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1 Einleitung

1.1 Die Spinozerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3)

Bei der Spinozerebellaren Ataxie Typ 3 (SCA3) handelt es sich um eine
neurodegenerative Erkrankung, die auch unter dem Namen Machado-Joseph-
Erkrankung (MJD) bekannt ist. Zugrunde liegt eine Mutation auf dem ATXN3-
/MJD1-Gen. Es handelt sich bei der SCA3 um eine autosomal dominant vererbte
Erkrankung, die zum Formenkreis der zerebellaren Ataxien gehort (autosomal
dominante zerebellare Ataxie (ADCA). Ursachlich fur diese Mutation ist auf
molekulargenetischer Ebene die Expansion der CAG-Wiederholungen im Ataxin-
3-Gen (ATXN3) (ATXN3-Gen), welches sich auf dem Chromosom 14q32.1
befindet. Bei gesunden Individuen enthalt das ATXN3-Gen lediglich 13-36 CAG-
Wiederholungen. Ein Krankheitsausbruch auf3ert sich hingegen mit 55-86 CAG-
Wiederholungen, was eine deutliche Verlangerung der Basentripletts darstellt
(Adegbuyiro et al., 2017; Kawaguchi et al., 1994; Maruyama et al., 1995). Je nach
Quelle variiert die Angabe der CAG-Wiederholungen fur Trager der Mutation
(Bettencourt & Lima, 2011; Schols et al., 1996). Daruber hinaus konnte
festgestellt werden, dass sich in einem intermediaren Bereich von 45-54 CAG-
Wiederholungen eine unvollstandige Penetranz zeigt. Dementsprechend kommt
es nicht zwingend zu einer Manifestation der Erkrankung (Ashizawa et al., 2018).
Es kommt vor, dass sich sowohl symptomatische als auch asymptomatische
Trager, sowie Trager mit peripher-nervosen, jedoch ohne zentral-nervose
Symptome, in dieser Gruppe befinden (Gu et al., 2004; Maciel et al., 2001;
Padiath et al., 2005; Riess et al., 2008; van Alfen et al., 2001). Diese Annahme
unterstltzend wurde bereits flir Chorea Huntington ein intermediarer Bereich an
Triplett-Wiederholungen festgestellt, bei dem sich bei diesen Patienten ebenfalls
eine unvollstandige Penetranz in der Krankheitsauspragung zeigt (Rubinsztein et
al., 1996).

Diese CAG-Verlangerung resultiert in der fehlerhaften Synthese des Ataxin-3
Proteins und somit in abnormal langen Polyglutamin (PolyQ) Veranderungen.

Diese fuhren folgend zu einer Proteinfehlbildung mit Aggregation und



anschlieRenden nuklearen sowie zytoplasmatischen Einschlissen in neuronalen
Zellen (Burnett & Pittman, 2005; Paulson, Perez, et al., 1997).

Die SCA3 zahlt aufgrund dessen zu den Polyglutamin-Erkrankungen.
Fehlgefaltete und aggregierte Proteine sind charakteristisch fur PolyQ-
Erkrankungen, wie sie beispielsweise auch bei SCA1,2,6,7,17, Dentatorubrale-
pallidolysiale Atrophie (DRPLA) und bei spinobulbarer Muskelatrophie (SBMA)
vorkommen (Klockgether et al., 2019). Diese PolyQ-Erkrankungen zeigen zwar
ahnliche und teilweise auch gleiche Pathomechanismen, ihnen liegen aber
unterschiedlich fehlgefaltete Proteine zugrunde. Beispielsweise handelt es sich
bei allen genannten Erkrankungen, ausgenommen SBMA (welche X-
chromosomal vererbt wird und somit geschlechtslimitiert ist), um autosomal
dominant vererbte Krankheiten, bei denen haufig das Zentrale Nervensystem
(ZNS) betroffen ist. Aufgrund der autosomal dominanten Vererbung ist fur eine
Erkrankung bereits die Mutation auf nur einem der beiden Allele
ausschlaggebend. Daher sind die meisten SCA3-Patienten lediglich
heterozygote Mutationstrager (Paulson & Shakkottai, 1993). Dennoch wurden
auch von einigen homozygoten Mutationstragern berichtet, bei welchen zwei
Kopien des expandierten mutierten ATXN3-Gens detektiert werden konnten.
Auffallig dabei ist, dass dies zu einem phanotypisch schwereren
Krankheitsverlauf und einem friheren Krankheitsbeginn fuhrt (Lang et al., 1994,
Li et al., 2020; Lysenko et al., 2010).

Fehlgefaltete Proteine kommen aber auch in diversen anderen
neurodegenerativen Erkrankungen wie beispielsweise Alzheimer (AD),
Huntington (HD), Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) und Parkinson (PD) vor
(Ross & Poirier, 2004).

Normalerweise liegt der Krankheitsbeginn der PolyQ-Erkrankungen erst im
Erwachsenenalter und ist mit einer langsamen Progression vergesellschaftet.
Zudem haben die PolyQ-Erkrankungen gemeinsam, dass weiterhin eine
bewahrte Therapie zur Behandlung dieser Erkrankungen fehlt (Paulson et al.,
2017).



