen enriched environments und ihrer teils
divergierenden Effekte auf Phinotyp und Neuropathologie (fiir eine Ubersicht, siche Mo et al.,
2015, und Novati et al., 2022).

So konnte EE mit dem Fokus auf Induktion physischer Aktivitit modelliibergreifend
motorische und neuropsychiatrische Defizite verlangsamen oder verbessern (Pang et al., 2006;
Van Dellen et al., 2008; Renoir et al., 2012; Harrison et al., 2013; Ransome & Hannan, 2013;
Cuesta et al., 2014; Y.-M. Kim et al., 2015; Stefanko et al., 2017; Caldwell et al., 2020) und die
Lebenszeit der Tiere verlingern (Herbst & Holloway, 2015). Designs mit kognitiv
stimulierenden Aspekten zeigten dhnliche Ergebnisse (Nithianantharajah et al., 2008; Pang et
al., 2009; Renoir et al., 2013; Mazarakis et al., 2014; Steventon et al., 2015; Curtin et al., 2016;
Yhnell et al., 2016) wie auch die Kombination beider Aspekte (Nithianantharajah et al., 2009).
Die Stirke des Effekts eines environmental enrichment wird daneben auch von der Dauer und
Intensitét der Exposition beeinflusst (Novati et al., 2022). So hatte eine zeitlich stark limitiertes
EE Design in Verbindung mit einem operanten Konditionierungsschema fiir kurze Zeit téglich
iiber einen Zeitraum von zwei Wochen bereits einen milden Effekt auf den Phanotyp méannlicher
R6/2 Méuse, der sich mit ldngerer Exposition in der Regel vergroflert (Wood et al., 2010, 2011;
Skillings et al., 2014). Auch eine Steigerung der Anreicherung des EEs fiihrt zu stirkeren
Effekten (Hockly et al., 2002; Mazarakis et al., 2014). Wéhrend also bereits die kurze Nutzung
von environmental enrichment einen positiven Einfluss auf den Phanotyp nehmen kann, nimmt
der Nutzen mit Dauer und Intensitdt der Exposition zu. Einige Studien stellten allerdings auch
gemischte Effekte von environmental enrichment auf Krankheitsmerkmale fest. So konnten
Skillings et al. (2014) zwar zeigen, dass EE in Kombination mit einer nahrungsmediierten
Synchronisierung der circadianen Rhythmik bei R6/2 Médusen zwar zur phénotypischen
Verbesserung fiihrte, gleichzeitig verkiirzte sich jedoch auch das Uberleben. Ein kognitiv
stimulierendes EE fiihrte bei YAC128 Maiusen neben motorischer Verbesserung auch zur

Verschlechterung in der kognitiven Verlaufstestung (Steventon et al., 2015).
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Daneben wurden auch molekularbiologische Auswirkungen von environmental enrichment
untersucht, um ein mechanistisches Verstindnis zu erhalten, wie sich die durch ein EE
induzierten Verhaltensweisen auf den Organismus auswirken und ins zelluldre
Regulationsprogramm integriert werden. Besonderes Augenmerk liegt dabei auf der

Beeinflussung von Prozessen, die aus HD-PatientInnen als gestort bekannt sind.

Die aus dem Menschen bekannte Aggregation von mHTT-Einschlusskorpern wird durch viele
der vorgestellten Tiermodelle ebenfalls modelliert und ldsst eine Untersuchung der Effekte von
EE auf deren Bildung zu. Hier zeigen sich gemischte Ergebnisse. Stefanko et al. (2017) konnten
durch environmental enrichment mit Fokus auf korperliche Aktivitit die Akkumulation von
mHTT-Inklusionen in CAG140 knock-in Mausen reduzieren und gleichzeitig eine Verbesserung
des Phénotyps beobachten. Van Dellen et al. (2008) zeigten bei R6/1 Mausen keine Verdnderung
der Aggregatbildung durch physisch stimulierendes EE und dennoch einen positiven Effekt auf
die motorischen Fertigkeiten der Tiere. Ein von Harrison und Kolleglnnen (2013) &dhnlich
aufgebautes EE schlielich fiihrte bei R6/1 Midusen zu einer Steigerung der Aggregatdichte und
ungeachtet dessen ebenfalls zu einer motorischen Verbesserung. Es zeigt sich also, dass
environmental enrichment keinen konsistenten Einfluss auf die mHTT-Akkumulation der
betroffenen Versuchstiere hat und die Aggregatdichte keine eindeutige Korrelation mit der
klinischen Présentation aufweist. Die EE-induzierten Effekte scheinen vor allem iiber andere
Mechanismen als die mHTT-Reduktion zu wirken, was die Debatte iiber die Rolle von
Huntingtin-Aggregation als ursidchlichen Pathomechanismus, zelluldre Copingstrategie oder
unbeteiligtes Nebenprodukt weiter befeuert (Scherzinger et al., 1999; Arrasate & Finkbeiner,
2012; Folger & Wang, 2021).

Die striatale Degeneration insbesondere von medium spiny neurons ist ein bestimmendes
Charakteristikum der HD-Pathologie. Dieser Prozess scheint im Tiermodell durch
environmental enrichment beeinflussbar zu sein. Zusétzlich scheint eine Reduktion oder
Verzogerung (peri-)striataler Atrophie durch EE einen deutlicheren Zusammenhang mit
phénotypischen Verbesserungen aufzuweisen als die Intensitit der mHTT-Aggregation (Novati
et al., 2022). R6/1 Méuse unter bewegungsfordernden EE-Bedingungen zeigten neben einem
verbesserten Phanotyp eine verminderte Neurodegeneration im Striatum (Harrison et al., 2013).
Unter dhnlichen Bedingungen wurde bei R6/2 Miusen ein geringerer Verlust striataler medium
spiny neurons berichtet (Cepeda et al., 2010). Steventon et al. (2015) beschrieben bei YAC128
Maiusen mit lebenslangem kognitiv stimulierendem EE Verbesserungen in der motorischen

Verhaltenstestung und eine mildere striatale Atrophie in der in vivo MR-Bildgebung. Van Dellen
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et al. (2000) zeigten an R6/1 Tieren mit schwerpunktméBig kognitiv stimulierendem EE eine
abgeschwichte Atrophie des peristriatalen Volumens, welches insbesondere die
corticostriatalen Projektionsfasern umfasst. Diese quantitativen histologischen Verdnderungen
wurden begleitet von einer Verzogerung im Einsetzen motorischer Defizite. SchliefSlich fanden
auch Hockly et al. (2002) einen verzogerten Verlust peristriatalen Hirnvolumens und

verzogerten motorischen Leistungsabfall in R6/2 Mausen mit EE-Exposition.

Neben striataler und kortikaler Dysfunktion wird auch eine Affektion des Hippocampus und
der hippocampalen Neurogenese im Rahmen von HD angenommen und fiir die Affektion der
Gedéchtnisleistung mitverantwortlich gemacht (Ransome et al., 2012) . Kim und Kolleglnnen
(2015) beobachteten am Chinolinsdure-induzierten Rattenmodell eine verringerte
Zellproliferation im Gyrus dentatus, die durch physisch aktivierendes environmental
enrichment erhoht werden konnte, vorrangig liber eine Steigerung der BDNF Expression;
zugleich wurde eine verbesserte Gedéchtnisleistung beobachtet. Ahnliches zeigte sich bei R6/1
Mausen, bei denen ein 21-wochiges, primér kognitiv anregendes EE Proliferation und
Uberleben neuronaler Vorlduferzellen im Gyrus dentatus sowie deren Migration und neuritische

Aussprossung verbessern konnte (Lazic et al., 2006).

Mitochondriale Dysfunktion und daraus resultierende Storungen des zelluldren
Energiehaushalts ldsst sich in HD-Betroffenen wie auch im Tiermodell zeigen (Mochel &
Haller, 2011). Caldwell und Kolleglnnen (2020) zeigten durch ein bewegungsinduzierendes EE
Normalisierungen einer Reihe mitochondrialer Enzyme im Cerebrum und verbesserte
motorische Funktionen in CAG140 knock-in Mausen. Auf korperliche Aktivitit abzielendes EE
konnte bei R6/1 Méusen den Verlust von Proteinen der Atmungskette im Striatum verhindern
und so deren Funktion normalisieren; gleichzeitig zeigte sich ein lingeres Uberleben (Herbst &
Holloway, 2015). Diese Befunde stiitzen die Hypothese, dass der positive Effekt korperlicher
Aktivitdt mindestens teilweise iiber eine Verbesserung der mitochondrialen Kreisldufe mediiert

wird.

Transkriptionelle Veranderungen finden in jedem Stadium statt und sind im Menschen wie im
Tiermodell am starksten im Striatum ausgeprigt (Hodges et al., 2006; Langfelder et al., 2016).
Im Tiermodell zeigte sich eine Dysregulation einer Vielzahl von Funktionssystemen und
Transkriptionswegen, insbesondere mit Bezug auf synaptische Funktionen, DNA-Reparatur,
Apoptose, Zelldifferenzierung, Synthese von Neurotransmittern und Funktion der zugehorigen
Rezeptoren, Energiehaushalt, BDNF-Signalweg und eine Reihe epigenetischer
Regulationsmechanismen (Cha, 2007; Yu-Taeger et al., 2017; Ament et al., 2018; Hervés-
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Corpioén et al., 2018). Hierzu passend beschreiben Novati und Kolleglnnen (2018) in zwei
Monate alten BACHD Ratten mHTT-abhéngige Verdnderungen der striatalen Genexpression,
die funktionell mit Vesikeltransport und -sekretion sowie synaptischer Ubertragung in
Verbindung stehen. Diese Verdnderungen konnten durch dauerhaftes environmental enrichment

teilweise abgemildert werden.

Insgesamt kann fiir den EE-Ansatz ein positiver Einfluss auf Phanotyp und Neuropathologie in
HD-Tiermodellen angenommen werden (Novati et al., 2022). Gleichzeitig zeigt sich in der
aktuellen Forschungslandschaft eine sehr heterogene Umsetzung, deren konkrete Elemente
bisher kaum auf ihren einzelnen Effekt und den dahinterstehenden biologischen Mechanismus
untersucht wurden. Auch zusédtzliche Variablen wie Tiermodell, Geschlecht der Tiere,
betrachtete Doménen und deren Operationalisierung verdeutlichen die Notwendigkeit einer
genaueren Betrachtung des Einflusses einzelner Facetten zur Optimierung des schiitzenden
Effekts. Insbesondere der genaue Mechanismus, iiber den die Stimulation eines enriched
environment in das Zellprogramm integriert wird, ist noch weitgehend ungeklért.
Transkriptionelle Faktoren, mitbedingt durch epigenetische Verdnderungen, werden dabei als

zentral diskutiert (Novati et al., 2022).

1.6 Fragestellung der vorliegenden Arbeit

Wie dargestellt, ist die Huntington-Erkrankung ihrer monogenetischen Atiologie zum Trotz
reaktiv gegeniiber dem Einfluss von Lebensstilmainahmen. Von besonderem Interesse aus
therapeutischer Sicht sind dabei potenziell protektive Lebensstileinfliisse. Nach heutigem
Wissensstand konnen allerdings keine gesicherten Empfehlungen zu Lebenstithrung fiir HD-
PatientInnen oder AnlagetrigerInnen ausgesprochen werden (Saft et al., 2022). Dabei eréffnet
die Latenz zwischen Geburt und Krankheitsmanifestation die Gelegenheit, frithzeitig auf die
sich entfaltende Pathologie einzuwirken. Gleichermalen sind spétere
Interventionsmoglichkeiten im manifesten Krankheitsstadium relevant, um im Rahmen der
medizinischen Behandlung den weiteren Verlauf im Sinne des PatientInnenwohles beeinflussen
zu konnen. Auf pathologischer Ebene interessiert der mechanistische Einfluss von
Lebensstilfaktoren auf die Pathophysiologie zu verschiedenen Zeitpunkten, um perspektivisch
aus einem besseren Verstindnis der Erkrankung und ihrer Modulierbarkeit heraus identifizierte
Regelkreise gezielt anzusprechen und mdoglicherweise neue Therapieoptionen bereitzustellen,
etwa im Sinne von environmimetics. Experimentelle Studien an Tiermodellen, die gegeniiber
enriched  environments  exponiert  sind, leisten  hierzu einen  essentiellen

grundlagenwissenschaftlichen Beitrag.
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Aus dieser Motivation heraus untersucht die vorliegende Arbeit den Einfluss von environmental
enrichment auf transgene BACHD Ratten, ein murines Modell der Huntington-Erkrankung.
Angesichts der groflen Variabilitit von EE-Paradigmen mit im Allgemeinen positiven, aber teils
divergierenden Effekten werden zwei unterschiedliche Varianten von EE verglichen, die sich in
threm zeitlichen Aspekt unterscheiden. Die erste Variante besteht aus einem permanenten
environmental enrichment, wihrend die Tiere in der zweiten Variante erst im spéteren Verlauf
einem enriched environment exponiert werden. Aus translationaler Perspektive sollen diese
Ansitze zwei Szenarien modellieren und vergleichen, in denen HD-Anlagetragerlnnen bereits
frithzeitig in Gesundheit bzw. Prodromalstadium einen mutmallich gesundheitsférderlichen
Lebensstil flihren oder diesen erst spiater nach Krankheitsmanifestation adaptieren. Das
genutzte EE-Design intendiert eine Induktion von korperlicher Aktivitdt, kognitiver
Stimulierung und sozialer Interaktion. Zum besseren Verstindnis der Verbindung zwischen
environmental enrichment und Progress des HD-Phénotyps wurde neben behavioralen
Messungen auch die striatale Genexpression zu zwei Alterszeitpunkten untersucht. Diese ist
von besonderem Interesse, da transkriptionelle Dysregulation einerseits einen wichtigen HD-
Pathomechanismus darstellt und bereits im Prodromalstadium mit striatalem Schwerpunkt
nachweisbar ist (Hodges et al., 2006; Agus et al., 2019). Andererseits dient das Transkriptom
als zentrales Verbindungsglied, um Verhaltens- und Umwelteinfliisse in das zelluldre Programm
von Versuchstieren und HD-Patientlnnen zu integrieren (Seredenina & Luthi-Carter, 2012;

Novati et al., 2022).

1.7 Studiendesign und Hypothesen

Um den Effekt von Genotyp und environmental enrichment und auf das Krankheitsmodell zu
beurteilen, wurden drei Gruppen bestehend aus Wildtyp (WT) und transgenen Ratten (BACHD)
gebildet. Die erste Gruppe fungiert als Kontroll- und Referenzgruppe, in der die Tiere dauerhaft
in Standardkifigen in einem standard environment (SE) gehalten wurden. Ein Teil dieser
Gruppe wurde nach sechs Monaten geopfert, der andere nach zwo6lf Monaten. Der Genotyp der
Versuchstiere stellt die einzige systematisch manipulierte Variable in dieser Gruppe dar,
wodurch prinzipiell Kausalaussagen tiber den Effekt der durch das Transgen modellierten HD-
Erkrankung moglich sind. Die zweite Gruppe aus WT und BACHD Ratten wurde nach
Trennung vom Muttertier dauerhaft in einem enriched environment gehalten und aufgrund der
frithen und lebenslangen Umweltmodifikation als EE#in bezeichnet. Sie dient der Evaluation
des Effekts einer moglichst frithzeitigen EE-Intervention und erlaubt in Verbindung mit der
Kontrollgruppe eine Betrachtung des Transgen-Effekts in  Abhédngigkeit von

Haltungsbedingungen. Auch die Tiere dieser Gruppe wurden nach sechs bzw. zwolf Monaten
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geopfert. Die dritte und letzte Gruppe bestand schlieSlich aus WT und BACHD Tieren, die
initial wie die SE-Kohorten unter Standardbedingungen gehalten wurden, bis sie nach sechs
Monaten einem enriched environment exponiert wurden, in dem sie weitere sechs Monate bis
zur Opferung lebten. Aufgrund des verzogerten environmental enrichment wird diese Gruppe
als EEgpicbezeichnet und ermdglicht die Beobachtung, welchen Effekt ein EE zu einem spéteren
Zeitpunkt im Leben der Tiere hat, zu dem sich der Transgen-Effekt bereits iiber einen lingeren
Zeitpunkt entfalten konnte. Diese Tiere wurden nach zwdolf Monaten geopfert. Nach sechs
Monaten fand anders als in den vorherigen beiden Gruppen keine Opferung statt, da die
Haltungsbedingungen bis dahin identisch zu denen der Kontrollgruppe waren. Sowohl zum
Sechs- wie zum Zwdlfmonatszeitpunkt wurden Verhaltensmessungen durchgefiihrt und die
striatale Genexpression bestimmt. Zusitzlich wurde die Gewichtsentwicklung bis zur 22.

Lebenswoche verfolgt.

Mit dem vorgestellten Versuchsaufbau bearbeitet die vorliegende Arbeit folgende

Fragestellungen und Hypothesen:

L Effekt des Genotyps: Welche Genotyp-induzierten Unterschiede finden sich
zwischen BACHD und Wildtyp Ratten in Phinotyp und striatalem Transkriptom?

Hypothese 1.a (gerichtet): BACHD Tiere der Kontrollgruppe zeigen in

Verhaltenstests insgesamt eine schlechtere Leistung als WT Tiere

Hypothese 1.b (ungerichtet): BACHD Tiere der Kontrollgruppe weisen eine partiell
differentielle striatale Genexpression im Vergleich zu WT Tieren der Kontrollgruppe

auf

IIL. Effekt des Alters: Zeigen die beobachteten durch das Transgen vermittelte
Verdnderungen einen progressiven Alterseffekt?
Hypothese 2.a (gerichtet): Die in 1.a angenommenen phénotypischen Unterschiede
sind zum Zwolfmonatszeitpunkt ausgeprégter als zum Sechsmonatszeitpunkt
Hypothese 2.b (gerichtet): In 1.b angenommene transkriptionelle Unterschiede
zwischen den Genotypen sind zum Zwdlfmonatszeitpunkt ausgeprégter als zum

Sechsmonatszeitpunkt
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III.

IV.

Modulierbarkeit des Transgen-Effekts durch environmental enrichment:
Lassen sich diese Transgen-induzierten Verdnderungen durch das verwendete

environmental enrichment reduzieren?

Hypothese 3.a (gerichtet): Im Vergleich der SE Tiere mit beiden EE Gruppen zeigt
sich in den Verhaltensdaten eine Interaktion von Genotyp mit Umwelt zugunsten

eines geringeren Transgen-Effekts unter beiden EE-Bedingungen.

Hypothese 3.b (gerichtet): Die in 1.b angenommene differentielle Expression

zwischen den Genotypen liegt in beiden EE-Gruppen reduziert vor.

Effekt eines friih oder spiit einsetzenden environmental enrichment: Bestehen
zwischen den beiden untersuchten Varianten des enriched environment
Unterschiede in dessen Modifikation des Transgen-Effekts?

Hypothese 4.a (ungerichtet): Der in 3.a angenommene Interaktionseffekt
unterscheidet sich zwischen fritherer und spéterer EE-Exposition.

Hypothese 4.b (ungerichtet): Die in 1.b angenommene differentielle Expression

wird durch EEgh und EEsps unterschiedlich stark reduziert.