Die SCAS ist weltweit die haufigste Erkrankung der ADCA mit einer Pravalenz
von 2,7/100.000 (Ruano et al., 2014) und ist mit einem Anteil von 20-50 % in
Deutschland im Rahmen der ADCAs vertreten (Hersheson et al., 2012; Paulson,
2007; Whaley et al., 2011).

Mit einem Erkrankungsalter zwischen der dritten und flnften Lebensdekade,
zahlt die SCA3 generell zu den spat manifestierenden ADCAs (Harding, 1987).
Die Schwere der Erkrankung und somit auch die klinische Auspragung wird durch
die Lange der CAG-Wiederholungen in direkter Weise beeinflusst. Die Anzahl
der CAG-Wiederholungen zeigt ebenfalls einen proportionalen Einfluss auf das
Erkrankungsalter (Age at Onset (AAQO)) (Durr et al., 1996). Jedoch gibt es eine
grole Varianz bezuglich des AAO. Es wurde von einem Erkrankungsbeginn
sowohl mit 5 als auch mit 70 Jahren berichtet. Teilweise sind diese Unterschiede
auf die CAG-Wiederholungslange zuruckzufuhren, denn langere CAG-
Wiederholungen stehen haufig mit einem friheren Erkrankungsbeginn in
Zusammenhang (Subramony & Currier, 1996).

Die Anzahl der CAG-Wiederholungen kann jedoch nicht ganzlich das AAO
erklaren, lediglich zu einem Prozentsatz von 45-62 %. Es besteht eine Varianz
des AAOQ, die sich unabhangig der Lange der CAG-Wiederholungen darstellt, und
innerhalb von Familien eine geringere Varianz aufweist als zwischen Individuen
unterschiedlicher Familien. Aufgrund dieser Beobachtungen scheint es
wahrscheinlich, dass zusatzliche Umwelteinflisse und genetische Faktoren
ebenfalls eine beteiligende Rolle spielen (Akcimen et al., 2020; Schmitz-Hubsch
et al., 2008; B. P. C. van de Warrenburg et al., 2005). Zusatzlich konnte eine
Instabilitat dieser Verlangerung besonders seitens der paternalen Vererbung (in
der mannlichen Meiose) beobachtet werden. Es kann also zu weiteren
Verlangerungen des CAG-Basentripletts in der folgenden Generation kommen.
Dieser Effekt wird Antizipation genannt (Donis et al., 2016; Igarashi et al., 1996)
und entsteht vorwiegend durch Reparaturmechanismen, die jedoch im Laufe der
Zelllinie zu einer Verlangerung fuhren (Schmidt & Pearson, 2016). Dadurch zeigt
sich der Effekt, dass nachfolgende Generationen innerhalb einer Familie
schwerer betroffen sind als die vorherige Generation (Maciel et al., 1995;
Schmitz-Hubsch et al., 2008; Takiyama et al., 1995). Der Effekt der Antizipation



ist nicht unbekannt bei Spinozerebellaren Ataxien und konnte beispielsweise bei
SCAT1, 2, 6, 7 und 17 festgestellt werden. Wie auch bei Chorea Huntington (HD),
SBMA und DRPLA, welche ebenfalls zu den PolyQ-Erkrankungen zahlen (David
et al., 1997; Imbert et al.,, 1996; Koide et al.,, 1994; La Spada et al., 1991;
MacDonald et al., 1993; Orr et al., 1993; Stevanin & Brice, 2008; Tang et al.,
2000; Zhuchenko et al., 1997).

Die Lange des CAG-Repeat in ATXN3 hat aber auch einen Einfluss auf das
Fortschreiten der Erkrankung und somit auf die klinischen Verschlechterungen
des Zustandes der Patienten. Dementsprechend sind langere CAG-Repeats
nicht nur fur einen friheren Krankheitsausbruch verantwortlich, sondern auch mit
einer schnelleren Progression des Krankheitsverlaufs bei SCA3 assoziiert (Leotti
et al., 2021).

Dennoch scheint kein Zusammenhang der CAG-Repeat-Lange mit der
Auspragung der zerebellaren Degeneration zu bestehen (Huang et al., 2017).
Die SCA3 aulert sich in einer klinischen Symptomatik mit Beeintrachtigung des
Gleichgewichts, des Gangs, der koordinierten Bewegung der Gliedmalen,
Einschrankungen in der Sprache und Degradation des Kleinhirns (Hersheson et
al., 2012) sowie in weiteren Bereichen des Nervensystems (Bettencourt & Lima,
2011).

Phanotypisch auldert sie sich demzufolge in breiter Variation. Dabei zeigen sich
zentrale klinische Merkmale, wie beispielsweise die Ataxie (=griechisch, ,das
Fehlen von Ordnung®) der oberen Extremitaten und des Rumpfes, was sich in
Bewegungsstorungen  der  Extremitaten, beispielsweise  bei  den
Handbewegungen, insbesondere mit Schwierigkeiten beim Greifen und Halten
und einer unleserlichen Schrift, auert. Weitere Schwierigkeiten zeigen sich
sowohl beim Gehen, Stehen, als auch beim Sitzen.

Ebenfalls haufig beobachtet in SCA3-Patienten sind motorische Stérungen im
Sinne  von  pyramidalen  Zeichen,  Nystagmus, Dysarthrie, und
Gesichtsfaszikulation. Bei frGthem Krankheitsbeginn zeigen sich haufig
Spastiken, extrapyramidale Steifheit und Dystonie. Bei einem spaten

Krankheitsbeginn wiederum werden distale Atrophie und Sinnesverlust



beschrieben (Coutinho & Andrade, 1978; Rub et al., 2003; Rub, de Vos, Brunt,
et al., 2002; Rub, de Vos, Schultz, et al., 2002; Sudarsky & Coutinho, 1995).
AuRerdem zeigen sich auch nicht-motorische Storungen wie Schlafstorungen,
beispielsweise durch das Restless-Leg Syndrom (RLS)(Schols et al., 1998).
Besonders bei SCA3 Patienten mit einer intermediaren CAG-
Wiederholungslange kann sich das RLS-Syndrom auch als alleinige
Manifestation der Erkrankung auf3ern (van Alfen et al., 2001).

Weitere nicht-motorische Stérungen auldern sich auch teilweise in Depressionen
(Schmitz-Hubsch et al., 2011), einem verminderten Sprechvermdégen,
chronischen Schmerzen und Gedachtnisstérungen.

Die Erkrankung kann sich bereits in der praklinischen Phase in nicht-ataktischen
Symptomen aullern, wie beispielsweise anhand von okkulomotorischen
Defiziten. Diese Beobachtungen wurden bereits bei SCA2 und SCA7 gemacht
(Globas et al., 2008). Weitere Untersuchungen zeigten beispielsweise das
Vorkommen einer Retinopathie bei SCA3-Patienten mit atrophischer
Makulopathie und Ophthalmoplegie. Dies zeigt hingegen einen Unterschied zu
Beobachtungen zu einer eher retinalen Degeneration bei Patienten mit SCA7
(Isashiki et al., 2001).

Bei Patienten mit SCA3 zeigen sich also deutliche Unterschiede in der
Auspragung der Krankheit und der verschiedenen Symptome. Diese
unterschiedlich starke Krankheitsauspragung bei gleicher Anzahl an CAG-
Wiederholungen soll auf verschiedene Isoformen zurlickzufihren sein (Paulson,
2007).

Zudem sollen auch klinische Faktoren wie beispielsweise das Korpergewicht
einen Einfluss auf die Auspragung der Erkrankung haben. Untersuchungen
zeigten eine signifikante hypothalamische Atrophie von SCA3 Patienten, bei
denen das tubulare Hypothalamusvolumen mit dem Body Mass Index (BMI)
assoziiert werden konnte, der auRerdem einen indirekten Effekt der CAG-
Wiederholungszahl zeigte (Guo et al., 2022).

Aufgrund der hohen Variabilitdt der Symptomatik sowie des AAO erfolgt jedoch

zusatzlich eine Einteilung in insgesamt vier verschiedene Subtypen.



Bei Typ 1 zeichnet sich ein frGher Beginn mit einem AAO zwischen 10-30 Jahren
und starker Progredienz ab. Die Hauptsymptome sind eine ausgepragte Rigiditat,
Dystonie, Ataxie und Spastiken.

Typ 2 hingegen ist der am haufigsten auftretende Subtyp und zeichnet sich mit
einem AAO von 20-40 Jahren und durch eine schwere Ataxie sowie Spastiken
aus.

Typ 3 zeigt eher einen spaten Erkrankungsbeginn in der 4. bis 7. Lebensdekade
sowie eine langsame Progredienz. Die vorherrschende Auspragung des Subtyp
3 sind Polyneuropathien, Sensibilitatsstorungen und  Muskelkrampfe
(Rosenberg, 1992; Schols et al., 1996).

Der 4. Subtyp hingegen zeigt einen Parkinson-ahnlichen Phanotyp und ein
variables Erkrankungsalter (Coutinho & Andrade, 1978; Maciel et al., 2001; Riess
et al.,, 2008). Typ 4 manifestiert sich dem Parkinsonismus entsprechend in
einigen Fallen mit Bradykinesie, Steifigkeit, Dystonie und einem Ruhetremor,
zusatzlich zeigte sich ein Ansprechen auf eine Dopamin-Therapie (Bettencourt,
Santos, et al., 2011; Buhmann, Glauche, et al., 2003; Burk et al., 1999; Cancel
et al., 1995; Durr et al.,, 1996; Gwinn-Hardy et al., 2001; Paulson, 2007;
Subramony et al.,, 2002; Tuite et al., 1995; Yuan et al., 2019). Weitere
Zusammenhange anderer ADCA und PD konnten bereits in friheren
Untersuchungen beispielsweise fur SCA8 und SCA17 festgestellt werden.
Interessanterweise konnten abnormal verlangerte Gene des SCA8 und SCA17
Gens auch in Patienten mit Parkinsonerkrankung (PD) gefunden werden, was
die Vermutung zulasst, dass das Vorhandensein einer SCA8 ursachlich fir PD
sein kann. Klinisch prasentierten sich diese SCA3-Patienten mit einem fir PD
typischen Phanotyp. Sie sprachen zudem ebenfalls gut auf eine Therapie mit
Levodopa an (Tuite et al., 1995; Wu et al., 2004).