2 Material und Methoden

2.1 Datengewinnung und genutzte Programme

2.1.2 Aufzucht, Haltung und Umweltbedingungen

Das BACHD Rattenmodell wurde mittels eines kiinstlichen Bakterienchromosoms (bacterial
artificial chromosome, BAC) erzeugt, welches den humanen H77T Locus enthielt mit 97
CAA/CAG Wiederholungen inklusive der Areale 20 kb upstream und 50 kb downstream zu
diesem Bereich (Yu-Taeger et al., 2012). In der vorliegenden Arbeit wurden weibliche Sprague-
Dawley-Ratten genutzt; es wurden transgene BACHD Tiere und ihre Wildtyp Wurfgeschwister
verwendet, welche durch Verpaarung minnlicher heterozygoter BACHD Tiere mit Wildtyp
Weibchen erzeugt wurden. Zur Vermeidung konfundierender Einflussfaktoren erfolgte die

Datenerhebung zur gleichen Phase des Brunstzyklus.

Die Versuchstiere — transgene wie Wildtyp-Ratten — wurden nach erfolgter Genotypisierung
zufdllig in drei Gruppen eingeteilt, die unter verschiedenen Umweltbedingungen gehalten
wurden: Standardhaltung (standard environment, SE) sowie frithes und spites environmental
enrichment (EEgin und EEgps). Die Haltung erfolgte in Gruppen mit gemischtem Genotyp unter
Konstanthaltung von Lichtzyklus (tdglich 12 Stunden Licht und 12 Stunden Dunkelheit),
Temperatur (22 £ 1 °C) und Luftfeuchtigkeit (55 = 10%).

SE-Haltung erfolgte in Gruppen von vier Versuchstieren mit ausreichend Einstreu- und
Nistmaterial in Standard Typ IV Kifigen mit den Mallen 598 x 380 x 200mm (Gesamtfldche
ca. 2272cm?). EE-Haltungsbedingungen bestanden aus groBeren Versuchstiergruppen (12 Tiere
pro Kiéfig), die in groBBeren Kéfigen gehalten wurden (Zwei liber einen Durchgang miteinander
verbundene Tecniplast Hasenkéfige 8 600mm x 600mm x 500 mm mit einer Gesamtflédche von
ca. 7688cm?; zusitzlich abgesichert mit Gittergewebe und Plexiglas); in den Kifigen befanden
sich Laufrdder, Tunnelelemente und verschiedene Spielmaterialien wie Kugeln, Boxen und
Rollen (sieche Abbildung 1). Zur Erhaltung der Neuartigkeit der Umgebung wurden alle

Elemente einmal wochentlich neu im Kéfig positioniert.

Haltungsbedingungen, Verhaltensmessungen und Opferung der Tiere wurden durch den
Tierschutzausschuss und das Ethikkomitee der Universitdt Tiibingen gepriift und genehmigt

(TVA HG 2/17).
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Abbildung 1. Kifiggestaltung unter environmental enrichment Haltungsbedingungen. Die
Elemente wurden wochentlich neu positioniert.

2.1.3 Isolation und Sequenzierung der RNA

Die Gewebegewinnung erfolgte nach Opferung von Versuchstieren mittels Dekapitation,
Entnahme der Gehirne mit Préparation des Striatums und anschlieBender Schockeinfrierung der
Proben in fliissigem Stickstoff und Lagerung bei -80°C. Die Extraktion von RNA und DNA aus
striatalem Gewebe erfolgte entsprechend den Herstellerangaben mit dem AllPrep DNA/RNA
Mini Kit (Qiagen). Zur RNA-Sequenzierung wurden polyadenylierte (polyA) Anteile der
isolierten striatalen RNA verwendet. Zur Erstellung der sequencing library wurden Proben mit
einer ausreichend hohen RNA-Integritit verwendet (RNA integrity number > 8); die
Qualitatskontrolle erfolgte mittels Agilent 2100 Bioanalyzer, die Sequenzierung mittels
[llumina NextSeq und NovaSeq mit einer Sequenzierungstiefe von je ca. 15-20 Millionen reads.
Die Erstellung der Sequenzierungslibraries (50bp paired-end bzw. 75bp single-end) erfolgte mit
dem TruSeq Stranded RNA Sample Prep Kit (Illumina), wobei pro library 100ng RNA
verwendet wurden. Die Qualitdtskontrolle der RNA-Seq Daten wurde mit FastQC (v0.11.4)
vorgenommen. Das Sequenzalignment der reads erfolgte mit STAR (v2.7.0a; Dobin et al.,
2013) unter Nutzung des Rattus norvegicus Ensembl Genoms (v95) und des humanen HTT
Transgens als Referenz und Kontrolle mittels samtools (v1.1; Li et al., 2009) und Integrative
Genome Viewer (Thorvaldsdottir et al., 2013). Normalisierte read counts wurden mit DESeq2
(v1.22.0; Love et al., 2014) ermittelt; Gene mit weniger als 50 reads wurden aus der Analyse

exkludiert.
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2.1.4 Zusatzlich genutzte Expressionsdaten

Zur Validierung der im verwendeten BACHD Rattenmodell durchgefiihrten Netzwerkanalyse
wurden zusitzlich bereits veroffentlichte striatale Expressionsdaten eines HD Mausmodells
(Langfelder et al., 2016) sowie humaner post-mortem Proben (Hodges et al., 2006;
Durrenberger et al., 2015) verwendet. Daten aus Langfelder et al. (2016) basieren auf Wildtyp
und heterozygoten Knock-in Méusen, welche auf einem Allel das Exon 1 des humanen H#t mit
unterschiedlicher CAG-Lénge exprimierten. Verwendet wurden Daten von weiblichen Wildtyp
und Knock-in Tieren im Alter von 10 Monaten; Knock-in Tiere wiesen eine CAG-Lénge von
80, 92, 111 oder 140 repeats auf. Die mittels RNA-Sequenzierung gewonnenen
Expressionsdaten stammten von insgesamt 20 Versuchstieren (jeweils 4 Versuchstiere pro
Genotyp-Gruppe). Aus Durrenberger et al. (2015) stammen humane post-mortem Microarray
Expressionsdaten des Ncl. caudatus von 5 minnlichen und 15 weiblichen Huntington-
Patientlnnen; aus Hodges et al. (2006) wurde eine Selektion von 64 Microarray-basierten
Expressionsdaten des humanen Ncl. caudatus von post-mortem Proben ausgewihlt (32
Huntington-PatientInnen mit Vonsattel-Grad 0 bis 2 sowie 32 nichterkrankte Kontrollpersonen,

siche Tabelle 1).

Tabelle 1. Stichprobenbeschreibung der verwendeten Daten aus Hodges et al. (2006).
Angegeben sind Gruppenzugehorigkeit (nicht-erkrankte Kontrollgruppe vs. HD-
Patientlnnen, letztere unterteilt nach Vonsattel-Grad), GroBe der Subgruppe und
Geschlechterverhiltnis.

Subgruppe Anzahl Geschlecht
(weiblich:ménnlich)

Kontrolle 32 9:23

Vonsattel-Grad 0 3 1:2

Vonsattel-Grad 1 13 6:7

Vonsattel-Grad 2 16 9:7

2.1.5 Verwendete Programme

Samtliche Analysen wurden mittels R und RStudio (R Core Team, 2018) durchgefiihrt (v3.5.1
,Feather Spray*) unter Verwendung der Zusatzpakete WGCNA (Langfelder & Horvath, 2008,
2012), DESeq2 (Love et al., 2014) , gProfileR (Reimand et al., 2019), ggplot2 (Hadley
Wickham, 2016), reshape (Hadley Wickham, 2007), WebGestaltR (Wang & Liao, 2020),
compute.es (Del Re, 2013), multcomp (Hothorn et al., 2008), pastecs (Grosjean & Ibanez,
2018), sva (Leek et al., 2019) und dplyr (Wickham et al., 2020). S&dmtliche Konvertierungen
von Gen-Identifikatoren und Identifikation von orthologen Genen erfolgten mit biomaRt

(v2.38.0; Durinck et al., 2005, 2009) unter Verwendung der rattus norvegicus, mus musculus
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und homo sapiens Ensembl Datenbanken (v87). Die gezeigten Abbildungen wurden mittels R

und R Studio sowie Microsoft PowerPoint erstellt.

2.2 Verhaltenstests

2.2.1 Gewichtsentwicklung

Nach dem Absetzen bzw. weaning der Versuchstiere, d.h. dem Ende der Sdugezeit mit Trennung
vom Muttertier, erfolgte die Erhebung des Gewichtszuwachses. Hierzu wurde wihrend der
Hellphase das Gewicht der Tiere jeweils 3, 6,9, 11, 13, 15, 17, 20 und 22 Wochen nach weaning

bestimmt.

2.2.2 Simple swim test (SST)

Mittels simple swim test (SST) wurde die raumliche Merkfahigkeit als Ausdruck der kognitiven
Leistungsfahigkeit der Versuchstiere erfasst. Diese wurden in die Mitte eines mit Wasser
(Temperatur 28 £+ 1 °C) gefiillten Tanks mit den MaBlen 150x25x40cm gesetzt, in welchem sich
eine durch das Wasser verborgene Plattform befand. AuBerhalb dieser Plattform war ein Stehen
der Tiere nicht moglich. Die Tiere wurden iiber drei Tage trainiert die Plattform zu erreichen
(acquisition trials). Die Plattform befand sich dabei stets an der gleichen Stelle und die Tiere
wurden in jeder Trainingssitzung bei der initialen Positionierung im Tank so orientiert, dass
sich die Plattform hinter ihnen befand. Am vierten Tag wurde die Plattform an das der
urspriinglichen Position gegeniiberliegende Ende des Tanks montiert, der {ibrige
Versuchsaufbau und -ablauf verdnderte sich nicht (reverse trials). An jedem Tag fanden zwei
Versuchsblocke mit jeweils drei Versuchsdurchldufen in der Dunkelphase statt. Wéahrend die
Ubungs- bzw. Akquisitionsphase (SST-A) insbesondere Lern- und Gedichtniskompetenzen
priift, dient die reverse trial Phase (SST-RT) der Beurteilung einer allgemeineren Adaptivitét
der kognitiven Domine. Gemessen wurde jeweils die Zeit, welche die Tiere zum Erreichen der
Plattform bendtigten (time to platform). Als Metrik fiir den Lerneftekt wihrend der acquisition
trials wurde die mittlere individuelle Verdanderung zwischen den Trainingstagen verwendet, in

den reverse trials die Mittelung der individuellen time to reach platform.

2.2.3 Elevated plus maze (EPM)

Angstlichkeit beziehungsweise angstbezogenes Verhalten der Versuchstiere wurde mittels
elevated plus maze (EPM) erfasst. Bei diesem gehen von einer erhdhten Position aus vier
langliche Arme von einer gemeinsamen Mitte ab, wobei benachbarte Arme stets einen Winkel
von 90° bilden; das mittige Areal bestand aus einer Flache von 12x12cm, die Arme malien
42x12cm. Zwei gegeniiberliegende Arme waren geschlossen, d.h. von Winden umgeben,

wihrend die iibrigen beiden Arme offen waren. Die Versuchstiere wurden wihrend der
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Dunkelphase in die Mitte des Aufbaus gesetzt; dabei wurden sie so positioniert, dass sich vor
ihnen einer der offenen Arme befand. Anschlieend konnten sie sich iiber einen Zeitraum von
fiinf Minuten frei im Versuchsaufbau bewegen. Gemessen wurde die Zeitdauer, iiber die die

Versuchstiere sich in den offenen Armen des EPM authielten.

2.2.4 PhenoMaster
Das Bewegungsausmall der Tiere wurde durch automatisierte Beobachtung mittels
PhenoMaster (TSE Systems) evaluiert. Bewegungsdaten der einzelnen Versuchstiere wurden

via Infrarot-Lichtschranken tiber 22 Stunden in Intervallen von 20 Minuten erhoben.

2.2.5 Statistische Analyse der Verhaltensmessung

Beschreibende und schlieBende Statistik erfolgte auf Basis der nach Genotyp,
Umweltbedingung und Alter differenzierten Subgruppen. Zur Charakterisierung wurden
jeweils Mittelwert mit zugehorigem Standardfehler und 95% Konfidenzintervall (Klose),
Median, Minimum und Maximum, Varianz und Standardabweichung angegeben. Die induktive
Analyse der Verhaltensdaten erfolgte iiber Mittelwertsvergleiche der jeweiligen Subgruppen im
Rahmen von ein- bzw. zweifaktoriellen Varianzanalysen (ANOVAs). Im Falle verletzter
Annahmen zu Normalverteilung bzw. Varianzhomogenitit der zugrundeliegenden Daten —
untersucht mittels Shapiro-Wilk-Test sowie Levene- und Hartley’s Test — wurden robuste
Varianzanalysen (rANOVAs) durchgefiihrt, die auf 20%-getrimmten Mittelwerten mit
Bootstrap-Schitzung (n = 2000) beruhten. Die Untersuchung auf Normalverteilung mittels
Shapiro-Wilk-Test wurde der ebenfalls iiblichen Testung nach Kolmogorov-Smirnow
vorgezogen, da Ersterer bei kleinen Stichproben zuverldssigere Aussagen zuldsst. Im Falle
signifikanter Interaktionseffekte wurde im Anschluss eine simple effects Analyse durchgefiihrt,
bei ausschlieBlich signifikanten Haupteffekten erfolgten Post-hoc-Testungen mit paarweisen
Vergleichen (t-Test bzw. robuster lincon Post-hoc-Test nach Wilcox). Die Stirke der
Interaktions- und Haupteffekte wurde mit w? geschitzt. Die Adjustierung des globalen a-
Niveaus erfolgte iiber die Verwendung angepasster p-Werte mittels Bonferroni—-Holm
Korrektur. Als Schitzung der Post-hoc Effektstarken wurde Cohen’s d oder als robuste Metrik

& genutzt, jeweils mit 95% Konfidenzintervall.
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2.3 (Ko)Expressionsanalyse

2.3.1 Netzwerkkonstruktion

Die Analyse der Koexpression erfolgte nach dem Ansatz der weighted gene co-expression
network analysis (WGCNA; Zhang & Horvath, 2005). Basierend auf einer iiber eine robuste
median-basierte biweight midcorrelation mit 10% data trimming (Wilcox, 2011) definierten
Korrelationsmatrix der Expressionsdaten wird dabei ein AhnlichkeitsmaB konstruiert, welches
positive Korrelationen unverdndert iibertrdgt und negative auf Null setzt; hiervon wird {iber
eine Potenzfunktion eine Nachbarschaftsmetrik (network adjacency) abgeleitet, die den Effekt
schwacher und mit hoher Wahrscheinlichkeit artifizieller Korrelationen unterdriickt. Der Wert
des Exponenten [ in dieser Potenzfunktion wird festgelegt als das Minimum der Menge ganzer
positiver Zahlen, unter dem fiir die resultierende network adjacency Matrix Skalenfreiheit
angenommen werden kann. Diese Matrix wird schlieBlich in ein Konnektivitdtsmal3
transformiert, das topological overlap measure (TOM), in welchem neben der paarweisen
Nachbarschaft der Expressionsdaten auch das Ausmal geteilter Nachbarschaft mit der iibrigen
Genexpression einflieBt. Die hierdurch definierte Koexpression 1-TOM dient als Input fiir eine
hierarchische Clusteranalyse. Im resultierenden Koexpressionsdendrogramm werden
schlieBlich via Dynamic Tree Cut Algorithmus (Langfelder et al., 2008) Gruppen von dhnlich

exprimierten Genen zu sog. Modulen zusammengefasst.

Die Daten jedes Moduls wurden einer Hauptkomponentenanalyse unterzogen; die jeweils erste
Hauptkomponente dient stellvertretend als Metrik der zusammengetfassten Modulexpression
und wird als Eigengen des Moduls bezeichnet. Uber die Korrelation der Netzwerk-Eigengene
mit dem Genotyp-Status konnen Module identifiziert werden, deren Expressionsprofile sich
zwischen transgenen und Wildtyp-Tieren unterscheiden. Zur Identifikation signifikanter
Eigengen-Genotyp-Korrelationen wurde ein gemischter bayesscher-frequentistischer Ansatz
gewihlt, in dem Bayes-Faktor (Wetzels & Wagenmakers, 2012; zur Interpretation siche Tabelle
2) und Bonferroni-korrigiertes Signifikanzniveau kombiniert wurde (pgonferroni < 0.05 | BF > 3).
Als Methode wurde auch hier die biweight midcorrelation genutzt. Auf individuelle Gene
bezogen wurde die module membership, definiert als die Korrelation der Gen- mit der
Eigengenexpression, als Zusammenhangsmal fiir die Modulzugehorigkeit verwendet und die
gene significance, d.h. die Korrelation der Genexpression mit dem Transgen-Status (WT = 0,
BACHD = 1), als Metrik fiir den Zusammenhang zwischen Genexpression und Genotyp. Durch

Ordnung der Gene nach ihrer module membership wurde deren hubgene Status bestimmt als
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Orientierungsmal} dafiir, wie stark ein Gen in seiner Konnektivitdt mit anderen Modulgenen

zusammenhangt relativ zur Konnektivitét der ibrigen Modulgene.

Tabelle 2. Interpretation des Bayes Faktors (BF; Jeffreys, 1961) als Mal3 der Evidenz fiir die
Null- bzw. die Alternativhypothese (Ho bzw. Hi). In der vorliegenden Arbeit wurden diese
definiert als Ho: r = 0 und Hi: r # 0 bezogen auf den Korrelationskoeffizienten r.

BF Interpretation

<1/100 Entscheidende Evidenz fiir Ho
[1/100 — 1/30) Sehr starke Evidenz fiir Ho
[1/30 - 1/10) Starke Evidenz fiir Ho

[1/10 - 1/3) Moderate Evidenz fiir Ho
[1/3-1) Anekdotische Evidenz fiir Ho
1 Weder Evidenz fiir Ho noch fiir H;
(1-3] Anekdotische Evidenz fiir H;
(3-10] Moderate Evidenz fiir Hi
(10-30] Starke Evidenz fiir H;
(30-100] Sehr starke Evidenz fiir H;

> 100 Entscheidende Evidenz fiir Hi

2.3.2 Konservierungsanalyse (module preservation)

Zur weiteren Validierung des Koexpressionsnetzwerks wurden Konservierungsanalysen mittels
WGCNA durchgefiihrt, welche theoretisch in Langfelder et al., (2011) beschrieben werden.
Genutzt wurden neben den oben bereits beschriebenen weiteren BACHD Expressionsdaten
verdffentlichte Daten von Méusen (Langfelder et al., 2016) und Menschen (Hodges et al., 2006;
Durrenberger et al., 2015). Im Rahmen der Konservierungsanalyse wurden dichte- und
konnektivititsbasierte Statistiken zu einer zusammenfassenden sog. preservation metric
zusammengefasst, welche die Generalisierbarkeit der in einer Netzwerkanalyse etablierten
Moduleinteilung auf weitere Datensitze liberpriift. Die statistische Signifikanz dieser Statistik
wird iiber die zugehorige Z-Metrik Zsummary angegeben; die von Langfelder et al. (2011) zur
Interpretation empfohlenen Richtwerte finden sich in Tabelle 3. Um eine kombinierte
Wahrscheinlichkeitsaussage zur Generalisierbarkeit der Netzwerkstruktur {ber alle
betrachteten Datensitze zu erhalten, wurde eine Metaanalyse der Z-Werte mittels Stouffer’s Z-
transformiertem Test durchgefiihrt (Stouffer et al., 1949; Whitlock, 2005), einer Abwandlung
des Fisher’s kombiniertem Wahrscheinlichkeitstests (Fisher, 1933):

k 7.
i=14i
ZStouffer ~ \/E ’

wobei k die Anzahl der aggregierten Z-Metriken darstellt und Z; den Wert des i-ten aggregierten
Z-Werts. Die Richtwerte zu Interpretation ergeben sich aus den in Tabelle 3 aufgefiihrten

Schwellenwerten, welche als durchschnittliche Z; betrachtet werden und in Abhéngigkeit zur
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Gesamtzahl an Z-Werten stehen; so ergibt sich bspw. bei zwei zu aggregierenden Z-Werten
Grenzwerte fiir Zstouffer von 2.828, 8.485 und 14.142 fiir schwache, moderate und starke

Evidenz.