Auch bei der Einteilung der Subtypen lassen sich gewisse Rlickschlisse von der
Menge an CAG-Wiederholungen auf die Schwere der Erkrankung schlie3en.
Denn mit mehr als 73 CAG-Wiederholungen erkranken die Trager dieser Allele
eher am schweren Typ 1 und zeigen somit starkere Krankheitssymptome.
Wohingegen Individuen mit weniger als 73 CAG-Wiederholungen eher an den

milden Subtypen 2 und 3 leiden (Maciel et al., 1995). Selbst innerhalb einer



grol3en japanischen Familie waren unterschiedliche Phanotypen zu finden.
Klinisch aulerten sich sowohl zerebellare Ataxie, schwere Amyotrophie und
juveniler Parkinsonismus innerhalb dieser Familie (Yoritaka et al., 1999).
Neuste Untersuchungen identifizierten Uberdies einen neuen SCA-Subtyp, der
durch eine Expansion mit CAG-Repeat innerhalb des Gens in THAP11 entsteht
und mit intrazellularer Aggregation des THAP11 PolyQ-Proteins einhergeht.
Diese Ergebnisse erweitern das Spektrum der PolyQ-Erkrankungen (Tan et al.,
2023).

Auch wenn es keine offensichtliche klinische Einteilung in die verschiedenen
Subtypen gibt, zeigt dies, dass die Heterogenitat der Krankheitsauspragung es

notwendig machte, verschiedene Subtypen zu klassifizieren.

1.2 Biomarker und Scores/Klinische Symptomatik

Da es bisher nicht moéglich war, eine adaquate Therapie fur die SCA3 zu
etablieren, ist es sinnvoll bereits bei praataktischen Patienten die Anzeichen fur
den potenziellen Krankheitsbeginn besser bestimmen und vorhersagen zu
kénnen. Denn eine genaue Bestimmung des AAO aufgrund der genetisch
analysierten CAG-Wiederholungssequenz ist derzeitig nicht moglich, da nur ca.
50-70 % der Variationen anhand der Repeat-Wiederholung erklarbar sind
(Bettencourt, Santos, et al., 2011). Hierfir wird seit langem an speziellen
Biomarkern geforscht. Dabei unterscheidet man in ,frait* und ,state“ Biomarker.
, Trait‘-Biomarker ermoglichen Aussagen Uber die An- bzw. Abwesenheit der
Krankheit, wie beispielsweise der CAG-Repeat. ,State“-Biomarker hingegen
tatigen eine Aussage Uber die Schwere der Erkrankung (Lima & Raposo, 2018;
Weir et al., 2011).

Bisher hat sich weitgehend der SARA-Score (Scale for the assessment and
rating of ataxia) fur die Bestimmung der ataktischen Symptome bewahrt
(Subramony, 2007). Hierfur wurde kurzlich auch eine deutsche Version des
SARA-Scores veroffentlicht (Silberbauer et al., 2023). Aber auch wenn die Ataxie
das Hauptsymptom der ADCAs darstellt, wurden auf3erdem nicht-ataktische

Symptome bei den Patienten festgestellt. Zur Bewertung der nicht-ataktischen



Symptome hat sich der INAS (/nventory of Non-Ataxia Signs) in den letzten
Jahren bewahrt (Jacobi et al., 2013). Es handelt sich dabei um eine Liste von
neurologischen Zeichen, die dem Behandler ermoglicht das Vorhandensein und
den Schweregrad von nicht-ataktischen Anzeichen auf standardisierte Weise zu
kategorisieren.

Auch modulierende Faktoren in der SCA3 und weiteren neurodegenerativen
Erkrankungen, beispielsweise HD, sind laufend Teil der Forschung. Diese dienen
zum einen der Einordnung der Patienten bezlglich ihres genetischen
Hintergrundes und erhdhen dadurch die Aussagekraft spezifischer Tests. Zum
anderen soll dies eine genauere Vorhersage des Krankheitsbeginns ermoglichen
(Gusella & MacDonald, 2009).

Hierzu zahlen Einzelnukleotid-Polymorphismen (single nucleotide polymorphism
(SNP)), welche Varianten einzelner Basen im Genom sind und bei mehr als 1 %
der untersuchten Allele auftauchen (Richards et al., 2015). Bekannt sind ca. 11
Millionen SNPs im humanen Genom, die sowohl in Introns als auch Exons
vorkommen konnen. Sie kdnnen die Genexpression sowohl funktional als auch
neuronal beeinflussen. Im PARKZ2-Gen sind 3 SNPs Gegenstand derzeitiger
Forschung, die alle einen Aminosauren (AS)-Austausch in der Proteinsequenz
zur Folge haben. Dabei handelt es sich um die SNPs an den Basenpaaren (Bp)
601, Bp 1239 und Bp 1281 (Lucking et al., 2003). Ihnen wird eine mdgliche
Beeinflussung in der Krankheitsauspragung zugeschrieben. Dabei soll die
heterozygote Variante des SNP an Bp 601 in SCAS3-Patienten haufiger
vorkommen als in Kontrollen (Satoh & Kuroda, 1999). Einige Parkin
Polymorphismen scheinen Risikofaktoren fur sporadischen oder familiar
bedingten PD darzustellen. Der SNP an Bp 1281 hingegen scheint einen
protektiven Einfluss zu haben und protektiv gegen autosomal rezessiven
juvenilen Parkinson (ARJP) zu sein (Lucking et al., 2003). Zudem soll dieser
einen besonderen Einfluss auf das AAO haben, was Vorstudien unserer
Abteilung zeigten (Diplomarbeit J. Weber).

Untersuchungen von Patienten auf den Azoren zeigten neben den PARK2 SNPs
Bp 601, Bp 1239 und Bp. 1281 auch Varianten im Interleukin-6 und
Apolipoprotein E(APOE)-Gen. Diese hatten im Vergleich zu anderen Patienten



einen frheren Erkrankungseintritt und dementsprechend auch ein fruheres
Eintreten von SCA3-Symptomen (Raposo et al., 2017).

Das APOE-Gen translatiert ein ubiquitinierendes Protein das besonders in inter-
und extrazellularen Bereichen hoch exprimiert ist. Es hat 3 Hauptallele €2, €3,
and €4 mit den Isoformen E2, E3, E4. Diese beeinflussen die Struktur des
Proteins sowie dessen Bindung mit Lipiden und Rezeptoren. E2 hat dabei eine
bis zu 50-mal schlechtere Bindung (Mahley, 1988). Zudem ist E2 assoziiert mit
einer gesteigerten Pravalenz, friherem AAO bei PD, sowie Huntington, aber
einem geringeren Risiko fur Demenz (Sweigart et al., 2021; Velez et al., 2016).
E4 hingegen scheint ein gesteigertes Risiko und ein fruheres AAO bei
sporadischem Alzheimer herbeizufiihren und aufierdem zu einer schlechteren
Heilung nach Hirntrauma und zu einem hoheren Risiko flr kognitive

Beeintrachtigungen beizutragen (Turner et al., 2022).

1.3 Parkinsonismus in SCA3-Patienten

Der Parkinsonismus in genetisch identifizierten SCA3-Patienten ist in der
Literatur bisher wenig beschrieben worden, jedoch war die SCA3 die erste SCA
in der ein Patient mit PD Phanotyp beschrieben wurde, der eine positive Reaktion
auf Levodopa zeigte (Tuite et al., 1995). Haufig wurde vor der SCA3 ein PD
diagnostiziert, da der Phanotyp klinisch nicht von der PD zu unterscheiden war
und ebenfalls auf eine Therapie mit Levodopa anschlug (Bettencourt, Santos, et
al., 2011; Buhmann, Bussopulos, et al., 2003; Tuite et al., 1995).

Seitdem konnte ein parkinsonischer Phanotyp auch in SCA2, SCA6, SCA8 und
SCA17 beschrieben werden. Dieser aullert sich in einem atypischen
Parkinsonismus, zeigt jedoch eine Reaktion auf die Therapie mit Levodopa (Park
et al., 2015).

Klinisch aufiern sich die Symptome in einem frihen Krankheitsbeginn mit den
typischen PD-Symptomen: Ruhetremor, Rigiditat und Bradykinesie. In spateren
Stadien entwickelte sich eine periphere Neuropathie und eine milde Ataxie (Lu,
Chang, et al.,, 2004). Dieser Zusammenhang konnte ebenfalls bei SCA2-

Patienten festgestellt werden (Lu, Wu Chou, et al., 2004). Klinisch konnten an



SCA2- und SCA3-Patienten signifikante Veranderungen mit ausgedehntem
neuronalem Verlust der Substantia nigra im Thalamus, Pons und in Nervenzellen
im Hirnstamm gezeigt werden. Der Verlust der motorischen Territorien war
deutlich schwerwiegender als der in limbischen und assoziativen Territorien
(Schols et al., 2015).

Bei den meisten beschriebenen Patienten mit SCA3 und PD-Symptomen handelt
es sich um Patienten mit weniger als 70 CAG-Repeats. Bei PD-Patienten in
Taiwan zeigten sich ebenfalls verlangerte CAG-Repeats in SCA8 und SCA17
(Wu et al., 2004).

Zusatzlich zu dem bereits beschriebenen Subtyp 4 konnten Untersuchungen
zeigen, dass es auch Veranderungen an verschiedenen weiteren Genen gibt, die
sich in einem Parkinson-ahnlichen Phanotyp mit Tremor, Bradykinesie und Rigor
darstellen. Erste Untersuchungen an Patienten zeigten, dass eine Veranderung
des APOE und DJ-1, sowie im Interleukin-6 auch einen gewissen Bezug zum
Parkinson-ahnlichen Phanotyp darstellen (Bettencourt, Santos, et al., 2011). Fur
verschiedene Polymorphismen des APOE-Gens, speziell Trager des APOE €2
Allel, konnte gezeigt werden, dass diese Veranderung einen deutlichen Einfluss
auf das AAO bei SCA3-Patienten zeigt (Bettencourt, Raposo, et al., 2011; Peng
et al., 2014; Raposo et al., 2017). Weitere Untersuchungen zeigten, dass das
APOE €2 Allel ebenfalls mit sporadischem PD assoziiert werden konnte (Huang
et al., 2004). In zwei SCA3 Patienten konnten zudem Parkinson-Merkmale
gefunden werden und ein weiterer Patient zeigte sogar einen vollstandigen
Parkinson-ahnlichen Phanotyp. Diese drei Patienten hatten gemeinsam, dass sie

Trager des Genotyps APOE €2/¢3 waren (Bettencourt, Santos, et al., 2011).