Tabelle 3. Interpretation der Zsummary Statistik hinsichtlich der Generalisierbarkeit der
Moduleinteilung eines Koexpressionsnetzwerks in einem unabhédngigen Datensatz (nach
Langfelder et al., 2011; ergénzt wurde eine zusdtzliche Unterteilung des Bereichs schwache
bis moderate Evidenz im Intervall [2;10) in zwei Subintervalle)

Zsummmy Interpr etation

>10 Starke Evidenz
[6;10) Moderate Evidenz
[2;6) Schwache Evidenz
<2 Keine Evidenz

2.3.3 Differentielle Expressionsanalyse

Von der jeweiligen Experimentalbedingung abhingige Unterschiede in der Genexpression
wurden sowohl auf globaler wie auf Modulebene mittels DESeq? analysiert (adjustiertes
Signifikanzniveau o = .1); Expressionsunterschiede wurden in logarithmischer relativer
Verdnderung (log: fold change, LFC) angegeben und ab LFC > |0.1] als klinisch relevant
angenommen. Genexpressionsprofile, welche beide Bedingungen erfiillten, wurden als
differentiell exprimiert (differentially expressed gene, DEG) angenommen. Zur Testung des
Zusammenhangs zwischen globaler differentieller Expression und Modulzugehorigkeit wurde
ein Fisher-Yates-Test angewandt (pBonferoni < .05). Die Korrelation von LFC mit module

membership erfolgte aufgrund logarithmierter Daten mittels Spearman’s p.

2.3.4 Over-representation analysis

Zur funktionellen Analyse der identifizierten differentiell exprimierten Modulgene (DEGs)
wurde eine over-representation analysis (ORA) mittels WebGestaltR (v0.4.3; Liao et al., 2019)
durchgefiihrt. Die gene ontology Datenbank wurde mit den Annotationen der Bereiche
biological process, cellular component, molecular function als Referenz genutzt. Als unteren
und oberen Grenzwert fiir die Kategoriengrole wurden 50 und 1500 Gene gewdhlt. Zur
Korrektur des Signifikanzniveaus wurde die vom Programm standardmifBig empfohlene
Falscherkennungsrate nach Benjamini-Hochberg verwendet (Okorrigiert= .1). Die 10 am stédrksten

in den DEGs signifikant iiberreprdsentierten Kategorien wurden berichtet.
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2.3.5 Weitere statistische Verfahren
Als primires Zusammenhangsmall wurde der Korrelationskoeffizient r nach Pearson
angegeben; im Falle nicht erfiillter Annahmen wurde der nicht-parametrische Spearman-

Korrelationskoeffizient p verwendet.

Verdnderungen in der Anzahl an differentiell exprimierten Modulgenen in den verschiedenen
Haltungsbedingungen wurden mittels Binomialtest untersucht; als Effektstirke wurde das
korrespondierende odd s ratio angegeben. Die Analyse der quantitativen Verdnderungen der
differentiell exprimierten Modulgene erfolgte bei verletzten Annahmen einer Varianzanalyse

iiber einen Kruskal-Wallis Test mit post-hoc Rangvergleichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Publizierte Ergebnisse im Rahmen der Promotion

Die hier vorgestellten Ergebnisse sollen in ihren wesentlichen Aussagen im Rahmen einer
wissenschaftlichen  Publikation  verdffentlicht werden (Kilzheimer et al., im
Einreichungsprozess). Im Rahmen der Promotion entstanden zwei weitere Verdffentlichungen,
in welchen der hier beschriebene Analyseansatz im Kontext von Morbus Parkinson (Kilzheimer
et al., 2023) und dem Mayer-Rokitansky-Kiister-Hauser-Syndrom (Hentrich et al., 2020)
angewandt wurde. Zusitzlich wurden thematisch assoziierte Ubersichtsarbeiten in Kilzheimer

& Schulze-Hentrich (2018) und Kilzheimer et al. (2019) verdffentlicht.

3.2 Verwendete Nomenklatur

Die Bezeichnung der verschiedenen durch das Versuchsdesign festgelegten Versuchsgruppen
wurde liber Genotyp (WT und BACHD), Haltungsbedingung (SE und EE) sowie Dauer der
Exposition gegeniiber Letzterer (EEfin und EEgpi) definiert und benannt (siehe
zusammenfassend Tabelle 4). Wo auf anderem Wege eindeutig ersichtlich, wurde zur besseren

Lesbarkeit auf Angabe der Expositionsdauer verzichtet.

Tabelle 4. Verwendete Kiirzel zur Bezeichnung der jeweiligen Versuchsgruppe

. Genotyp
Haltungsbedingung WT BACHD

Sechsmonatszeitpunkt
£ SE WT SE®™ BACHD SE°™
Z EE WT EES™, BACHD EEZT,
=N
e Zwolfmonatszeitpunkt
5 SE WT SE'2™ BACHD SE*?™
EEs WTEE{ZR  BACHD EE{AT
<
a EEqpit WT EEgZR BACHD EEZ}}}

3.3 Verhaltensmessung

Aufgrund verletzter Annahmen von Normalverteilung und Varianzhomogenitét (siche Tabellen

5-10) wurden robuste Varianzanalysen durchgefiihrt (rANOVA, 20% Trimm, ngootstraps = 2000).

3.3.1 Gewichtszunahme in der frihen Entwicklung

In der Gewichtsentwicklung wihrend der ersten 22 Lebenswochen zeigten sich deutliche
Unterschiede zwischen den robusten Mittelwerten der Kohorten (Foootstrapped = 32.6, p < .001,

siche Abbildung 2 und Tabelle 5). Beide BACHD Gruppen nahmen mit 309 (in SE) bzw. 331
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Gramm (in EEgqn) signifikant mehr Gewicht zu als die WT Kohorten mit korrespondierenden

Werten von 265 bzw. 260 Gramm (¥ < -51.5, prolm <.001, &> .69).

Tabelle 5. Gewichtsentwicklung in den Versuchsbedingungen wéhrend der ersten 22
Lebenswochen, zusitzlich Teststatistiken zur Uberpriifung der Annahmen von
Normalverteilung und Varianzhomogenitit. Die Normalverteilungsannahme wurde mittels
Test nach Shapiro-Wilks gepriift, die Testung auf Varianzhomogenitit erfolgte mit Levene-
Test und Hartley’s Test. Tiere der EEgpi Gruppen wurden angesichts der zum
Erhebungszeitpunkt gleichen Umgebungsbedingungen mit den SE Tieren des
korrespondierenden Genotyps zusammengefasst.

Gewichts- Shapiro-

Bedingung zunahme n Wilks Levene Hartley
(Gramm] W) (F(df)) (F(df, k)
WT SE 265 54 0.931**
WT EEgq 260 36 0.982
fri F(3)=2.334"  Fuax(35,4)=2.72%
BACHD SE 309 54 0.983
BACHD EEfin 331 35 0.969

Interpretation: ' p <.1, * p <.05, ** p <.01, *** p <.001
df: Anzahl der Freiheitsgrade
k: Anzahl einbezogener Gruppen

4001 1
¥l |«
i
3001
28
=
e
=
D)
QO 200+
Bedingung
A WTSE
v WTEE
100+ € BACHD SE
<> BACHD EE

3 6 9 11 13 15 17 20 22
Alter [Wochen]

Abbildung 2. Mittlere Gewichtsentwicklung der Experimentalgruppen in den ersten 22
Lebenswochen. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler an.
Interpretation: ' p <.1, * p <.05, ** p <.01, *** p <.001
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3.3.2 Simple swim test (SST)

Der SST wurde zur Evaluation der kognitiven Féhigkeiten durchgefiihrt (siche Tabellen 6 und
7). Wihrend die Ubungs- bzw. Akquisitionsphase (SST-A) Lern- und Gedichtniskompetenzen
priift, dient die reverse trial Phase (SST-RT) der Beurteilung einer allgemeineren Adaptivitét
der kognitiven Doméne. Gemessen wurde jeweils die Zeit, in der Tiere nach Aussetzen im
Wassertank die Plattform erreichten (time to platform). Fiir SST-A wurde die mittlere

Verbesserung iiber alle Versuche genutzt.

Tabelle 6. Ergebnisse der reverse trials des Simple Swim Test (SST-RT). Angegeben ist die
mittlere time to platform in der jeweiligen Versuchsbedingung sowie daneben Teststatistiken
zur Uberpriifung der Annahmen von Normalverteilung und Varianzhomogenitit (Test nach
Shapiro-Wilks, Levene-Test und Hartley’s Test).

time to Shapiro-

Bedingung platform n Wilks Levene Hartley
[Sekunden] W) (F(dn) (F(df; k)
Sechsmonatszeitpunkt
WT SE 5.7 18 0.972
WT EEfin 6.0 18 0.764%**
BACHD SE 8 18 0.923 F(3)=3.125*  Fmax(17,4)=8.42%**
BACHD EEfin 6.0 18 0.944
Zwolfmonatszeitpunkt
WT SE 9.1 18 0.864*
WT EEfin 9.5 19 0.943
WT EEspt 9.6 17 0.933
BACHD SE 12.9 17 0.870% F(5)=0.771 Fumax(16,6)=3.342
BACHD EEfin 11.5 14 0.952
BACHD EEspit 12.9 17 0.903'

Interpretation: ' p <.1, * p <.05, ** p <.01, *** p <.001
df: Anzahl der Freiheitsgrade, k: Anzahl einbezogener Gruppen
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Tabelle 7. Ergebnisse des aquisition training des Simple Swim Test (SST-AT). Angegeben
ist die mittlere individuelle Reduktion in der time to platform in der jeweiligen
Versuchsbedingung sowie daneben Teststatistiken zur Uberpriifung der Annahmen von
Normalverteilung und Varianzhomogenitdt (Test nach Shapiro-Wilks, Levene-Test und
Hartley’s Test).

Mittlere Shapiro- Levene Hartle
Bedingung Verbesserung n Wilks Y
[Sekunden] W) (F(dn) (F(df, k)
Sechsmonatszeitpunkt
WT SE 1.5 18 0.877*
WT EEfin 1.5 18 0.975
BACHD EE#in 1.5 18 0.748***
Zwolfmonatszeitpunkt
WT SE 2.6 18 0.932
WT EEfin 2.1 19 0.957
WT EEspit 3.1 17 0.928
BACHDp SE 34 17 0.968 F(5)=0.531 Fmax(16,6)=2.794
BACHD EE#iin 1.9 14 0.941
BACHD EEgpst 4.4 17 0.973

Interpretation: ' p <.1, * p <.05, ** p <.01, *** p <.001
df: Anzahl der Freiheitsgrade, k: Anzahl einbezogener Gruppen

Zum Sechsmonatszeitpunkt zeigte sich in SST-RT ein Haupteffekt des Genotyps (w?= .04, p <
.05, siche Abbildung 3). WT Tiere erreichten die Plattform im Mittel schneller als BACHD
Tiere (|Arobust | = 0.9 Sekunden, ¥ = -1.96, proim < .05, & =.39 mit Klose[0 ; .70]). Umwelt- und
Interaktionseffekte waren statistisch nicht signifikant (paoim > .13). In SST-A zeigte sich kein

statistisch signifikanter Gruppenunterschied (p > .66) in der Verbesserung der time to platform.
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o Genotyp: p < .05
15+ " Haltungsbedingung: n.s.
Interaktionseffekt: n.s.
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Abbildung 3. Time to platform wihrend der reverse trials des Simple Swim Test (SST-RT) in
der Sechsmonatskohorte. Die Kerben des Boxplot geben das 95%-Konfidenzintervall um den
Median an. Ergebnisse der rANOVA fiir Haupt- und Interaktionseffekte sind in der rechten
oberen Ecke dargestellt.

In der Zwolfmonatskohorte zeigte sich in SST-RT ebenfalls ein signifikanter Genotyp-
Haupteffekt auf die mittlere zum Erreichen der Plattform benétigte Zeit (w?= .17, p < .001,
siche Abbildung 4). Auch hier waren wie schon zum Sechsmonatszeitpunkt BACHD-Ratten
langsamer als WT Tiere (|4;opuse| = 3.0 Sekunden, 1 = -8.5, proim < .001, & = .60 mit Klose,
[.36 ; .76]). Keine weiteren Effekte erreichten statistische Signifikanz (pHoim > .60). In SST-A
wurde die Verbesserungsrate signifikant von der Haltungsbedingung beeinflusst (w?= .09, p <
.01). Konkret verbesserten sich EEspi Tiere stirker als Ratten unter EEgun Bedingungen
(144opuse] = 0.57 Sekunden, ¥ = -3.0, proim < .01, & = .12 mit Klose, [0 ; .44]). Der Genotyp als
Haupteffekt verfehlte statistische Signifikanz nur knapp (p = .0525) und zeigte auch als Ko-

Interaktor keinen signifikanten Einfluss auf die Lernleistung (p = .23).
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A Genotyp: p < .001
Haltungsbedingung: n.s.
Interaktionseffekt: n.s.
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Abbildung 4. Time to platform wihrend der reverse trials des Simple Swim Test (SST-RT) in
der Zwolfmonatskohorte. Die Kerben des Boxplot geben das 95%-Konfidenzintervall um den
Median an. Ergebnisse der rANOVA fiir Haupt- und Interaktionseffekte sind in der rechten
oberen Ecke dargestellt.

3.3.3 Elevated plus maze (EPM)
EPM diente der Evaluation Angst-bezogenen Verhaltens operationalisiert {iber die Zeit, welche
wihrend des fiinfminiitigen Testzeitraums in den offenen Armen des Labyrinths verbracht

wurde (time in open arms, siche Tabelle 8).

In den sechs Monate alten Kohorten zeigten keine signifikanten Gruppenunterschiede in der im
offenen Arm verbrachten Zeit (p > .11). Demgegeniiber zeigte sich in der Zwolfmonatskohorte
ein signifikanter Genotyp-Effekt (w?= .05, p < .01, siche Abbildung 5) in Form eines kiirzeren
Aufhaltens von BACHD Tieren in den offenen Armen (|4,opyusc| = 27.3 Sekunden, 1) = 74.8,
PHoim < .01, & = .38 mit Klose, [.12 ; .63]) im Vergleich zu WT Ratten. Haltungsbedingungen

zeigten keinen Einfluss auf das demonstrierte Verhalten (p > .08).
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Tabelle 8. Ergebnisse des Elevated Plus Maze. Angegeben ist die mittlere time in open arms
in der jeweiligen Versuchsbedingung sowie daneben Teststatistiken zur Uberpriifung der
Annahmen von Normalverteilung und Varianzhomogenitit (Test nach Shapiro-Wilks,
Levene-Test und Hartley’s Test).

Shapiro-

. time in open . Levene Hartley

Bedingung ¢ [Sekunden] V(Vv‘:,l;S (F(df)) ( F(df, k)
Sechsmonatszeitpunkt
WT SE 72.5 15 0.913
WT EEfin 82.7 18 0.940
BACHD SE 89 17 0.873%* F(3)=1.604 Fmax(16,4)=2.352
BACHD EEra 99.9 17 0.976
Zwolfmonatszeitpunkt
WT SE 118 18 0.914
WT EEfin 90 18 0.948
WT EEgpst 128 18 0.948 _ _
BACHD SE 23 16 0.976 F(5)=0.141 Fmax(17,6)=1.895
BACHD EEf#in 99 16 0.891'
BACHD EEgpat 95 14 0.938

Interpretation: 'p<.1, * p<.05, **p<.01, ***p<.001
df: Anzahl der Freiheitsgrade, k: Anzahl einbezogener Gruppen
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Genotyp: p <.01
Haltungsbedingung: n.s.
2001 mteraktionseffekt: n.s. '

A
50+ A
A
0- ES BACHD
SE EE spiit EE i
Haltungsbedingung

Abbildung 5. Time in open arms im Elevated Plus Maze (EPM) in der Zwolfmonatskohorte.
Die Kerben des Boxplot geben das 95%-Konfidenzintervall um den Median an. Ergebnisse der
rANOVA fiir Haupt- und Interaktionseffekte sind in der linken oberen Ecke dargestellt.

3.3.4 PhenoMaster Aktivitat (PM)

Lokomotorik wurde getrennt nach Dunkel- (PM-D) und Licht- bzw. Hellphase (PM-L) in

zuriickgelegten Zentimetern gemessen (siche Tabellen 9 und 10).
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Tabelle 9. Lokomotorische Aktivitdt wihrend der Dunkelphase. Angegeben ist die mittlere
zuriickgelegte Distanz in der jeweiligen Versuchsbedingung sowie daneben Teststatistiken zur
Uberpriifung der Annahmen von Normalverteilung und Varianzhomogenitit (Test nach
Shapiro-Wilks, Levene-Test und Hartley’s Test).

Zuriickgelegte

Shapiro-

Bedingung Distanz n Wilks (Ll?(v(;ge) (I-IIT?(I;tflel}(I)
[Zentimeter] W) ’
Sechsmonatszeitpunkt
WT SE 1763 18 0.880*
WT EE#in 1652 18 0.945
BACHD SE 1319 18 0706%x+  TGIFLT22 0 Fua(17.4)=9.7947%
BACHD EE#in 896 18 0.967
Zwolfmonatszeitpunkt
WT SE 1174 18 0.972
WT EE#in 972 17 0.939
WT EEgpit &19 18 0.951
BA CHD" SE o 3 0.803* F(5)=3.283%*  Fyax(14,6)=6.812%
BACHD EE#in 557 15 0.881*
BACHD EEgp; 625 17 0.831**

Interpretation: 'p<.1, * p<.05, **p<.01, ***p<.001
df: Anzahl der Freiheitsgrade, k: Anzahl einbezogener Gruppen

Tabelle 10. Lokomotorische Aktivitit wihrend der Hellphase. Angegeben ist die mittlere
zuriickgelegte Distanz in der jeweiligen Versuchsbedingung sowie daneben Teststatistiken zur
Uberpriifung der Annahmen von Normalverteilung und Varianzhomogenitit (Test nach
Shapiro-Wilks, Levene-Test und Hartley’s Test).