1.4 Diagnostik und Therapie der SCA3

Wie auch bei anderen CAG-Wiederholungs- oder PolyQ-Erkrankungen gibt es
bisher keine kausale Therapie, die diese Erkrankungen verhindern oder heilen,
den Erkrankungsbeginn stoppen, oder das Voranschreiten der Erkrankung

verlangsamen kann (Jacobi et al., 2011; Klockgether & Paulson, 2011).

10



Ruckschlisse aus anderen seltenen Erkrankungsgruppen sind jedoch zum
Verstandnis der PolyQ-Erkrankungen unerlasslich und kdnnen helfen die
Erkenntnisse aus der Forschung auch auf diese zu projizieren. Denn vereinend
fur diese Erkrankungen ist die Tatsache, dass es sich um ausdifferenzierte Zellen
ohne weiteres Teilungsvermdgen, sprich Neuronen, handelt. Daher stehen
weitere Umweltstressoren im Verdacht durch DNA-Schaden und nachfolgende
fehlerhafte Reparaturen eine Repeat-Expansion zu bedingen (Chatterjee et al.,
2015). Dabei sind die pathogenetischen Mechanismen jedoch weiterhin unklar
(Evers et al., 2014).

Die durchschnittliche Uberlebensrate nach Erstmanifestation der Erkrankung
variiert von ungefahr 20 bis 25 Jahren, mit einer reduzierten Lebenserwartung
um fast 15 Jahre (Kieling et al., 2007). Die haufigste Todesursache ist begrundet
in der Immobilisation, herbeigefuhrt durch die Erkrankung der SCA3, welche
nachfolgend Lungenerkrankungen begunstigt (Diallo et al., 2018). Daher ist eine
gezielte Diagnostik wichtig. Ein besonderes Augenmerk soll dabei auf die
Familienanamnese gelegt werden. Auch eine Diagnostik mittels Magnet-
Resonanz-Tomographie (MRT) wird als Basisdiagnostik genutzt. Zusatzlich soll
ein weiteres Screening auf die gangigsten Formen der ADCA durchgefuhrt
werden (van de Warrenburg et al., 2014).

Auch wenn besonders der Subtyp 4 auf bestimmte Parkinson-Medikamente
anspricht (Zhang et al., 2021) ist bisher jedoch keine kausale Therapie der SCA3
bekannt (McLoughlin et al., 2020). Es gibt lediglich verschiedene therapeutische
Moglichkeiten pharmakologisch, physiotherapeutisch oder logopadisch zu
intervenieren (Wang, 2018).

Dabei existieren gezielte Behandlungsstrategien besonders fir Symptome wie
Dysarthrie, Dysphagie, Spastiken, Dystonie, Muskelkrampfe, Schlafstérungen
und RLS (Brusse et al., 2007; Paulson & Ammache, 2001; Schols et al., 2004;
Soong & Paulson, 2007)

Bisher konnten gezielte Untersuchungen, und in der Literatur fur die
symptomatische Therapie diskutierte Wirkstoffe, wie Riluzol, Varenicil oder
Amantadin, noch nicht die Wirksamkeit bestimmter Pharmaka bestatigen. Auch

die im Maus-Modell untersuchte Gabe von Riluzol zeigte zwar eine Abnahme an
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I6slichem Ataxin-3 Protein, jedoch keine Verbesserung der Symptome (Schmidt
et al., 2016)

1.5 Ataxin-3 Protein

Das Ataxin-3 Protein ist ein deubiquitinierendes Enzym (DUB) mit einem Gewicht
von ca. 41 kDa, das durch die Translation aus dem ATXN3-Gen entsteht (Costa
Mdo & Paulson, 2012). Aufgrund von Mutationen des ATXN3-Gens kommt es
durch eine PolyQ-Expansion zu pathologischen Veranderungen des Proteins.
Der Terminus flr das expandierte pathologische Protein als auch das nicht-
expandierte nicht-pathologische Protein lautet full-length Ataxin-3 (Paulson, Das,
et al., 1997). Ataxin-3 ist ubiquitar im Korper vertreten und sowohl die mutierte
Form als auch die nicht mutierte Form wird nicht nur im Gehirn, sondern auch im
gesamten restlichen Korper produziert. Dennoch ist Ataxin-3 grotenteils im
Zytoplasma, aber auch im Zellkern und an den Mitochondrien, zu finden
(Paulson, 2007). Dabei zeigen sich mindestens 20 verschiedene Isoformen des
Proteins, die, unabhangig von der Mutation, durch verschiedene Splice-
Varianten entstehen. Sie unterscheiden sich zwar an ihrem C-terminalen oder N-
terminalen Ende (Bettencourt et al., 2010), der grundsatzliche Aufbau von Ataxin-
3 bleibt jedoch gleich. Dennoch wird diskutiert ob diese unterschiedlichen
Isoformen eine unterschiedlich starke Krankheitsauspragung bei gleicher Anzahl

an CAG-Wiederholungen zur Folge haben (Paulson, 2007).