Zurickgelegte Shapiro-
Bedingung Distanz n Wilks (Ll:(v(;ge) (};zzatflelz)
[Zentimeter] W) ’
Sechsmonatszeitpunkt
WT SE 493 18 0.845%*
WT EEfin 505 18 0.844** ,
BACHD SE 469 18 0.891* F(3)=2.558" Fwmax(17,4)=11.845%%*
BACHD EE#in 327 18 0.955
Zwolfmonatszeitpunkt
WT SE 277 18 0.858*
WT EEfin 262 17 0.963
WT EEspit 226 18 0.840%**
B ACHD" SE 556 12 0.958 F(5=0.400  Fwmax(14,6)=2.131
BACHD EEfin 219 15 0.960
BACHD EEspat 207 17 0.893'

Interpretation: 'p<.1, * p<.05, **p<.01, ***p<.001
df: Anzahl der Freiheitsgrade, k: Anzahl einbezogener Gruppen
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Im Alter von sechs Monaten zeigte sich in PM-D ein signifikanter Genotyp-Haupteffekt (w?=
28, p < .001) mit geringerer Aktivitit in BACHD Tieren (|4,opyusel = 622 Zentimeter, 1 =
1188.9, pHoim < .001, & = .87 mit Klose, [.69 ; .98], siche Abbildung 6). Haltungsbedingungen
zeigten weder im Haupt- (p = .07) noch im Interaktionseffekt (p = .18) einen signifikanten
Einfluss. Die in PM-L gemessene Aktivitit zeigte keine durch Genotyp oder

Haltungsbedingungen ausgeldsten signifikanten Unterschiede (p > .12).

" Genotyp: p <.001
Haltungsbedingung: n.s.
Interaktionseffekt: n.s.
3000+ A
A A
=) A
o, A
N 20001 . A
8
A 3 %
1000+
B WT
0] Bf BACHD
SE EE
Haltungsbedingung

Abbildung 6. Zuriickgelegte mittlere Distanz wéhrend der Dunkelphase in der
Sechsmonatskohorte. Die Kerben des Boxplot geben das 95%-Konfidenzintervall um den
Median an. Ergebnisse der rANOVA fiir Haupt- und Interaktionseffekte sind in der rechten
oberen Ecke dargestellt.

Zum Zwolfmonatszeitpunkt zeigte sich in Dunkelphase-Aktivitit (PM-D) eine signifikante
Interaktion zwischen Genotyp und Haltungsbedingungen (w?= .05, p < .05). Die simple effects
Analyse zeigte signifikant geringere zuriickgelegte Distanzen durch BACHD Tiere aller
Haltungsbedingungen im Vergleich zu WT Tieren (siehe Tabelle 11). Diese Unterschiede waren
in EES}S;‘Q geringer ausgepragt als in SE (P = 227.6, puom < .05) oder
EE{ZT (i = -188.9, pHoim < .01). Zwischen SE'*™ und EE}3T bestanden keine signifikanten

Unterschiede beziiglich des Genotyp-Effekts () = 38.7, prolm = .36). Als primar urséchlich fiir
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den beobachteten Interaktionseffekt anzusehen sind dabei Unterschiede zwischen den WT-
Subgruppen (siche Abbildung 7). Die Analyse der Daten aus PM-L ergab einen signifikanten
Haupteffekt der Haltungsbedingung (w?= .06, p < .01) mit einer geringeren zuriickgelegten

Distanz durch Tiere in EEJZ]} im Vergleich mit SE'*™ Tieren (|4opyst| = 52 Zentimeter, 1 =

106.2, Promm < .05, & = .49 mit Kloso, [.13 ;.74]).

20001 Genotyp: p <.001
Haltungsbedingung: p < .001
Interaktionseffekt: p < .05
1500- .
E a
= 1000 A A
b A
Rz - a
) ’g =
5 OO T A
B WT
0 B8 BACHD
SE EEspél EE‘ﬁ'i’lh
Haltungsbedingung

Abbildung 7. Zuriickgelegte mittlere Distanz wéhrend der Dunkelphase in der
Zwolfmonatskohorte. Die Kerben des Boxplot geben das 95%-Konfidenzintervall um den
Median an. Ergebnisse der rANOVA fiir Haupt- und Interaktionseffekte sind in der rechten
oberen Ecke dargestellt.

Tabelle 11. Unterschiede in der lokomotorischen Aktivitdt wihrend der Dunkelphase (PM-
D) zwischen zwdolf Monate alten BACHD und WT Tieren in Abhingigkeit der
Haltungsbedingung. Angegeben ist der absolute Betrag der Differenz zwischen den robusten
Mittelwerten der jeweiligen Versuchsgruppen und die korrespondierende Effektstidrke mit
95% Konfidenzintervall.

Haltungsbedingung |4 opuse| [cm] Effektstirke (& [Klose])
SE 445 97[.75; .99]
EEfin 406 .83 [.78; .99]
EEspat 217 75 [.36; .95]
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3.3.5 Zusammenfassung der Analyse der Verhaltensdaten

In Zusammenschau der Ergebnisse der Verhaltensmessungen zeigt sich ein deutlicher Transgen-
attribuierter Effekt. Dieser beeinflusste bereits in der frilhen Entwicklung die
Gewichtsentwicklung stark und fiihrte zu einer stirkeren Gewichtszunahme in BACHD Tieren.
Im Simple Swim Test zeigten sich im Reverse Trial Hinweise auf eine friih startende und
progrediente Verschlechterung kognitiver Fahigkeiten in transgenen Tieren mit zunidchst
moderatem und schlieBlich starkem Effekt. Dies zeigte sich in der Akquisitionsphase nicht.

Stattdessen présentierten EE;;;{‘ Tiere eine leicht verbesserte Lernfahigkeit im Vergleich zu

EEL2™ Tieren, wobei dieser Effekt durch das zugehérige Konfidenzintervall infrage gestellt
wird. Im Elevated Plus Maze prasentierten sechs Monate alte Tiere unabhingig Genotyp und
Haltungsbedingungen in vergleichbarem Maf3e Angst-bezogenes Verhalten, wihrend dieses bei
BACHD Tieren zum Zwolfmonatszeitpunkt moderat stirker ausgeprédgt als bet WT Ratten
vorlag. PhenoMaster-Daten wiesen in der aktiveren Dunkelphase eine starke Beeintrachtigung
der Lokomotorik bei BACHD Tieren zu beiden Zeitpunkten auf. In zwolf Monate alten Tieren

zeigte sich eine von WT Ratten ausgehende leichte Modifikation des Genotyp-Effekts mit

verringerten Unterschieden unter EE;;;? Haltungsbedingungen verglichen mit beiden {ibrigen

Bedingungen. Hellphase-Daten zeigten einen moderaten Effekt der Haltungsbedingung. Im

Vergleich mit der SE!*™ Gruppe legten EE;%;? Tiere hier eine geringere Distanz zuriick.

Insgesamt zeigte sich in der Verhaltensmessung eine deutliche, teils progressive Affektion
transgener Tiere durch mHTT-induzierte Effekte. BACHD Tiere wiesen eine verstérkte
Gewichtszunahme in der frithen Entwicklung auf. Die kognitive Leistung lag bei transgenen
Tieren moderat bis stark beeintrdchtigt vor mit Tendenz zur altersabhdngigen progressiven
Verschlechterung. Effekte auf Angst-bezogenes Verhalten setzten spéter ein mit moderater
Steigerung in BACHD Tieren. Die Lokomotorik lag bei transgenen Tieren stark und zu beiden

Alterszeitpunkten in vergleichbarem Maf3e beeintrichtigt vor.

3.4 Bestimmung der Koexpression und mHTT-induzierter
transkriptioneller Dysregulation

3.4.1 Generierung des Koexpressionsnetzwerks

Um den Effekt des Transgens auf das striatale Transkriptom unabhéngig von seiner potenziellen
Modulation durch environmental enrichment beschreiben zu konnen, wurde mittels WGCNA
ein Koexpressionsnetzwerk basierend auf den Expressionsdaten der 13 SE Tiere des

Zwolfmonatszeitpunkts konstruiert (7 WT und 6 BACHD Tiere). Fiir die der adjacency matrix
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unterliegenden Potenzfunktion wurde der Exponent y=4 festgelegt, da dieser fiir den
vorliegenden Datensatz den kleinsten Wert darstellt, mit dem Skalenfreiheit fiir das entstehende

Netzwerk angenommen werden kann (R?= 0.83, siche Tabelle 12).

Tabelle 12. Netzwerk-Indizes fiir verschiedene Exponenten vy der
Potenzfunktion. R? beschreibt dabei die Anpassungsgiite an ein skalenfreies
Modell. Markiert ist der fiir die Erstellung des Koexpressionsnetzwerks
ausgewihlte Wert.

v R? Konnektivitit
Mittelwert Median Maximum

1 0.04 1539 1491 2420
2 0.49 632 578 1382
3 0.74 315 270 920
4 0.83 177 141 665
5 0.88 108 80 504
6 0.90 70 48 396
7 0.92 48 30 318
8 091 34 20 261
9 0.92 24 13 218
10 0.92 18 9 184

Das resultierende Netzwerk teilte den Expressionsraum von 11.159 Genen in 98 Module ein
(sieche Abbildung 8). Die Modulgrofie lag dabei zwischen 36 und 853 koexprimierten Genen
(siche Appendix 1). Der Zusammenhang zwischen Modul-Expression und Genotyp wurde liber
die biweight midcorrelation (bicor) von Modul-Eigengen mit Genotyp quantifiziert (0 = WT, 1
= BACHD). Dabei ergab sich fiir 5 Module ein statistisch signifikanter Zusammenhang
(PBonferroni < .05 | Bayes-Faktor > 3, siche Tabelle 13). Im Rahmen der bayesschen Analyse
zeigten drei dieser Module moderate (Mediumpurple2, Palevioletred3 und Purple) und zwei
Module starke (Brown2 und Cyan) Evidenz fiir das Vorliegen eines relevanten Zusammenhangs
zwischen Modulexpression und Genotyp; ein Zusammenhang war basierend auf der
Modulexpression in etwa 8- bis 27-mal wahrscheinlicher als eine Unabhédngigkeit vom Genotyp

(siche Tabelle 2).
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Abbildung 8. Segmentierung der Genexpression in Koexpressionsmodule durch das etablierte
Netzwerk. Dargestellt ist das Dendrogramm der hierarchischen Clusteranalyse, welche auf
Basis des topological overlap measure (TOM) als MaB fiir die Interkonnektivitit des Netzwerks
durchgefiihrt wurde. Die Einteilung in Module als Cluster koexprimierter Gene erfolgte mittels
dynamic tree cut Algorithmus (DTC). Als MaB fiir die Distanz zwischen den einzelnen Modulen
(im Dendrogramm als Height angegeben) wurde die mittlere euklidische Distanz zwischen den
einzelnen Expressionsprofilen der jeweiligen Module verwendet (average linkage Verfahren).

Merged

Tabelle 13. Charakteristika der Module mit signifikanter Eigengen-Genotyp Korrelation.
Angegeben sind neben der ModulgroBe die biweight midcorrelation (bicor) zwischen Modul-
Eigengen und Genotyp mit zugehdrigem adjustiertem p-Wert und Bayes-Faktor.

Modul Anzahl Gene bicor PBonferroni Bayes-Faktor
Brown?2 55 -.78 0.010 27.12
Cyan 162 -73 0.028 10.98
Mediumpurple?2 59 =72 0.035 9.06
Palevioletred3 70 =72 0.034 9.21
Purple 224 =71 0.037 8.67

Die Korrelationskoeffizienten und Eigengen-Profile dieser Module (sieche Abbildung 9)
zeigten fiir alle fiinf Module eine relative Unterexpression des Moduls in transgenen gegeniiber

Wildtyp-Tieren an.
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Abbildung 9. Unterschiede in der Eigengen-Expression der ausgewihlten Module in
Abhéngigkeit des Genotyps. Fehlerbalken geben das 95%-Konfidenzintervall um die mittlere
Eigengen-Expression an. Da das Eigengen als erste Hauptkomponente definiert ist und damit
eine dimensionslose Grof3e darstellt, wird fiir die Ordinate keine Einheit angegeben.

3.4.2 Reproduzierbarkeit und Stabilitat der identifizierten Module

Um zu iiberpriifen, inwiefern die auf den SE'”™ Daten basierenden Koexpressions-Beziehungen
der fiinf identifizierten Module mit signifikantem Eigengen-Genotyp-Zusammenhang auf die
Expressionsstruktur der {brigen Experimentalgruppen iibertragbar sind, wurde eine
Konservierungsanalyse dieser Module in jenen Datensdtzen sowie ergénzend zur weiteren
Validierung in Maus- und humanen Expressionsdaten durchgefiihrt (siche Tabellen 14 und 15).
Dabei zeigte sich fiir zwei Module schwache (Brown2, Mediumpurple2), fiir ein Modul
moderate (Palevioletred3) und fiir zwei Module starke (Cyan, Purple) Evidenz fiir eine
Stabilitdt der Modulstruktur tliber alle BACHD Datensétzen. Fiir die Module Brown2 bzw.
Mediumpurple2 fand sich jedoch in einem (EEp;.) bzw. drei (SE®™, EEfrin, EEspa) Datensiitzen
keine ausreichende Evidenz, um eine erhaltene Modulstruktur annehmen zu kénnen. In den aus
Langfelder und Kolleglnnen (2016) stammenden Maus-Daten konnten zwei Module
(Palevioletred3 und Purple) mit schwacher und ein Modul (Cyan) mit moderater Evidenz

reproduziert werden. In zwei humanen Datensdtzen (Hodges et al., 2006; Durrenberger et al.,
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2015) zeigte sich fiir Modul Cyan moderate Evidenz fiir eine erhaltene Modulstruktur. Uber
alle analysierten Daten hinweg ergab sich aggregierte Evidenz fiir die Reproduzierbarkeit der
Modul-Koexpression insbesondere fiir die Module Cyan (starke Evidenz) und Purple
(moderate Evidenz), in geringerem Maf3e fiir die Module Brown2 und Palevioletred3 (jeweils

schwache Evidenz, siche Tabelle 15).

Tabelle 14. Konservierung der ausgewéhlten Module in anderen Datensétzen. Einbezogen
wurden die iibrigen Expressionsdaten des untersuchten BACHD Modells sowie Maus- und
humane Expressionsdaten aus Hodges et al. (2006), Durrenberger et al. (2015) und
Langfelder et al. (2016).

Ratte (BACHD) Maus Mensch
Modul SE6 EE6 EEq, EEgp: (HETHD) Hodges Durrenberger
Brown2 3 1% 53x gk 1.6 0.29 0.36 0.15
Cyan [ 3%%* 1Dk 15%%* IR 7 JH* 5.6% Q 1%*
Medium- = g 5 gu 1.9 1.7 1.8 0.27 1.1
purple2
Paleviole g gy gux  734x g gwx 4.4% -0.23 0.46
t-red3
Purple yguns pwex e e 5.4% 0.23 2.6%
Evidenz fir erhaltene Modulstruktur: keine *schwache **moderate ***starke

Tabelle 15. Aggregation der Konservierungsanalysen in Ratte, Maus und Mensch sowie {iber
alle Organismen (global) hinweg. Angegeben ist Zstwouffer als meta-analytische Metrik; eine
Ausnahme bildet die Konservierungsanalyse der Mausdaten, bei der keine Aggregation
notwendig war.

MO dlll ZStouffer ZStouffer ZStouffer ZStouffer
Ratte Maus Mensch global
Brown?2 O* 0.29 0.36 7.11%
Cyan 26%** 7.TE* 9.69%** 27.774%**
Medium-purple2 4.15%* 1.8 0.97 4.34
Paleviolet-red3 14** 4.4% 0.16 12.33*
Purple 25 5%%* 5.4% 2 23.14%*

Aggregierte Evidenz fiir erhaltene Modulstruktur:  keine *schwache **moderate ***starke
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3.4.3 Komparative Validierung der Netzwerkmodule mit den Ergebnissen
einer globalen differentiellen Expressionsanalyse

Zur Abschitzung der Konvergenzvaliditit des erhaltenen Netzwerks wurde iiberpriift,
inwiefern sich die Ergebnisse einer globalen, modulunabhingigen DESeg2-Analyse im
Netzwerk verorten und mit den dort identifizierten Genotyp-abhidngigen Modulen in Einklang
bringen lassen. Via Fisher-Yates-Test wurden differentielle Expression der Gene — im
Folgenden als DESeq2 Gene bezeichnet zur besseren Unterscheidbarkeit von der spéter
erfolgten Analyse auf differenticlle Genexpression in ausgewdhlten Modulen — und
Modulzugehorigkeit auf Unabhédngigkeit untersucht. Tabelle 16 gibt die Ergebnisse fiir alle
Module an, die mindestens ein Gen enthielten, welches in der globalen DESeqg2-Analyse als
differentiell exprimiert aufgefasst wurde. 13 Module erfiillten dieses Kriterium, von denen vier
iiberzufillig (pBonferroni < .05) viele Gene enthielten, deren Expression sich im der
Koexpressionsanalyse zugrundeliegenden Gesamtdatensatz zwischen den Genotypen
unterschied: Brown2, Cyan, Purple und Turquoise (siche Abbildung 10). Von diesen Modulen
wiesen drei (Brown2, Cyan und Purple) eine signifikante Eigengen-Genotyp Korrelation auf,
wihrend Modul Turquoise — mit 853 koexprimierten Genen das groite Modul des Netzwerks —
mit einer Korrelation von .61 und einem zugehorigen Bayes-Faktor von 2.40 knapp unterhalb
des Schwellenwerts lag. Hinsichtlich der Verdnderungsrichtung zeigte sich eine perfekte
Ubereinstimmung ~ zwischen der Richtung der Transgen-assoziierten  relativen
Expressionsunterschiede und Unterschieden der Eigengen-Expression des zugeordneten

Moduls zwischen den Genotypen.
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Tabelle 16. Anreicherung der Netzwerk-Module mit DESeq2 Genen. Die Testung erfolgte
mittels Fisher-Yates Test. Angegeben sind alle DESeq2 Gene enthaltenden Module und der
korrigierte p-Wert der statistischen Testung.

Anzahl enthaltener

Modul Modulgrofie DESeq2 Gene PBonferroni
Black 304 5 0.25
Blue 751 5 4.39
Brown 606 2 10.71
Brown2 55 5 0.00071 ***
Cyan 162 8 1.95e-5%**
Grey60 277 2 5.40
Honeydew 45 1 2.68
Mediumpurple2 59 1 3.40
Orange 99 1 5.19
Palevioletred3 70 1 3.93
Purple 224 7 0.0018**
Sienna3 86 1 4.65
Turquoise 853 18 1.55e-6%**

n.s. ¥*>0.05 **>.01 ***>001

Insofern lassen sich die Ergebnisse beider Analyseansitze miteinander in Einklang bringen:
Aus der Segmentierung des Netzwerks entstandene Module, die mit via DESeq?2 identifizierten
Genen angereichert waren, zeigten bis auf eine grenzwertige Ausnahme auch eine signifikante
Eigengen-Genotyp Korrelation. Zudem lag eine kongruente Verdnderungsrichtung vor: 54 der
57 Gene, die in der DESeq2-Analyse in BACHD Tieren im Vergleich zum Wildtyp herunter-
bzw. hochreguliert vorlagen, wurden in der Netzwerkanalyse einem Modul zugeordnet, dessen

Eigengenexpression sich gleichsinnig zwischen den Genotypen unterschied.
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Abbildung 10. Verteilung der globalen differentiellen Genexpression im etablierten
Koexpressionsnetzwerk. Dargestellt sind alle Module mit mindestens einem DESeq2 Gen. Die
Randverteilung ist an der rechten Seite der Abbildung angegeben, die nach links gerichteten
Balken geben die logarithmierten p-Werte des durchgefiihrten Fisher-Yates-Tests an, mit dem
die einzelnen Module auf liberzufillige Haufigkeit von DESeq2 Genen untersucht wurden. Die
gestrichelte Linie gibt dabei das nach Bonferroni korrigierte Alphaniveau von a = 0.05 an.

3.4.4 Modul-Selektion

Basierend auf den beschriebenen Validierungsanalysen lassen sich die Module mit signifikanter
Eigengen-Genotyp Korrelation fiir die weiteren Analysen hierarchisieren. Von den fiinf
identifizierten Modulen zeigten drei moderate (Palevioletred3) bis starke (Cyan, Purple)
Anzeichen fiir eine Reproduzierbarkeit iiber alle weiteren BACHD Experimentalgruppen
hinweg, wihrend zwei Module (Mediumpurple2, Brown?2) insgesamt zu schwach konserviert
zu sein schienen und sich nicht in allen Bedingungen reproduzieren lieBen. Von den drei
ausreichend stabilen Modulen zeigten zwei (Cyan, Purple) zugleich eine Anreicherung fiir
DESeq2-Kandidaten-Gene. Unter Einbeziehung von Maus- und humanen Expressionsdaten
zeigte sich daneben fiir Modul Cyan iiber alle Datensédtze hinweg Evidenz fiir eine erhaltene
Modulstruktur, wihrend dies fiir Modul Purple fiir den Maus- und einen der beiden humanen

Datensitze zutraf (Tabelle 15); somit zeigen diese beiden Module mit Blick auf die
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Generalisierbarkeit der Modulstruktur die beste Evidenz. Da die beiden Module Cyan und
Purple die stirkste Konservierung in anderen Bedingungen und Organismen zeigten und die
groBte Ubereinstimmung mit der globalen DESeg2-Analyse aufweisen, wurden sie als
relevanteste Netzwerkzentren fiir Transgen-induzierte Pathologie angesehen und fiir

weitergehende Untersuchungen ausgewéhlt.

3.4.5 Module Cyan und Purple
Modulbeschreibung

Modul Cyan umfasste 162 koexprimierte Gene. Die auf Basis ihrer starken intramodularen
Konnektivitdt identifizierten Hubgene bildeten in ihrer biologischen Bedeutung einen
Schwerpunkt auf Glia-bezogene Funktionen wie Mpyelinisierung und
Oligodendrozytendifferenzierung (siche Appendix 2). Die negative Eigengen-Genotyp
Korrelation von r= -.73 deutet auf eine relative Unterexpression der Modulgene in BACHD
Tieren hin. Die mediane module membership betrug 0.80 (mean = 0.73, SD = 0.19), die auf den
Genotyp-Status bezogene mediane gene significance -0.55 (mean = -0.54, SD = 0.17), wobei
beide MaBe einen signifikanten linearen Zusammenhang zeigen (r = -0.74, p < 10", sieche
Abbildung 11). Kongruent dazu unterschied sich die Expression des Modul-Eigengens
zwischen den Genotypen (siche Abbildung 9) und zeigte einen Abfall der Eigengen-Expression
in BACHD Proben an. Dieselbe Anderungsrichtung lag auch bei den Modulgenen vor.
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Abbildung 11. Zusammenhang zwischen module membership (MM) und gene significance
(GS) der Gene in Modul Cyan. MM ergibt sich aus der Korrelation der individuellen
Genexpression mit den errechneten Eigengen Werten; GS ergibt sich aus der Korrelation der
individuellen Genexpression mit dem dichotomisierten Genotyp der Proben. Als Korrelation
wurde jeweils die Biweight Midcorrelation verwendet (siehe auch Abschnitt 2.3.1).

Modul Purple bestand aus 224 koexprimierten Genen. Seine Hubgene waren funktionell fiir
katalytische Aktivitdt angereichert (siche Appendix 3). Die negative Eigengen-Genotyp
Korrelation (r = -0.71) zeigt auch fiir dieses Modul eine relative Unterexpression der
Modulgene in den Proben der transgenen Tiere an. Die mediane module membership betrug
0.72 (mean = 0.68, SD = 0.18), die auf den Genotyp-Status bezogene mediane gene significance
-0.55 (mean = -0.52, SD = 0.21), wobei zwischen beiden Mallen ein signifikanter linearer
Zusammenhang besteht (r = -0.6, p < 102, siche Abbildung 12). Kongruent dazu unterschied
sich die Expression des Modul-Eigengens zwischen den Genotypen (siche Abbildung 9) und
zeigte einen Abfall der Eigengen-Expression in Proben transgener Tiere an. Dieselbe

Anderungsrichtung zeigte sich auch in den Modulgenen.
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Abbildung 12. Zusammenhang zwischen module membership (MM) und gene significance
(GS) der Gene in Modul Purple. MM ergibt sich aus der Korrelation der individuellen
Genexpression mit den errechneten Eigengen Werten; GS ergibt sich aus der Korrelation der
individuellen Genexpression mit dem dichotomisierten Genotyp der Proben. Als Korrelation
wurde jeweils die Biweight Midcorrelation verwendet (siehe auch Abschnitt 2.3.1).

Differentielle Genexpression in den Modulen

Von den 162 koexprimierten Genen in Modul Cyan lagen 84 (51,9%) differentiell exprimiert
vor. Fir alle differentiell exprimierten Gene (DEGs) galt, dass sie eine signifikant niedrigere
Expression in den BACHD Ratten im Vergleich zu den WT Tieren aufwiesen (siche Abbildung
13). Es zeigt sich dabei auch ein deutlicher Zusammenhang zwischen differentieller Expression
und Hubgene-Status der Modulgene (Spearman’s p = 0.52 fiir die Korrelation von
logarithmischer relativer Verdnderung oder log-fold change und module membership). Die
ORA dieser DEGs via WebGestaltR (siche Abbildung 14) zeigte u.a. eine starke
Uberrepriisentation von Genen, welche mit glialen Funktionen und insbesondere mit

Myelinisierung assoziiert sind.
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Abbildung 13. Heatmap der logz-transformierten relativen Verdnderung (LFC) der Expression
von Genen in BACHD Tieren im Vergleich zur Wildtyp Expression in Modul Cyan. Dargestellt
sind die im standard environment (SE) zwischen den Genotypen differentiell exprimiert
vorliegenden Gene (DEGs) in allen Haltungsbedingungen.
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Abbildung 14. Funktionelle Anreicherung der differentiell exprimierten Gene in Modul Cyan.
Angegeben sind die 10 am starksten angereicherten Gene Ontology Kategorien, geordnet nach
dem jeweiligen p-Wert im Rahmen der Uberreprisentationsanalyse (ORA).

Von den 224 koexprimierten Genen in Modul Purple lagen 65 (29,0%) differentiell exprimiert
vor. Alle differentiell exprimierten Gene (DEGs) zeigten dabei eine signifikant niedrigere
Expression in BACHD relativ zu WT Tieren (siche Abbildung 15). Es besteht auch ein
deutlicher Zusammenhang zwischen differentieller Expression und Hubgene-Status der
Modulgene (Spearman's p = 0.50). Die mit WebGestaltR durchgefiihrte ORA zeigte dabei eine
Uberreprisentation von Genen, die mit synaptischen Funktionen assoziiert sind (siche

Abbildung 16).

57



™ — 0.5

= ——— = _ ¥
= = =

: : = = 0.5

= — e _— -
WT SE WT EEgun WT EEgpu BACHD SE  BACHD EEg;, BACHD EEgpy

Abbildung 15. Heatmap der logz-transformierten relativen Verdnderung (LFC) der Expression
von Genen in BACHD Tieren im Vergleich zur Wildtyp Expression in Modul Purple.
Dargestellt sind die im standard environment (SE) zwischen den Genotypen differentiell
exprimiert vorliegenden Gene (DEGs) in allen Haltungsbedingungen.
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Abbildung 16. Funktionelle Anreicherung der differentiell exprimierten Gene in Modul Purple.

Angegeben sind die 10 am stérksten angereicherten Gene Ontology Kategorien, geordnet nach
dem jeweiligen p-Wert im Rahmen der Uberreprasentationsanalyse (ORA).
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3.4.6 Zwischenergebnis: Striatale Dysregulation durch mHTT

Zusammenfassend liel sich durch den WGCNA-Ansatz das striatale Transkriptom der {liber
zwoOlf Monate in Standard-Bedingungen gehaltenen Ratten in 98 Koexpressionsmodule
einteilen, von denen fiinf in ihrer Expression signifikant vom Genotyp der Tiere beeinflusst
wurden. Konkret fand sich in allen fiinf Modulen eine relative Unterexpression des Moduls und
seiner Gene in transgenen Tieren im Vergleich zu Wildtyp-Ratten. Fiir drei dieser Module zeigte
sich iiber alle iibrigen Gruppen des Experimentalaufbaus hinweg eine konservierte
Modulstruktur, die eine Analyse dieser Module iiber die verschiedenen Alters- und
Umweltgruppen ermdglicht. Dieselben drei Module zeigten sich auch in striatalen
Expressionsproben eines HETHD-Mausmodells konserviert. Beim Vergleich mit humanen HD-
Expressionsdaten zeigten zwei dieser Module Anzeichen fiir Priaservierung, namentlich die
Module Cyan und Purple. Diese beiden Module waren daneben mit Genen angereichert, die
bereits im Rahmen der DESeq-Voranalyse identifiziert wurden. Somit zeigten die Module Cyan
und Purple eine gute Validierung ihrer Koexpressionsstruktur in internen wie externen murinen
und humanen Expressionsdaten sowie bezogen auf ihre Genotyp-abhingige Expression eine
zufriedenstellende Konvergenzvaliditit mit einem alternativen Analyseansatz; aus diesen

Griinden wurden beide Module zur weiteren Untersuchung selektiert.

Modul Cyan umfasst 162 Gene, von denen 84 eine differentielle Expression zwischen den
Genotypen zeigen. Der funktionelle Fokus dieser DEGs liegt dabei auf glialen Prozessen,
insbesondere der Myelinisierung. Modul Purple fasst die Koexpression von 224 Genen
zusammen, von denen 65 differentiell exprimiert vorliegen. Diese Gene zeigen einen

funktionellen Schwerpunkt auf Zellprozessen der neuronalen Synapse.

AnschlieBend an die Charakterisierung mHTT-induzierter striataler Dysregulation zum
Zwolfmonatszeitpunkt wurde eine Vergleichsanalyse mit der sechs Monate alten Kohorte

durchgefiihrt.

3.5 Alterseffekte in Bezug auf striatale Dysregulation

3.5.1 Differentielle Expression in der sechs Monate alten Kohorte

Nach den beschriebenen Analysen kann fiir die Gene der Module Cyan und Purple die
Koexpression auch in den weiteren Experimentalbedingungen angenommen werden. Das
erlaubt die Untersuchung dieser Module auf differentielle Expression zu anderen
Alterszeitpunkten und Umwelten. In sechs Monate alten Tieren zeigte sich dabei nur in
geringem Ausmal} eine differentielle Expression in den relevanten Modulen (siche Abbildung

17). In Modul Cyan lagen in keinem Vergleich DEGs vor, wahrend Modul Purple nur wenige
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Expressionsunterschiede aufwies. Die grofite Anzahl an DEGs zeigte sich im Vergleich von

BACHD SE®™ und BACHD EE{£%, Tieren mit 14 differentiell exprimierten Genen.

BACHD SE 0 BACHD EE
14

Cyan
2 3 4 Purple

o
o
o

WT SE 0 WT EE

Abbildung 17. Differentielle Genexpression der Module Cyan und Purple in den
Sechsmonatskohorten. Angegeben ist die Anzahl differentiell exprimierter Gene zwischen zwei
Versuchsbedingungen.

3.5.2 Alterseffekte in den Pseudotrajektorien

Da zum Vergleich beider Alterszeitpunkte die Gewinnung striataler Expressionsdaten aus
demselben Tier nicht moglich ist, wurden Pseudotrajektorien konstruiert, um nach Genotyp und
Haltungsbedingung passende Vergleichspaare zur Beurteilung von Alterseffekten
heranzuziehen. Fiir jeden Genotyp ergaben sich dadurch die SE- (durch Vergleich von SE™-
mit SE'?™-Tieren), EEgn- (Vergleich EEST,, mit EEZ2T) und EEgp-Pseudotrajektorien (SE°™

und EE;;;}‘). Es zeigten sich ubiquitér starke Altersunterschiede (siche Abbildung 18).
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Abbildung 18. Alterseffekte in den betrachteten Pseudotrajektorien. Angegeben ist die Anzahl
an differentiell exprimierten Genen zwischen der jeweiligen Sechs- und Zwdlfmonatskohorte.
Die Gesamtanzahl wird dabei im grau unterlegten Bereich dargestellt sowie nachfolgend
aufgeteilt nach relativer Hoch- bzw. Herunterregulation in der dlteren im Vergleich zur jiingeren
Kohorte.

Die altersabhingige differentielle Expression bestand in Modul Cyan je nach Pseudotrajektorie
aus 85 bis 99 Genen mit 65 DEGs, deren Genexpression in allen Pseudotrajektorien verdandert
vorlag. Modul Purple wies in den Pseudotrajektorien zwischen 133 und 155 DEGs auf, von
denen 113 in allen Altersvergleichen differentiell exprimiert vorlagen. Die Mehrheit aller DEGs
in beiden Modulen wurde zum Zwolfmonatszeitpunkt im Vergleich zum Sechsmonatszeitpunkt

vermehrt exprimiert.

3.6 Modifikation mHTT-induzierter Dysregulation durch
environmental enrichment

In der Netzwerkanalyse konnten Modul-DEGs identifiziert werden, die in Abwesenheit
besonderer Umwelteinfliisse durch mHTT zu einer verdnderten Expression angeregt wurden.
In beiden Modulen zeigte sich dabei eine deutliche Verminderung der mHTT-induzierten
differentiellen Genexpression in beiden EE Bedingungen. Dieser Effekt war sowohl im
Vergleich mit WT Tieren der SE'™ Kontrollgruppe als auch mit WT Tieren der

korrespondierenden Umweltbedingung zu beobachten.
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In Modul Cyan lagen unter SE'*™-Bedingungen 84 Gene differentiell exprimiert zwischen WT-
und BACHD-Tieren vor. Dies entsprach einem Anteil von 51.9% an allen Modul-Genen, der
den durchgefiihrten einseitigen Binomialtests als Standardverhéltnis zugrunde gelegt wurde. Im
Vergleich mit WT SE!?>™ Tieren zeigte sich eine signifikante Reduktion der DEG-Anteile auf
eines in BACHD EE£2} Ratten (ponferroni < 0.001, OR = 0.006 mit Klose, [0.001 ; 0.042]) und
null in BACHD EE%%;? Tieren (pPBonferroni < 0.001, OR = 0 ohne reelles Klose; siche Abbildung
19). Dieses einzelne Gen, Chd7, lag dabei auch in der SE'*™ Kohorte zwischen den beiden
Genotypen differentiell exprimiert vor. Im Vergleich innerhalb beider enriched environment
Bedingungen war ebenfalls ein signifikanter niedrigerer Anteil an differentieller Expression in
Form von vier (EEL2™, pponferroni < 0.001, OR = 0.024 mit Klos,[0.0003 ; 0.212])
beziehungsweise null DEGs (EEQIZ,?@, PBonferroni < 0.001, OR = 0 ohne reelles Klose,) zwischen
beiden Genotypen zu beobachten. Alle hier identifizierten Gene (7f, Mapkapk2, Cnp, Rhog)

wurden ebenfalls unter SE'”™ Bedingungen differentiell exprimiert.

Modul Purple zeigt ein vergleichbares Muster. Wihrend in der SE'?™-Gruppe 65 Gene
differentiell exprimiert wurden (29.0% des Moduls), ergab sich zwischen WT SE'?™- und
BACHD EE}2} bzw. BACHD EE%IZ,;? Tieren eine signifikant seltenere differentielle Expression
mit drei (pBonferroni < 0.001, OR = 0.033 mit Klos+[0.010 ; 0.108]) bzw. einem DEG (pBonferroni <
0.001, OR = 0.011 mit Klos%[0.002 ; 0.080]; siche Abbildung 19). Diese Gene (Syt10,
RGD1310587, Tril) liegen dabei auch in SE'>™ Bedingungen differentiell exprimiert vor. Auch
der Vergleich der Genotypen unter gleichen Haltungsbedingungen zeigte eine niedrigere Rate
an differentieller Expression mit zwei DEGs in EE{3} Bedingungen (pponferroni < 0.001, OR =
0.022 mit Klgs,[0.005 ; 0.091]) und einem unter EEZZ Haltung (pRonferroni < 0.001, OR=0.011
mit Klose,[0.002 ; 0.080]). Eines dieser Gene (Syt/0) zeigte dabei auch in der SE'*™ Gruppe

eine differentielle Expression.
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Abbildung 19. Reduktion der differentiellen Genexpression in den Modulen Cyan und Purple.
Angegeben ist die Anzahl differentiell exprimierter Gene (DEGs) zwischen den jeweils
verbundenen Versuchsgruppen. Die erste Ziffer gibt dabei die jeweilige Anzahl an DEGs in den
Genen aus Modul Cyan an, die zweite diejenige in den Genen des Moduls Purple.

Tabelle 17 gibt eine Ubersicht iiber die gefundene differentielle Expression in beiden
Vergleichen. Zusammenfassend ldsst sich zeigen, dass die unter Standardbedingungen
aufgetretenen Unterschiede in beiden anderen Umweltbedingungen marginalisiert wurden und
gleichzeitig mit Ausnahme von Fam53c keine weiteren Gene eine differentielle Expression
zeigten. Die Effektstiarken der Verdnderungen sind vergleichbar grof3 mit odds ratios zwischen
0 und 0.033. Die Chance eines Modul-Gens auf differentielle Expression sinkt unter dem
jeweiligen environmental enrichment um diesen Faktor, was einer hohen Effektstirke

entspricht.
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Tabelle 17. Differentielle Expression in Abhéngigkeit von Genotyp und Haltungsbedingung.
LFC gibt die logz-transformierte relative Verdnderung der Expression von Genen in BACHD
Tieren an, die im Vergleich zur Wildtyp Expression unter standard environment (SE) oder
unter der gleichen enriched environment Haltungsbedingung (EExorrespondierend) signifikant
verschieden vorlag.