Betrachtet man vorerst den Aufbau des Proteins mit seinen funktionellen
Elementen (Abbildung 1) ist am stark konservierten N-terminalen Ende eine
Papain-like Cystein-Protease Domane lokalisiert, auch Josephin-Domane
genannt. Sie besteht hauptsachlich aus a-Helices und hat die Fahigkeit Ubiquitin-
Bindungen proteolytisch zu spalten (Scheel et al., 2003). Unterstitzend wirkt
Ataxin-3 in Verbindungen mit den Ubiquitin-Interagierenden Motiven (UIMs) als
Polyubiquitinketten-editierendes Enzym (Mao et al., 2005), welches
stabilisierend bei der Interaktion zwischen dem katalytischen Zentrum in der

Josephin-Domane und dem polyubiquitinierten Substrat wirken kann (Burnett et
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al., 2003). Mittels der UIM kann Ataxin-3 an die Polyubiquitin-Kette eines
Substrates binden und diese schneiden, beziehungsweise deren Elongation
verhindern. Auf diese Weise interagiert Ataxin-3 mit der E3-Ubiquitin-Protein
Ligase CHIP und PARK2.

Die Interaktion untereinander begunstigt die Degradierung von Ubiquitin-
markierten Substraten (Scaglione et al., 2011). Zusatzlich zur Josephin-Domane
enthalt das Ataxin-3-Protein zwei nukleare Exportsignale (NES 77, NES 141).
Das C-terminale Ende ist eher unstrukturiert und enthalt zudem ein
Kernlokalisationssignal (NLS) (Antony et al., 2009), den PolyQ-Bereich, sowie
die Ubiquitin-interagierenden Motive, von denen je nach Isoform 2 oder 3 UIMs
vorliegen (Masino et al., 2003). UIM3 ist beispielsweise nicht in allen Isoformen
enthalten (Burnett et al., 2003; Weishaupl et al., 2019).

Josephin-Domaéne

oE 1 EATT R

Abbildung 1: Schematische Darstellung Ataxin-3-Protein

Abb. 1 zeigt die schematische Darstellung des Ataxin-3-Proteins. Am N-terminalen Ende befindet sich die
Josephin-Doméne, welche zwei nukledre Exportsignale (NES) beinhaltet. Daneben befinden sich zwei
Ubiquitin-interagierende Motive (UIM1, UIM2), sowie am C-terminalen Ende ein drittes (UIM3), je nach
vorliegender Isoform. Dazwischen liegt der Polyglutaminbereich (PolyQ), sowie ein nukledres
Lokalisationssignal (NLS) (modifiziert nach Durcan and Fon, 2013, McLoughlin et al., 2020)

Ataxin-3 hilft bei der Stabilisierung oder Aktivitat von vielen Proteinen in diversen
zellularen Pathways, eingeschlossen proteotoxische Stressreaktion, Alterung
und Zelldifferenzierung. Es wird angenommen, dass die Expansion des PolyQ-
Trakt in ATXN3 eine veranderte Konformation im Protein fordert (Costa Mdo &
Paulson, 2012).

Ataxin-3 wirkt am proteasomalen Proteinabbau mit und dient der Regulierung der
Transkription (Evers et al., 2014). Als Beispiel soll hier die Bindung des Ataxin-3
an den Transkriptionspromotor des Gens flr die Superoxiddismutase 2 (SOD2)

genannt werden. Es handelt sich um ein antioxidatives Enzym und die Bindung
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erfolgt bei oxidativem Stress und fuhrt zu einer vermehrten Expression des Gens
fur SOD2. Diskutiert wird eine Relevanz beim Einfluss auf mdgliche
Pathomechanismen in der SCA3 (Araujo et al., 2011). Beobachtungen zeigten
auch eine vermehrte nukleare Lokalisation von Ataxin-3 bei zellularem
Hitzeschock (Reina et al., 2010). Eine weitere Funktion, die ATXN3
zugeschrieben wird, ist beispielsweise die Interaktion mit dem Valosin-containing
protein (VCP/p97) (Laco et al., 2012). Durch die Bindung von ATXN3 an VCP/p97
wird die im Endoplasmatischen Retikulum assoziierte Degradation (ERAD)
verhindert, was den Anstieg von ERAD-Substraten in der Zelle zur Folge hat. Bei
ERAD handelt es sich um ein Protein-Qualitatskontrollsystem, das fir die
Degradation von fehlgefalteten Proteinen zustandig ist. Somit sorgt die Bindung
von ATXN3 fur die Verbesserung dieses Protein-Qualitatskontrollsystems
(Hampton, 2002; Kobayashi et al., 2002).

Die Josephin-Domane des Ataxin-3 spielt weiterhin eine Rolle in der Protein-
Degradierung durch Cysteinproteasen (Nicastro et al., 2005; Scheel et al., 2003)
und greift zudem auch in Prozesse des Ubiquitin Systems ein, beispielsweise bei
der Qualitatskontrolle oder Membran-Fusionen von Proteinen (Mao et al., 2005).
Dabei besitzt das Ataxin-3 Protein eine gewisse Ubiquitin-Protease-Aktivitat,
indem die UIMs des Ataxin-3 Proteins polyubiquitylierte Proteine binden (Burnett
et al., 2003; Donaldson et al., 2003). Anschliel3end werden die ubiquitinierten
Proteine durch die Konjugate geschnitten oder modifiziert (Burnett & Pittman,
2005; Scaglione et al., 2011; Winborn et al., 2008). Das dient vorrangig der
Regulation der Deubiquitinierungs-Aktivitat und tragt zur Fahigkeit von Ataxin-3
bei Aggresome zu bilden (Todi et al., 2010).