SE EEkorrespondierend
Gen LFC Gen LFC
Modul Cyan (84 DEGs in SE!?™)
Tf -0.31%*
Mapkapk?2 -0.27%*
12p1 _ skk pkap
BACHD EEffin Chd7 0.30 Cnp _0.25%
Rhog -0.25%

BACHD EEZ R - - ; -

Modul Purple (65 DEGs in SE!>™)
Syt10 -1.36%**

_ sk

BACHD EEf2%  RGDI1310587 -0.50% Fiymt;gc 1(')4;3*
Tril -0.32% '

BACHD EEZ R Syt10 -1.74%%% Syt10 2.00%**

Interpretation: 'p<.1, * p<.05, **p<.01, ***p<.001

Zur detaillierteren Analyse der quantitativen Expressionsdnderungen wurden die relativen
Expressionsdnderungen zwischen WT und BACHD Tieren in Abhédngigkeit von den
Haltungsbedingungen betrachtet. Ein nicht-parametrischer Kruskal-Wallis Test zeigte eine
Reduktion der Transgen-bedingten transkriptionellen Abweichungen in beiden Formen des
enriched environment. Log> fold changes (LFC) differentiell exprimierter Gene wurden sowohl
in Modul Cyan wie auch in Modul Purple signifikant von der Umweltbedingung beeinflusst,
Heyan(2) = 107.01, p < 0.001, und Hpurpie(2) = 45.943, p < .001 (Tabelle 18). Post-hoc

Rangvergleiche zeigten, dass der mediane LFC in der SE!'*™-Kohorte hoher war als in E Eflrzlm

(Rangdifferenzcyun = 64.5, Rangdifferenzpupie = 51.4) und EE Slngﬁ (Rangdifferenzcya, = 116.1,

Rangdifferenzpurple = 63.1) bei kritischer Differenz von 26.9 fiir Modul Cyan und 23.7 fiir

Modul Purple (bezogen auf ein adjustiertes Signifikanzniveau von o= .05). Im Vergleich beider

enriched environment Gruppen zeigte sich fiir Gene aus Modul Cyan eine stirkere Angleichung
12m

der transkriptionellen Unterschiede unter EEgy;; Bedingungen (Rangdifferenz = 51.6),

wihrend sich in Modul Purple die Effekte beider Umweltinterventionen nicht signifikant
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voneinander unterschieden (Rangdifferenz = 11.6 bei oben genannten kritischen Differenzen,

siche Abbildung 20).

Tabelle 18. Mittlere Ridnge der log»-transformierten relativen Expressionsverdnderungen
(LFC) der Modulgene zwischen WT und BACHD Tieren in Abhéngigkeit der
Haltungsbedingung.

Modul Cyan Modul Purple
SE1Zm 186.702 136.154
EE{ 7 122.202 84.739
EEgSS 70.595 73.108

Insgesamt zeigten diese Ergebnisse, dass beide Varianten des environmental enrichment in
vergleichbarer Weise in der Lage waren, die Transgen-bedingte Dysregulation der striatalen
Genexpression in BACHD Tieren deutlich zu normalisieren. In Bezug auf die differentielle
Expression in Modul Cyan zeigte sich dabei ein stirkerer Effekt des spéter einsetzenden

environmental enrichment.
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Abbildung 20. Verinderung von SE'>™ Modul Cyan (oben) und Modul Purple (unten) DEGs
in beiden enriched environment Bedingungen zum Zwolfmonatszeitpunkt. Abgebildet sind die
relativen Expressionsunterschiede als /log> fold changes (LFC) beider BACHD EE Kohorten,
jeweils im Vergleich zur WT SE Referenzgruppe. Die gestrichelte Linie stellt die
Aquivalenzgerade dar, die identische LFCs in beiden Vergleichen anzeigt. Stirkere
Abweichungen von dieser Geraden weisen auf zunehmend unterschiedliche LFC hin.

66



4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung und Kontextualisierung der Ergebnisse

Zusammenfassend konnten die angenommenen Effekte des Transgens wund der
Altersentwicklung sowohl phénotypisch als auch molekularbiologisch beobachtet werden. Die
Modulierbarkeit mHTT-induzierter Verdnderungen zeigte sich eindrucksvoll in den
Expressionsdaten. In der Verhaltensmessung konnte dies nicht beobachtet werden. Zwischen
beiden getesteten Varianten des environmental enrichment zeigten sich keine behavioralen und
nur partiell transkriptionelle Unterschiede. Die sich hieraus ergebenden Implikationen kénnen
zu einem erweiterten Verstédndnis der Zusammenhénge von Umwelt und Pathologie im Kontext
der Chorea Huntington beitragen sowie wissenschaftliche Fragestellungen er6ffnen und

prézisieren, um sie in zukiinftigen Untersuchungen zu bearbeiten.

Der beobachtete Transgen-induzierte progrediente Phénotyp entspricht im Wesentlichen den
vorbeschriebenen Charakteristika des BACHD Modells, es zeigten sich jedoch auch einige
Abweichungen der hier beschriebenen Ergebnisse mit vorherigen Untersuchungen. Wéhrend
etwa in der vorliegenden Arbeit eine verstarkte Gewichtszunahme transgener Tiere in den ersten
Lebenswochen zu beobachten war, zeigten sich in Yu-Taeger et al. (2012) keine Unterschiede
zwischen Wildtyp und BACHD-transgenen Ratten. In derselben Publikation fand sich im
elevated plus maze Test eine reduzierte Prisentation angstbezogenen Verhaltens in BACHD
Tieren, wihrend sich in der hier vorgestellten Studie ein deutlich gegensétzlicher Effekt zeigte.
Manfré et al. (2017) schlielich fanden bei Testung im selben Test sowie einem alternativen
Verhaltenstest keinen Unterschied zwischen Wildtyp und BACHD-Ratten im gleichen Alter wie
die in der vorliegenden Arbeit genutzten Tiere. Variationen in der Erfassung einzelner
phénotypischer Aspekte sind allgemein in Tiermodellstudien bis zu einem bestimmten Grad
iiblich und auch spezifisch fiir BACHD-Ratten beschrieben (Robinson et al., 2019; Novati et
al., 2020). So fand sich etwa die in Yu-Taeger et al. (2012) beschriebene Beeintrachtigung der
Lokomotorik trotz analoger Operationalisierung als spontan zuriickgelegte Distanz in der
Dunkelphase auch in der vorliegenden Arbeit, nicht jedoch in der Replikationsstudie von
Manfré et al. (2017). Als mdgliche Ursachen dieser Diskrepanzen kommen Unterschiede im
konkreten Versuchsaufbau und der Tierhaltung abseits der Testsituationen in Frage. Auch kann
ein inkonsistenter Phidnotyp des Tiermodells insbesondere in nicht-motorischen Aspekten

vorliegen (Manfté et al., 2017).

mHTT-bedingte Verdnderungen in der striatalen Transkription fanden sich fiir Gene, die im

Rahmen neuronaler und glialer Funktionen relevant sind. Besondere funktionelle
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Schwerpunkte zeigten sich fiir Myelinisierungs- und synaptische Prozesse. Ahnliche
Anderungen fanden Langfelder et al. (2016) in sechs heterozygoten HTT knock-in Mauslinien
mit CAG repeat Sequenzen zwischen 20 und 175 Wiederholungen, insbesondere auf
synaptische Funktionen bezogen, wie auch Yu-Taeger et al. (2017), die zwolf Monate alte
BACHD-Ratten aus zwei Linien untersuchten, die sich in der Expressionsrate von humanem
mHTT unterschieden. Die in Novati et al. (2018) beschriebene transkriptionelle Dysregulation
in BACHD-Ratten im Alter von zwei Monaten war ebenfalls mit synaptischen Funktionen
assoziiert. Teo et al. (2016) zeigen atrophe Verdnderungen und transkriptionelle Dysregulation
Myelin-assoziierter Gene in BACHD-Ratten und YAC128-Mausen im Alter zwischen sechs
Wochen und einem Jahr. Insofern gliedern sich die gefundenen Expressionsédnderungen der
transgenen Tiere in ihrer Funktion gut in vorbestehende Befunde ein. Auch aktuelle
Forschungsergebnisse in HD-PatientInnen zeigen konkordante Verdnderungen in synaptischen
und Myelinisierungsprozessen (Raymond, 2017; Bardile et al., 2019; Smith-Dijak et al., 2019;
Bourbon-Teles et al., 2019; Casella et al., 2020; Barron et al., 2021; Cepeda & Levine, 2022).

Die in BACHD Tieren im Vergleich zu Wildtyp-Tieren verdnderte Expressionsrate eines Gens
unter Standard-Haltungsbedingungen kann unterschiedliche Bedeutungen haben. Einerseits
kann es Teil der Pathophysiologie der Chorea Huntington und (Mit-)Ausléser von
nachfolgenden Stérungen sein. Eine weitere Moglichkeit ist, dass die verdnderte Transkription
des jeweiligen Gens eine biologische Reaktion auf pathologische Verdanderungen darstellt mit
dem Ziel, diese zu kompensieren und die physiologische Zellfunktion zu stiitzen. Auch eine
letztlich folgenlose Transgen-reaktive Expressionsverdnderung des Gens ohne relevanten
Beitrag zu Pathophysiologie oder Kompensationsmechanismen ist moglich. Und schliellich
kann es sich um einen Typ-I-Fehler im Rahmen der statistischen Analyse handeln, also ein
falsch-positives Ergebnis der differentiellen Expressionsanalyse des konkreten Gens.
Insbesondere bei Analysen kleiner Versuchsgruppen ist der positiv pradiktive Wert eines
statistisch signifikanten Ergebnisses verhdltnismiBig niedrig (Button et al., 2013). Von
besonderem wissenschaftlichem Interesse sind pathophysiologisch relevante Gene und solche,
die im Rahmen der zelluldren Kompensationsreaktion eine Rolle spielen. Eine Einordnung auf
Basis der hier vorgestellten Ergebnisse kann nur spekulativ sein. Insbesondere bei Genen, iiber
welche in der wissenschaftlichen Literatur in diesem Zusammenhang bislang wenig bekannt
ist, sind Validierungsstudien nétig, um ein besseres Verstindnis flir deren Funktion und

Relevanz im Kontext von HD zu gewinnen.

68



In den identifizierten Modulen lag zum Sechsmonatszeitpunkt nur wenig differentielle
Expression vor. Gene dieser Module scheinen damit erst spiter von Transgen-induzierten
Expressionsidnderungen betroffen zu sein. Novati et al. (2018) beschreiben im Gegensatz hierzu
moderate differentielle Expression in BACHD Ratten bereits im Alter von zwei Monaten.
Zusdtzlich legen die in der vorliegenden Arbeit bereits zum Sechsmonatszeitpunkt
beobachteten phinotypischen Defizite Verinderungen auf molekularbiologischer Ebene
zumindest nahe. Mogliche Erkldrungen hierfiir sind die konkrete Konstruktion des
Koexpressionsnetzwerks, Expressionsidnderungen in nicht betrachteten Modulen und eine

unzureichende statistische Power.

Aufbau und Datengrundlage des zu konstruierenden Koexpressionsnetzwerks haben
erheblichen Einfluss auf die Art des entstehenden Netzwerks und die dadurch am besten zu
bearbeitenden Fragestellungen (Zhang & Horvath, 2005; Langfelder & Horvath, 2008). Diese
Arbeit nutzte die Daten der unter Standardbedingungen gehaltenen Tiere zum
Zwolfmonatszeitpunkt zur Modulkonstruktion. Hieraus ergibt sich notwendigerweise, dass die
statistische Power zur Identifikation von Expressionsunterschieden zwischen den Genotypen
auf diesen Untersuchungszeitpunkt fokussiert ist. Die resultierende Modulstruktur lieB sich
zwar auch in der Sechsmonatskohorte replizieren und behélt ihre Validitdt daher auch in diesen
Daten; durch eine Netzwerkkonstruktion, welche die jiingere Altersgruppe bereits in den
initialen Aufbau des Netzwerks integriert, konnte der Expressionsraum zwar einerseits derart
eingeteilt werden, dass die transkriptionelle Variation iiber beide Alterszeitpunkte hinweg zur
Modulbildung herangezogen werden kann. Andererseits hétte ein Netzwerk auf Basis der unter
Standardbedingungen gehaltenen Tiere beider Altersgruppen den deutlichen Nachteil, dass
auch nach angemessener Normalisierung der Daten der Alterseffekt die Koexpressionsmatrix
so stark pragen wiirde, dass die im Vergleich hierzu geringer ausgepréigten Effekte von Genotyp
und Haltungsbedingung einen deutlich geringeren Einfluss auf die Modulbildung ausiiben
wiirde. Da Ziel der vorliegenden Arbeit war, primidr Effekte von Genotyp und
Haltungsbedingung zu untersuchen, wiirde ein solches Netzwerk fiir die interessierende
Fragestellung einen geringeren Informationswert liefern als das gewihlte, der nur durch eine
erhebliche Steigerung der Stichprobengréfle zu kompensieren wire. Der beschriebene trade-off
in der Betrachtung unterschiedlicher Effekte wire prinzipiell {iber eine sogenannte
Konsensusanalyse (Langfelder & Horvath, 2008; Langfelder et al., 2013) umgehbar, die beide
Alterszeitpunkte getrennt zur Netzwerkkonstruktion heranzieht und iibergreifende

Konsensusmodule definiert, wodurch eine Moduleinteilung erzeugt wird, die durch beide
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voneinander unabhingige Datensédtze informiert ist und von ihnen geteilt wird. Von einer
Konsensusanalyse des hier verwendeten Datensatzes wurde aus mehreren Griinden abgesehen.
Zum einen ist die verfiigbare Stichprobengrofe fiir die Erstellung eines Konsensus-
Koexpressionsnetzwerks sehr klein und lauft damit Gefahr, dass das entstehende Netzwerk
durch unsystematische Messungenauigkeit verzerrt wird (Horvath, 2011). Andererseits steigt
mit zunehmender Komplexitit der Netzwerkstruktur die Anzahl der Gene, die keinem der
entstehenden Module zugeordnet werden konnen, womit die Informationsdichte der Analyse
zunehmend reduziert wiirde. Zusammenfassend ist die Wahl der sinnvollsten
Netzwerkkonstruktion abhédngig von der konkret formulierten Fragestellung, wenn auch
Kernzusammenhénge des betrachteten Expressionsraums bei ausreichender Stichprobengrofle

und Validitit der Daten erhalten bleiben sollten.

Eine weitere mogliche Erklarung ist, dass mit hoher Wahrscheinlichkeit auch in weiteren als
den zwei identifizierten Modulen relevante differentielle Expression der Modulgene
anzunehmen ist. Das konstruierte Netzwerk beinhaltete beispielsweise bereits insgesamt fiinf
Module, deren Koexpression vom Genotyp der Tiere beeinflusst wurde, die jedoch nicht alle
ausreichend in anderen Experimentalgruppen und externen Datensdtzen validiert werden
konnten. Weitere Module zeigten deutliche Eigengen-Genotyp-Korrelationen, die in der relativ
kleinen Versuchsgruppe keine statistische Signifikanz erreichen konnten. Eine Erh6hung der
Stichprobengrofle wiirde erlauben, weitere Module mit weniger starker transgen-abhédngiger
Verdnderung zu identifizieren. Die Reevaluation des Netzwerks in einer grofleren Kohorte
konnte diese Module als ebenfalls vom Transgen beeinflusst vorfinden. Langfelder et al. (2016)
beispielsweise beschreiben in transgenen HD-Miusen neben Modulen, die funktional mit den
hier beschriebenen iibereinstimmen, weitere striatale Module, deren Gene unter anderem mit
Transkriptionsfaktoren, DNA-Reparaturmechanismen, Chromatin-Regulation, Zellteilung und
mitochondrialen Funktionen assoziiert sind. Die hier identifizierten Module sind — die Validitat
des mHTT-Effekts vorausgesetzt — als Spitze der differentiellen Expression zu verstehen, die
voraussichtlich von hier nicht detektierten, weniger deutlichen Verdnderungen in weiteren
Modulen begleitet wird. Die Untersuchung an einem groferen Kollektiv wiirde dariiber hinaus
auch innerhalb der identifizierten Module {iber die Minimierung von Typ-II-Fehlern eine

verbesserte Analyse der differentiellen Genexpression ermoglichen.

Beide Varianten des environmental enrichment waren in der Lage, die verdnderte striatale
Genexpression transgener Tiere wieder nahezu vollstdndig zu normalisieren. Es fand sich

zusdtzlich im Vergleich beider Umweltinterventionen Evidenz dafiir, dass ein spéter
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einsetzendes EE teilweise einen noch stirkeren normalisierenden Effekt aufweist. Auf Ebene
des Phinotyps konnte keine der beiden Umweltmodifikationen die beobachtete behaviorale
Dysfunktion relevant beeinflussen. Es zeigte sich hier eine Gleichwertigkeit beider EE-
Ansitze. Die spiatere Anwendung eines EE nach Auspragung eines bereits deutlich gestorten
Phénotyps transgener Tiere stand damit in keinem der betrachteten Parameter der ldngeren und
fritheren Intervention nach. Motiviert wurde der Vergleich beider EE-Varianten durch
translationale Uberlegungen. Sollten sich diese Ergebnisse auf den Menschen iibertragen
lassen, ergdben sich daraus moglicherweise Hinweise, dass forderliche Lebensstilanderungen
auch reaktiv nach Symptommanifestation noch sinnvoll und verlaufsmodifizierend wirken

konnen.

Die Effektivitdt von environmental enrichment in der Normalisierung Transgen-vermittelter
Verdnderungen unterschied sich deutlich zwischen den transkriptionellen und behavioralen
Parametern. Inkonsistente Effekte zwischen verschiedenen biologischen Ebenen und moderate
Reliabilitdt von Verhaltenstestverfahren im BACHD Rattenmodell wie in Tiermodellen im
Allgemeinen sind zwar nicht uniiblich (Novati et al., 2020). Dennoch sollten auch Aspekte, die
fiir diese konkrete Untersuchung spezifisch sind, als mogliche Ursachen erwédhnt werden. So
konnte der beobachtete Altersbereich von der Geburt bis maximal knapp einem Jahr zu frith
sein, um phénotypische Effekte des environmental enrichment erfassen zu konnen. Ein ldngerer
Untersuchungszeitraum konnte ratsam sein, um moglicherweise spdter einsetzende
Umwelteffekte auf den Phénotyp beobachten zu kénnen. HD ist eine Erkrankung, die sich
iiblicherweise im mittleren Erwachsenenalter manifestiert. Die mittlere Lebenserwartung von
rattus norvegicus unter Laborbedingungen betrdgt etwa 30 bis 36 Monate, wobei weibliche
Tiere tendenziell ein hoheres Alter erreichen als mannliche (Haines, 2010; Carter et al., 2020).
Die korrekte Entsprechung von Lebensabschnitten und Lebensspanne im Menschen auf die
Ratte als Modellorganismus ist nicht eindeutig gekléart (Quinn, 2005; Andreollo et al., 2012;
Sengupta, 2013, 2015). Basierend auf Schéatzungen von Sengupta (2013) entspricht eine sechs
Monate alte Ratte in etwa einem 18-jéhrigen Menschen, wihrend 12 bzw. 18 Rattenmonate mit
circa 30 bzw. 45 Menschenjahren korrespondieren. Das BACHD-Rattenmodell zeichnet sich
durch einen friih einsetzenden progressiven Phanotyp aus (Yu-Taeger et al., 2012) wie er auch
in der vorliegenden Arbeit beobachtet wurde. Prozesse, die den Einfluss der Umwelt auf
behaviorale Eigenschaften vermitteln, konnten davon losgelost von altersspezifischen
Einfliilssen abhidngen, die im ersten Lebensjahr nicht ausreichend ausgeprigt sind. Eine
Verlangerung des Beobachtungszeitraums um einige Monate konnte helfen, potenzielle

altersabhingige Drittvariablen zu identifizieren, die den Effekt von environmental enrichment
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beeinflussen. Ebenso mdglich ist, dass die EE-bedingte Normalisierung des Transkriptoms
durch Mediatoren auf zwischengeschalteten Ebenen nicht zu phéanotypischen Verdnderungen
fithrte. (Post-)Translationale Modifikationen von Genprodukten treten bei HD auf und tragen
relevant zur Pathophysiologie bei (Ehrnhoefer et al., 2011; Martin et al., 2018; Lontay et al.,
2020). Eine Untersuchung des striatalen Proteoms konnte Aufschluss dariiber geben, wie sich
die beobachtete transkriptionelle Normalisierung mHTT-bedingter Verdnderungen auf die

Verfligbarkeit und Zusammensetzung zugehoriger Proteine auswirkt.

Moglicherweise geniigten Anzahl und Ausmal3 der EE-bedingten Expressionsnormalisierung

auch nicht, um behaviorale Eigenschaften ausreichend stark beeinflussen zu konnen.

Die beobachteten transkriptionellen Anderungen koénnten mit der Leistung der Tiere in der
Verhaltensmessung auch schlicht in keinem Kausalzusammenhang stehen. Der genutzte
Experimentalaufbau ermdoglicht kausale Aussagen nur in Bezug auf die Effekte von Transgen
und Haltungsbedingung. Uber Zusammenhénge zwischen der Genexpression exklusive des
Transgens und dem Phénotyp konnen nur korrelative Aussagen getroffen werden, die in

entsprechenden Folgestudien auf Kausalitit gepriift werden miissten.

Zuletzt ist konnte die verfiigbare statistische Power nicht ausreichend hoch fiir die verléssliche
Detektion eines moderierenden Umwelteffekts gewesen sein. Trotz relativer Verbreitung der
Praxis sollte eine post hoc Anwendung von Poweranalysen zur Beurteilung des gefundenen
(Nicht-)Eftekts unterbleiben (Goodman & Berlin, 1994; Hoenig & Heisey, 2001; Althouse,
2021). Werden stattdessen allgemeine Empfehlungen fiir die Planung der Stichprobengréfe zur
Etablierung ausreichender statistischer power herangezogen, zeigt sich angesichts der
realistisch erwartbaren Effektstirke eine zu geringe Besetzung der einzelnen Zellen der

Verhaltenstestung (Jones et al., 2003; Van Voorhis & Morgan, 2007; Button et al., 2013).

Die als niedrig angenommene statistische Power weist auf eine generelle Limitation der
vorliegenden Arbeit hin, die auch die Einordnung der Ergebnisse der Koexpressionsanalyse
betrifft. Die dort beobachteten starken Effekte basieren auf kleinen Gruppen von in der Regel
sechs Tieren pro Genotyp in der jeweiligen Experimentalbedingung. Power-assoziierte Risiken
solch kleiner Versuchsgruppen beinhalten — neben der definitorisch reduzierten
Wahrscheinlichkeit wahre Effekte in der Analyse auch zu entdecken — die Uberschitzung von
Effektgrolen sowie einen geringeren positiven Priadiktionswert, gleichbedeutend mit einer
niedrigeren Wahrscheinlichkeit, dass statistisch signifikante Ergebnisse wahre Effekte
reflektieren anstelle von falsch-positiven Befunden (Button et al., 2013). Niedrige statistische

Power ist ein insbesondere in der Grundlagenforschung weit verbreitetes Problem mit daraus
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resultierenden niedrigen Replikationsraten, das Tierversuchsstudien in besonderem Malle
betrifft (Prinz et al., 2011; Begley & Ellis, 2012; Button et al., 2013; Singh et al., 2016; Munafo
et al., 2017; Frommlet, 2020; Voelkl et al., 2020; Gosselin, 2021). So konnten Begley und Ellis
(2012) die Ergebnisse von nur sechs der 53 untersuchten landmark studies im Gebiet der
priklinischen Krebsforschung reproduzieren. Ahnliche Probleme zeigten groBangelegte
Replikationsstudien anderer Felder, etwa der Psychologie (Aarts et al., 2015). Auch und
insbesondere Publikationen in hochrangigen Wissenschaftsjournalen sind hiervon betroffen
(Camerer et al., 2018). Eine durch das Nature Journal initiierte Befragung von etwa 1600
Forschenden insbesondere aus den Naturwissenschaften und /ife sciences ergab, dass iiber 70%
bzw. iiber 50% der Teilnehmenden erfolglos versuchten, fremde bzw. eigene Ergebnisse zu
reproduzieren (Baker, 2016). Im vielbeachteten Artikel ,,Why most published research findings
are false* beschreibt (Ioannidis, 2005) unzureichende statistische Power als eines der zentralen
Risiken fiir die Generierung falsch-positiver Effekte. Eine hierauf aufbauende Analyse von
Tierversuchen in den Neurowissenschaften fand exemplarisch bei Studien, die
Geschlechtseffekte in Morris water maze Experimenten untersuchten, bei durchschnittlich 22
Versuchstieren eine Power von 18%, um Effekte in der berichteten GroBenordnung zu
detektieren (Button et al., 2013). Insofern wird eine fiir die erwarteten EffektgroBen nicht
optimale Stichprobengréfle eine wesentliche Limitation der vorliegenden Arbeit dar, die von
einem grof3en Teil der grundlagenwissenschaftlichen Studien geteilt wird, aber nichtsdestotrotz
hervorzuheben ist und von Folgestudien angemessen zu adressieren wére; eine Reihe hierfiir
zur Verfiigung stehender potentieller MaBnahmen findet sich etwa in Cobo et al. (2007),
McNutt (2014), Reed (2018), Macleod & Mohan (2019), Frommlet (2020), von Kortzfleisch
und Kolleglnnen (2020) sowie Bonapersona et al. (2021).

4.2 Identifikation potenzieller Kandidatengene

Durch den verwendeten Netzwerkansatz konnte eine Vielzahl von Genen in ihrer Koexpression
erfasst und mit dem Genotyp-Status als interessierende unabhéngige Variable assoziiert werden.
Die Untersuchung auf Modulierbarkeit dieses Zusammenhangs durch Haltungsbedingungen
ermoglichte eine Filterung nach Genen, deren Expression sowohl von mHTT-bezogenen
Effekten verdndert wurde als auch durch Finfliisse aus der Umwelt der Tiere normalisiert
werden konnte. Hieraus rekrutieren sich Kandidatengene fiir kausale Validierungsstudien, die
als Ausgangspunkt dienen kdnnen, um relevante zellulire Mechanismen zu identifizieren, tiber
die pathophysiologische Prozesse im Rahmen der mHTT-Expression beeinflusst werden

konnen. Aus dieser Gruppe von Kandidatengenen hervorzuheben sind MBP (myelin basic

73



protein, siche Abbildung 21) und MAG (myelin associated glycoprotein, siche Abbildung 22)
aus dem Modul Cyan sowie CRYAB (alpha-crystallin B chain, siche Abbildung 23) und DNM?2
(dynamin 2, siche Abbildung 24) aus dem Modul Purple.

MBP ist eines der in den Myelinscheiden des zentralen Nervensystems am haufigsten
vorkommenden Proteine und entscheidend am Myelinisierungsprozess beteiligt (Boggs, 2006;
Raasakka et al., 2017). Eine erniedrigte MBP-Expression in HD-Tiermodellen war mit der
Ausdiinnung von Myelinscheiden noch vor der Manifestation erster Symptome assoziiert
(Xiang et al., 2011). Im Kontext demyelinisierender Erkrankungen wie der Multiplen Sklerose
wird fiir das Ausmaf} der MBP-Expression ein ursidchlicher Zusammenhang mit dem Untergang

von Myelinstrukturen angenommen (Raasakka et al., 2017).
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Abbildung 21. Expressionsprofil myelin basic protein (Mbp) in den verschiedenen
Versuchsbedingungen. Die Expression wird in normalized read counts (normCounts)
quantifiziert, Fehlerbalken geben den Standardfehler an.

74



MAG macht unter den Proteinen der Myelinscheide sowohl des zentralen wie auch des
peripheren Nervensystems einen relativen Anteil von unter 1% aus (Trapp, 1990). Fiir die
Axon-Myelin-Interaktion sowie den Erhalt myelinisierter Axone und Differenzierung von
Oligodendrocyten ist es von entscheidender Bedeutung (Bjartmar et al., 1999; Quarles, 2007,
Kinter et al., 2013). Loss-of-function-Mutationen im MAG Gen fiihren im Menschen wie im
experimentellen Tiermodell zur Degeneration myelinisierter Axone (Fruttiger et al., 1995; Yin

etal., 1998; Pan et al., 2005; Lossos et al., 2015).
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Abbildung 22. Expressionsprofil myelin associated glycoprotein (Mag) in den verschiedenen
Versuchsbedingungen. Die Expression wird in normalized read counts (normCounts)
quantifiziert, Fehlerbalken geben den Standardfehler an.

CRYAB kodiert als Genprodukt das Hitzeschock-Protein aB-Kristallin, welches unter anderem
an fehlgefaltete Proteinstrukturen bindet und so deren Aggregation verhindert (Yamamoto et
al., 2014). In Tiermodellen zeigte aB-Kristallin neuroprotektive Effekte im Kontext einer
Vielzahl neurodegenerativer Proteinopathien (Wang et al., 2005; Hagemann et al., 2009;

Waudby et al., 2010; Tue et al., 2012; Hochberg et al., 2014; Lu et al., 2019). Speziell auf die
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Huntington-Erkrankung bezogen stellten Oliveira et al. (2016) in BACHD Méusen ein
progredientes Defizit von aB-Kristallin fest und konnten nach Induktion einer verstirkten

astrocytiren CRYAB-Expression phinotypische Verbesserungen beobachten.
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Abbildung 23. Expressionsprofil alpha-crystallin B chain (Cryab) in den verschiedenen
Versuchsbedingungen. Die Expression wird in normalized read counts (normCounts)
quantifiziert, Fehlerbalken geben den Standardfehler an.

DNM2 spielt eine wichtige Rolle fiir die Fusion und Abschniirung von Membranen und agiert
damit als wichtiger Mediator in der Teilung und Verschmelzung von Organellen sowie bei
endocytotischen Prozessen (Laiman et al., 2023). Es wird als (Ko-)Kausalfaktor fiir eine Reihe
neuromuskuldrer Erkrankungen angenommen (Zhao et al., 2018). In seiner Interaktion mit
Mitochondrien und Endosomen ist es fiir den zelluldiren Energiehaushalt und autophagale
Prozesse relevant und scheint diese in HD in direkter Protein-Protein Interaktion mit HTT zu

modifizieren (Tourette et al., 2014; Kraus & Ryan, 2017; Puri et al., 2020; Jurcau, 2022).
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Abbildung 24. Expressionsprofil dynamin 2 (Dnm2) in den verschiedenen
Versuchsbedingungen. Die Expression wird in normalized read counts (normCounts)
quantifiziert, Fehlerbalken geben den Standardfehler an.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war, in einem transgenen Tiermodell die transkriptionellen und
Phénotyp-bezogenen Auswirkungen der Huntington-Erkrankung zu untersuchen und das
Verstiandnis zu vertiefen, inwieweit diese durch Verhaltens- und Umweltfaktoren verhindert
bzw. modifiziert werden konnen. Die generierten Daten wurden einem integrativen
Netzwerkansatz zugefiihrt, der nach sorgfiltiger Literaturrecherche hier erstmals zur Analyse
der Genexpression im Kontext von environmental enrichment und Chorea Huntington
eingesetzt wurde. Die Ergebnisse lassen sich im Kontext der vorangestellten Hypothesen

folgend zusammenfassen.

Hypothese 1.a: BACHD Tiere der Kontrollgruppe zeigen in Verhaltenstests

insgesamt eine schlechtere Leistung als WT Tiere

Transgene Tiere priasentierten einen im Vergleich zum Wildtyp deutlich betroffenen Phénotyp,
der nicht relevant durch die unterschiedlichen Haltungsbedingungen beeinflusst wurde. Die am
starksten beeintrdchtigte Doméne fand sich im lokomotorischen Verhalten der Tiere wéhrend
der Dunkelphase des Tageszyklus. BACHD Ratten zeigten zu beiden Alterszeitpunkten ein
stark reduziertes Ausmall lokomotorischer Aktivitdt. Deutliche mHTT-induzierte kognitive
Defizite zeigten sich ebenfalls sowohl in der jlingeren als auch der dlteren Kohorte. Eine
moderate  Steigerung Angst-bezogenen Verhaltens in BACHD-Ratten konnte zum
Zwdolfmonatszeitpunkt beobachtet werden. Zusitzlich zeigten transgene Tiere eine verstérkte
Gewichtszunahme wihrend der ersten Lebenswochen. In Gesamtschau stehen die erhobenen

Verhaltensdaten in Einklang mit der zugehorigen Hypothese.

Hypothese 1.b: BACHD Tiere der Kontrollgruppe weisen eine partiell differentielle
striatale Genexpression im Vergleich zu SE WT Tieren auf

Das auf den Tieren der SE'?™ Kontrollgruppe basierende Netzwerk der striatalen Koexpression
enthielt fiinf in ihrer Expression signifikant vom Genotyp der Tiere beeinflusste Module. Die
Validierung des Netzwerks an internen wie externen murinen Expressionsdaten sowie an HD-
PatientInnen fiihrte zur Selektion von zwei Modulen, die liber alle betrachteten Datensétze als
konserviert angesehen werden konnten. Zusétzliche Evidenz fiir diese Auswahl ergab sich aus
einer Konvergenzvalidierung mit der einfachen differentiellen Genexpressionsanalyse. Die
differentielle Genexpression der Module betraf Gene, die insbesondere fiir gliale bzw.

neuronale Funktionen von Bedeutung sind. Fiir diese Gene zeigte sich ausnahmslos eine
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geringere Expression in transgenen relativ zu Wildtyp Tieren. Diese Befunde stiitzen die in der

zugehorigen Hypothese angenommenen Zusammenhénge.

Hypothese 2.a: Die in 1.a angenommenen phanotypischen Unterschiede sind zum

Zwolfmonatszeitpunkt ausgepragter als zum Sechsmonatszeitpunkt

Die beobachteten phanotypischen Defizite transgener Ratten prisentierten sich zwischen den
betrachteten Alterszeitpunkten partiell progredient. Angst-bezogenes Verhalten lag zum Zwolf-
, nicht aber zum Sechsmonatszeitpunkt zwischen den Genotypen verdndert vor. Kognitive
Defizite zeigten eine Tendenz zur Verschlechterung in der dlteren Kohorte. Lokomotorische
Defizite schlieBlich waren in beiden Altersgruppen dhnlich stark ausgeprigt.
Zusammengenommen lag bei dlteren BACHD Ratten — wie in der aufgestellten Hypothese

angenommen — ein im Mittel starker beeintrichtigter Phinotyp vor,.

Hypothese 2.b: In 1.b angenommene transkriptionelle Unterschiede zwischen den
Genotypen sind zum  Zwolfmonatszeitpunkt  ausgepragter als zum

Sechsmonatszeitpunkt

Zum Sechsmonatszeitpunkt fand in den betrachteten Modulen in nur sehr geringem Malle
differentielle Expression statt. Die in der &lteren Tierkohorte festgestellten deutlichen
transkriptionellen Unterschiede zwischen den Genotypen stehen hierzu in Kontrast. Im
Allgemeinen zeigte die Mehrheit der Modulgene eine altersassoziierte Anderung ihrer
Expressionsrate. Die betrachteten Pseudo-Trajektorien in den jeweiligen Modulen umfassten
im Wesentlichen dieselben Gene. BACHD Tiere konnten dabei tendenziell das Ausmalf der in
WT Tieren gezeigten Expressionsdnderung nicht gleichermaBen nachvollziehen. Passend
hierzu deutete sich bei BACHD Tieren in Genen, die nur in Pseudotrajektorien eines der beiden
Genotypen enthalten waren, ein Nichtnachvollziechen von im Wildtyp beobachteten
Expressionsverdnderungen an. Damit entsprechen die beobachteten den in der Hypothese

formulierten Anderungen.
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Hypothese 3.a: Im Vergleich der SE Tiere mit beiden EE Gruppen zeigt sich in den
Verhaltensdaten eine Interaktion von Genotyp mit Umwelt zugunsten eines

geringeren Transgen-Effekts unter beiden EE-Bedingungen.

Der Genotyp der Tiere hatte einen deutlichen Einfluss auf den beobachteten Phanotyp. Ein diese
Unterschiede modulierender Interaktionseffekt zwischen Genotyp und Haltungsbedingung
wurde in den Verhaltensmessungen nicht beobachtet. Vereinzelt zeigten sich milde bis moderate
Umwelteffekte, die dann stets beide Genotypen betrafen. Einzig in den PhenoMaster-Daten zur
Dunkelphase-Aktivitdt zeigte sich eine Interaktion beider experimentell manipulierter
Variablen. Diese ist allerdings auf Unterschiede zwischen den Wildtyp-Subgruppen
zurliickzufiihren und nicht auf eine verdnderte Aktivitdt von transgenen Tieren in
unterschiedlichen Haltungsbedingungen. Insofern unterstiitzen die erhobenen Daten die

formulierte Hypothese nicht.

Hypothese 3.b: Die in 1.b angenommene differentielle Expression zwischen den

Genotypen liegt in beiden EE-Gruppen reduziert vor.

Die unter Standardbedingungen aufgetretene ausgeprigte differentielle Expression von
Modulgenen betraf unter beiden enriched environment Bedingungen nur vereinzelte Gene. In
Modul Cyan wurde Anzahl an differentiell exprimierten Genen je nach betrachtetem Vergleich
auf maximal vier und in Modul Purple auf maximal drei Gene begrenzt. Unter
Standardbedingungen wurden kontrastierend hierzu jeweils 84 (Modul Cyan) bzw. 65 Gene
(Modul Purple) in Abhingigkeit vom Genotyp unterschiedlich exprimiert. Dieser Ergebnisse
entsprechen damit dem in der Hypothese antizipierten Effekt.

Hypothese 4.a: Der in 3.a angenommene Interaktionseffekt unterscheidet sich

zwischen friherer und spaterer EE-Exposition.

Beide enriched environments unterschieden sich insgesamt nicht in threr Auswirkung auf den
Phinotyp transgener Tiere. Der angenommene modulierende Effekt der Haltungsbedingung
fand sich weder fiir frithes noch fiir spétes environmental enrichment. Die Hypothese kann

durch diese Ergebnisse daher nicht unterstiitzt werden.
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Hypothese 4.b: Die in 1.b angenommene differentielle Expression wird durch EE#rin

und EEspat unterschiedlich stark reduziert.

Sowohl frithes als auch spites environmental enrichment konnte die unter
Standardbedingungen beobachteten ~mHTT-induzierten Expressionsdnderungen stark
reduzieren. Ein substanzieller Einfluss auf weitere Modulgene, die unter Standardhaltung keine
differentielle Expression aufwiesen, wurde nicht beobachtet. In Modul Purple wurde die
relative Anderung der Genexpression in transgenen Tieren in beiden enriched environments in
vergleichbarem Umfang reduziert. Beide Umweltinterventionen schienen damit den gleichen
normalisierenden Effekt auf die striatale Transkription gehabt zu haben. Fiir die Expression der
Gene in Modul Cyan zeigte sich ebenfalls fiir beide EE-Varianten ein entsprechender
angleichender Effekt, der unter spiter einsetzendem environmental enrichment stirker
ausgeprigt zu sein schien. Die beiden Umweltinterventionen scheinen daher im Sinne der
Hypothese zumindest partiell unterschiedlichen FEinfluss auf die striatale Genexpression

ausgeiibt zu haben.
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Appendix

Appendix 1. Ubersicht iiber die Module der durchgefiihrten Netzwerk-Analyse. Angegeben
sind alle 98 identifizierten Module mit der Anzahl der zugeordneten Gene (n) sowie dem

und Bayes-Faktor (BF).

jeweiligen Eigengen-Genotyp Korrelationskoeffizienten (r) mit zugehorigem p-Wert (p)

Modul n r(p) BF
lightslateblue 36 -29 | (.34) 0.33
mediumpurplel 36 .08 | (.81) 0.21
orangered | 38 -.36 | (.22) 0.43
pink4 39 -.19 | (.53) 0.25
mediumpurple4 40 .07 | (.81) 0.21
sienna4 40 -.02 | (.95) 0.21
skyblue4 40 -.12 1 (.69) 0.22
yellow3 40 .01 | (.97) 0.21
coral3 42 36 | (.23) 0.43
antiquewhite2 43 -.14 ] (.64) 0.23
coral 44 -.14 | (.66) 0.23
darkseagreen3 45 27 | (.36) 0.31
honeydew 45 471 (11) 0.77
lavenderblush2 46 012 | (.97) 0.21
lightpink3 46 -22 | (47) 0.27
magenta4 46 24 | (.43) 0.28
navajowhitel 47 A48 | (.1) 0.83
palevioletred2 48 -.19 | (.54) 0.25
salmon2 49 -.61 ] (.03) 2.40
thistle 50 -.07 | (.82) 0.21
thistle3 50 -4 (.18) 0.52
plum3 52 49 | (.09) 0.88
blue2 55 -.32 1 (.29) 0.37
brown2 55 -.78 1 (.0017) 27.12
darkolivegreen4 55 -23 | (44) 0.28
darkviolet 55 -.151(.63) 0.23
firebrick4 55 .04 | (.9) 0.21
indianred4 57 -45 | (.13) 0.69
lightcoral 57 31 [ (.3) 0.35
lightsteelblue 57 151 (.63) 0.23
mediumpurple2 59 -.72 | (.0058) 9.06
orangered3 59 -.32 1 (.29) 0.37
plum 61 -.15 ] (.62) 0.23
skybluel 62 -29 | (.34) 0.33
skyblue2 62 -.61 | (.027) 2.40
yellow4 62 .02 | (.96) 0.21
coral2 64 -.16 | (.6) 0.24
mediumorchid 64 —0.29 | (0.34) 0.33
antiquewhite4 65 —0.23 | (0.45) 0.28
corall 66 0.16 | (0.61) 0.24
darkseagreen4 66 0.26 | (0.39) 0.3
honeydew1 67 —0.21 | (0.49) 0.26
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lavenderblush3 68 0.16 | (0.59) 0.24
lightpink4 68 —0.07 | (0.82) 0.21
maroon 69 —0.44 | (0.13) 0.65
navajowhite2 70 0.69 | (0.0088) 6.14
palevioletred3 70 —0.72 | (0.0057) 9.21
salmon4 71 —0.21 | (0.48) 0.26
thistlel 71 —0.17 | (0.57) 0.24
plum?2 72 —0.23 | (0.46) 0.28
thistle2 72 0.07 | (0.82) 0.21
darkslateblue 74 0.11 | (0.71) 0.22
bisque4 75 0.25 | (0.41) 0.29
brown4 76 —0.013 | (0.97) 0.21
darkorange?2 76 0.52 | (0.071) 1.09
floralwhite 79 —0.48 | (0.097) 0.83
ivory 79 0.06 | (0.85) 0.21
lightcyan1 80 0.006 | (0.98) 0.21
lightsteelbluel 80 0.46 | (0.12) 0.73
mediumpurple3 81 0.33 | (0.27) 0.38
orangered4 82 0.16 | (0.6) 0.24
pluml 83 0.09 | (0.77) 0.22
skyblue3 83 0.19 | (0.53) 0.25
yellowgreen 84 —0.04 | (0.9) 0.21
sienna3 86 —0.6 | (0.03) 2.17
darkmagenta 87 —0.18 | (0.56) 0.25
darkolivegreen 88 0.58 | (0.036) 1.80
violet 88 0.08 | (0.8) 0.21
paleturquoise 90 —0.41 | (0.16) 0.55
steelblue 91 —0.36 | (0.22) 0.43
saddlebrown 92 —0.13 | (0.68) 0.23
skyblue 97 —0.12 | (0.7) 0.22
darkorange 98 0.31 ] (0.3) 0.35
white 98 —0.12 | (0.7) 0.22
orange 99 —0.61 | (0.027) 2.40
darkgrey 107 —0.07 | (0.82) 0.21
darkturquoise 107 —0.39 | (0.19) 0.50
darkgreen 112 —0.22 | (0.48) 0.27
darkred 120 —0.5 | (0.079) 0.95
royalblue 124 —0.15 | (0.63) 0.23
lightyellow 125 —0.09 | (0.77) 0.22
lightgreen 132 —0.14 | (0.65) 0.23
midnightblue 146 0.16 | (0.61) 0.24
cyan 162 —0.73 | (0.0047) 10.98
salmon 171 —0.49 | (0.091) 0.88
tan 175 —0.05 | (0.87) 0.21
greenyellow 218 —0.03 | (0.92) 0.21
purple 224 —0.71 | (0.0061) 8.67
magenta 260 —0.51 | (0.075) 1.02
pink 276 0.08 | (0.8) 0.21
grey60 277 0.41 | (0.16) 0.55
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black 304 0.53 [ (0.064) 1.18
red 317 —0.37 | (0.21) 0.45
green 341 0.22 | (0.48) 0.27
yellow 409 0.32 | (0.28) 0.37
brown 606 ~0.53 | (0.06) 1.18
blue 751 0.44 | (0.13) 0.65
turquoise 853 0.61 | (0.028) 2.34
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Appendix 2. Funktionelle Anreicherung in Modul Cyan. Angegeben sind die 10 am starksten angereicherten Gene Ontology (GO) Kategorien, geordnet nach dem
jeweiligen p-Wert (p-Value) im Rahmen der Uberreprisentationsanalyse (ORA). Daneben angegeben sind die entsprechende GO-Identifier mit zugehdrigem
Terminus, die Anzahl der zu dieser Kategorie annotierten Gene (size), die Anzahl an Modulgenen, welche mit der jeweiligen GO-Kategorie annotiert sind (overlap),
die Anzahl des erwarteten overlap bei Zufallsziehung (expect) und das relative Ausmal} an Anreicherung iiber diesen erwarteten Wert hinaus (Enrichment Ratio);
neben dem unkorrigierten p-Wert (pValue und logl0p) ist auch die false discovery rate (FDR) als korrigiertes Signifikanzmal} angegeben; daneben sind die
konkreten Modul-Gene angegeben, welche mit der jeweiligen GO-Kategorie assoziiert sind (userld).

GO-Identifier | GO Terminus size overlap expect | Enrichment pValue FDR log10p
Ratio
GO0:0042552 myelination 98 15 0.798 18.81 1.998e-15 2.477e-12 14.699317
G0:0007272 ensheathment of neurons 100 15 0.814 18.43 2.665¢e-15 2.477e-12 14.574379
G0O:0008366 axon ensheathment 100 15 0.814 18.43 2.665e-15 2.477e-12 14.574379
GO0:0043209 myelin sheath 125 14 1.017 13.76 1.487¢e-12 1.036e-09 11.827809
GO0:0021782 glial cell development 67 10 0.545 18.34 1.4654¢-10 8.173e-08 9.834105
G0:0048709 oligodendrocyte differentiation 78 10 0.635 15.76 6.897¢-10 3.206e-07 9.161314
GO:0042063 gliogenesis 225 13 1.831 7.101 3.579¢-08 1.426e-05 7.446288
G0:0010001 glial cell differentiation 153 11 1.245 8.835 4.611e-08 1.608-05 7.336189
G0:0022008 neurogenesis 1188 29 9.667 2.999 5.915e-08 1.833e-05 7.228072
G0:0120036 plasma membrane bounded cell 1017 26 8.276 3.142 1.358e-07 3.788e-05 6.867084
projection organization
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Fortsetzung Appendix 2.

userld

ENSRNOG00000002419;ENSRNOG00000003338; ENSRNOG00000007393; ENSRNOG00000009149;ENSRNOG00000011305;ENSRNOG00000012906;ENSRNOG00000016516;ENSRNOG00000016558;ENS
RNOG00000018950;ENSRNOG00000019556; ENSRNOG00000020102; ENSRNOG00000021023; ENSRNOG00000028274;ENSRNOG00000030625;ENSRNOG00000038160

ENSRNOG00000002419;ENSRNOG00000003338; ENSRNOG00000007393; ENSRNOG00000009149;ENSRNOG00000011305;ENSRNOG00000012906;ENSRNOG00000016516;ENSRNOG00000016558;ENS
RNOG00000018950;ENSRNOG00000019556; ENSRNOG00000020102;ENSRNOG00000021023; ENSRNOG00000028274;ENSRNOG00000030625; ENSRNOG00000038160

ENSRNOG00000002419;ENSRNOG00000003338; ENSRNOG00000007393; ENSRNOG00000009149;ENSRNOG00000011305;ENSRNOG00000012906;ENSRNOG00000016516; ENSRNOG00000016558;ENS
RNOG00000018950;ENSRNOG00000019556;ENSRNOG00000020102;ENSRNOG00000021023; ENSRNOG00000028274;ENSRNOG00000030625; ENSRNOG00000038160

ENSRNOG00000002419;ENSRNOG00000003276; ENSRNOG00000003338; ENSRNOG00000007393; ENSRNOG00000009149;ENSRNOG00000016516;ENSRNOG00000016558; ENSRNOG00000017496;ENS
RNOG00000017601;ENSRNOG00000018991;ENSRNOG00000020014;ENSRNOG00000020102;ENSRNOG00000021023; ENSRNOG00000038328

ENSRNOG00000002419;ENSRNOG00000007393; ENSRNOG00000011305; ENSRNOG00000018950;ENSRNOG00000018991;ENSRNOG00000019556; ENSRNOG00000020102; ENSRNOG00000021023;ENS
RNOG00000028274;ENSRNOG00000038160

ENSRNOG00000002419;ENSRNOG00000011305;ENSRNOG00000017496; ENSRNOG00000018950;ENSRNOG00000018991;ENSRNOG00000019556;ENSRNOG00000020102; ENSRNOG00000021023;ENS
RNOG00000028274;ENSRNOG00000038160

ENSRNOG00000002419;ENSRNOG00000007393; ENSRNOG00000011305; ENSRNOG00000017496;ENSRNOG00000018950;ENSRNOG00000018991;ENSRNOG00000019556; ENSRNOG00000020102;ENS
RNOG00000021023;ENSRNOG00000028274;ENSRNOG00000030625;ENSRNOG00000038160; ENSRNOG00000038328

ENSRNOG00000002419;ENSRNOG00000007393; ENSRNOG00000011305; ENSRNOG00000017496;ENSRNOG00000018950;ENSRNOG00000018991;ENSRNOG00000019556; ENSRNOG00000020102;ENS
RNOG00000021023;ENSRNOG00000028274;ENSRNOG00000038160

ENSRNOG00000000567;ENSRNOG00000002419; ENSRNOG00000003338; ENSRNOG00000004964; ENSRNOG00000005796;ENSRNOG00000006689; ENSRNOG00000007393; ENSRNOG00000009033;ENS
RNOG00000009149;ENSRNOG00000011305;ENSRNOG00000016013;ENSRNOG00000016254;ENSRNOG00000016516;ENSRNOG00000017496;ENSRNOG00000018950; ENSRNOGO00000018952;ENSRNO
G00000018991;ENSRNOG00000019556;ENSRNOG00000020102;ENSRNOG00000020573;ENSRNOG00000020748; ENSRNOG00000020901;ENSRNOG00000021023; ENSRNOG00000026212;ENSRNOGO00

000028274;ENSRNOG00000030625;ENSRNOG00000031927;ENSRNOG00000038160; ENSRNOG00000038328

ENSRNOG00000000567;ENSRNOG00000002419; ENSRNOG00000003338; ENSRNOG00000004964; ENSRNOG00000005796;ENSRNOG00000007367;ENSRNOG00000008517;ENSRNOG00000009033;ENS
RNOG00000009149;ENSRNOG00000009580; ENSRNOG00000010194;ENSRNOG00000016013;ENSRNOG00000016254;ENSRNOG00000016516;ENSRNOG00000017496;ENSRNOG00000018952;ENSRNO
G00000018991;ENSRNOG00000019103;ENSRNOG00000020393;ENSRNOG00000020573;ENSRNOG00000020748; ENSRNOG00000020904;ENSRNOG00000021023;ENSRNOG00000026212;ENSRNOGO00

000026914;ENSRNOG00000031927
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Appendix 3. Funktionelle Anreicherung in Modul Purple. Angegeben sind die 10 am stirksten angereicherten Gene Ontology (GO) Kategorien, geordnet nach
dem jeweiligen p-Wert (p-Value) im Rahmen der Uberreprisentationsanalyse (ORA). Daneben angegeben sind die entsprechende GO-Identifier mit
zugehdrigem Terminus, die Anzahl der zu dieser Kategorie annotierten Gene (size), die Anzahl an Modulgenen, welche mit der jeweiligen GO-Kategorie
annotiert sind (overlap), die Anzahl des erwarteten overlap bei Zufallsziehung (expect) und das relative Ausmaf} an Anreicherung iiber diesen erwarteten Wert
hinaus (Enrichment Ratio); neben dem unkorrigierten p-Wert (pValue und log10p) ist auch die false discovery rate (FDR) als korrigiertes Signifikanzmal3
angegeben; daneben sind die konkreten Modul-Gene angegeben, welche mit der jeweiligen GO-Kategorie assoziiert sind (userld).

geneSet description size overlap expect | Enrichment | pValue FDR log10p
Ratio

GO:0009150 purine ribonucleotide metabolic 331 13 3.829 3.396 1.265e-5 0.1079572 3.897858
process

G0:0009259 ribonucleotide metabolic process | 344 13 3.979 3.267 1.850e-5 0.1079572 3.732734

GO:0006119 oxidative phosphorylation 75 6 0.868 6.916 2.284e-5 0.1079572 3.641305

GO0:0006163 purine nucleotide metabolic 353 13 4.083 3.184 2.38e-5 0.1079572 3.623344
process

G0:0019693 ribose phosphate metabolic 360 13 4.164 3.122 2.878e-5 0.1079572 3.540895
process

GO0:0042775 mitochondrial ATP synthesis 51 5 0.590 8.476 2.984e-5 0.1079572 3.525171
coupled electron transport

G0:0015980 energy derivation by oxidation of | 187 9 2.163 4.161 3.281e-5 0.1079572 3.483949
organic compounds

GO0:0042274 ribosomal small subunit 53 5 0.613 8.156 3-578e-5 0.1079572 3.446315
biogenesis

GO:0051656 establishment of organelle 325 12 3.759 3.192 4.043e-5 0.1079572 3.393266
localization

G0:0010629 negative regulation of gene 1108 26 12.830 | 2.029 4.207e-5 0.1079572  (3.376063
expression
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Fortsetzung Appendix 3.

userld

ENSRNOG00000001170;ENSRNOG00000003150;ENSRNOG00000003307;ENSRNOG00000006939;ENSRNOG00000007407;ENSRNOG00000007946; ENSRNOG00000013766; ENSRNOG00000014405;ENS
RNOG00000015962; ENSRNOG00000016660; ENSRNOG00000021682; ENSRNOG00000047781; ENSRNOG00000053023

IENSRNOG00000001170;ENSRNOG00000003150; ENSRNOG00000003307; ENSRNOG00000006939; ENSRNOG00000007407; ENSRNOG00000007946; ENSRNOG00000013766;ENSRNOG00000014405; ENSRN
0G00000015962;ENSRNOG00000016660;ENSRNOG00000021682; ENSRNOG0000004778 1;ENSRNOG00000053023

IENSRNOG00000001170;ENSRNOG00000006939;ENSRNOG00000007407; ENSRNOG00000016660;ENSRNOG00000047781;ENSRNOG00000053023

IENSRNOG00000001170;ENSRNOG00000003150;ENSRNOG00000003307;ENSRNOG00000006939;ENSRNOG00000007407;ENSRNOG00000007946; ENSRNOG00000013766;ENSRNOG00000014405;ENSRN
0G00000015962;ENSRNOG00000016660;ENSRNOG00000021682; ENSRNOG0000004778 1;ENSRNOG00000053023

IENSRNOG00000001170;ENSRNOG00000003150;ENSRNOG00000003307;ENSRNOG00000006939;ENSRNOG00000007407;ENSRNOG00000007946; ENSRNOG00000013766;ENSRNOG00000014405;ENSRN
0G00000015962;ENSRNOG00000016660;ENSRNOG00000021682; ENSRNOG0000004778 1;ENSRNOG00000053023

IENSRNOG00000001170;ENSRNOG00000006939;ENSRNOG00000007407; ENSRNOG00000016660;ENSRNOG00000053023

[ENSRNOG00000001170; ENSRNOG00000006939;ENSRNOG00000007407,ENSRNOG00000007784; ENSRNOG00000016222;ENSRNOG00000016660; ENSRNOG00000018958; ENSRNOG0000004778 1;ENSRN
(0G00000053023

ENSRNOG00000001225;ENSRNOG00000005031;ENSRNOG00000007240; ENSRNOG00000022171;ENSRNOG00000060449

IENSRNOG00000007240; ENSRNOG00000007649;ENSRNOG00000007784; ENSRNOG00000007946;ENSRNOG00000012160;ENSRNOG00000012347; ENSRNOG00000014296;ENSRNOG00000014429;ENSRN
0G00000020247;ENSRNOG00000023993; ENSRNOG00000032574;ENSRNOG00000051720

ENSRNOG00000001004;ENSRNOG00000001348; ENSRNOG00000002607;ENSRNOG00000004505;ENSRNOG00000005690; ENSRNOG00000006600; ENSRNOG00000008534; ENSRNOG00000010126;ENS
RNOG00000010524;ENSRNOG00000010756; ENSRNOG00000012347;ENSRNOG00000012348; ENSRNOG00000012368; ENSRNOG00000012406;ENSRNOG00000013850; ENSRNOG00000014199;ENSRNO
G00000016631;ENSRNOG00000018958; ENSRNOG00000019572; ENSRNOG00000019812;ENSRNOG00000020005;ENSRNOG00000021143;ENSRNOG00000023363;ENSRNOG00000024689;ENSRNOGO00

000031135;ENSRNOG00000042355
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