Das N-terminale Ende hingegen ermoglicht eine Bindung an Histone und
dadurch eine Hemmung der jeweiligen Acetylierung (Li et al., 2002).

Weitere Aufgaben bestehen in der Interaktion mit DNA-Reparaturenzymen und
es soll ein Mitwirken bei der Organisation und Funktion des Zytoskeletts
bestehen (Rodrigues et al., 2007; Wang et al., 2000).

Dennoch scheinen, nach Untersuchungen bei Caenorhabditis elegans und in

Ataxin-3 knock-out-Mausen, die Funktionen von Ataxin-3 nicht essenziell fir die
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Lebensfahigkeit des Organismus zu sein (Rodrigues et al., 2007; Schmitt et al.,
2007; Switonski et al., 2011)

Entsteht eine Mutation des ATXN3-Gens, resultiert dies in einer expandierten
Polyglutamin-Sequenz am C-Terminus des translatierten Ataxin-3 Proteins, die
eine veranderte Funktion, Interaktion und Bildung unldslicher Aggregate zur
Folge hat (Costa Mdo & Paulson, 2012), welche wiederum zu intranuklearen und
zytoplasmatischen Einschllssen in grofen Teilen des Gehirns fuhren (Zoghbi &
Orr, 2000). Die Aggregatbildung scheint demnach aufgrund der proteolytischen
Spaltung von ATXN3 zu entstehen. Dies gilt als Bestatigung der Toxischen-
Fragment-Hypothese, welche vorerst fir HD aufgestellt wurde (Haacke et al.,
2006; Rubinsztein, 2002; Rubinsztein et al., 1996).

Daruber hinaus zeigen sich zytotoxische Eigenschaften, die zum Apoptose-
Anstieg im Zellmodell, sowie zur Neurodegeneration im Tiermodell, fuhrten (Goti
et al., 2004; Yoshizawa et al., 2000; Yoshizawa et al., 2001). Jedoch ist auch das
N-terminale Ende bei der Pathogenese der SCA3 von Bedeutung, denn im
Zellmodell fUhren auch N-terminale Fragmente zur Aggregatbildung (Yoshizawa
et al., 2001). Diese sind zwar zum einen im Zytoplasma lokalisiert, fUhren aber
dennoch zu Neuronenverlust und Neurodegeneration bei Analysen im Tiermodell
(Hubener et al., 2011).

Dennoch ist der Zusammenhang der Aggregate in der SCA3 noch nicht eindeutig
geklart (McLoughlin et al., 2020). Bekannt ist, dass es bei expandiertem ATXN3
zu einer Beeintrachtigung unterschiedlicher Zellfunktionen kommt. Dabei kommt
es zu mitochondrialen Dysfunktionen, zu vermehrten reaktiven
Sauerstoffspezies, und einer erhohten Rate der Mitochondrien-vermittelten
Apoptose (Harmuth et al., 2018; Hsu et al., 2017; Laco et al., 2012; Tsai et al.,
2003).

Jedoch konnte gezeigt werden, dass die Toxizitat der SCA3 nicht ausschlieflich
auf interzellulare Aggregate zurlickzufuhren ist. Man geht stattdessen davon aus,
dass zusatzlich |6sliche PolyQ-haltige Fragmente, die durch die proteolytische
Spaltung durch Caspasen und Calpaine entstehen, ebenfalls einen Einfluss auf
die Pathogenese der SCA3 haben. Daruber hinaus geht man davon aus, dass

die pathogene Komplexitat durch Beteiligung einer RNA-Toxizitatskomponente
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und andere PolyQ-Expansionsstdorungen ebenfalls einen Einfluss auf die
Pathogenese haben (Evers et al., 2014).

Es zeigt sich eine Beeintrachtigung im zellularen Autophagie-Prozess, der somit
zu verringertem Abbau von Beclin-1 mit vermehrter Autophagosombildung fuhrt
(Ashkenazi et al., 2017). Zusatzlich unterliegt auch ATXN3 bei der Degradation

selbst dem Prozess der Autophagie (Nascimento-Ferreira et al., 2011).

1.6 Parkinson-assoziiertes Protein Parkin

In diesem Kontext ist als weiterer Interaktionspartner von Ataxin-3 das Protein
Parkin, eine neuroprotektive E3-Ubiquitin-Ligase, bekannt. Parkin wird durch das
PARK2-Gen auf Chromosom 6q25.2-27 translatiert. PARK2 besteht aus 12
Exonen aus denen Parkin aus 465 Aminosauren (AS) bei einer molekularen
Masse von 50 kDa gebildet wird und in 6 bekannten Isoformen vorkommt. Die
Expression ist ubiquitar, Parkin ist jedoch vorwiegend im Zytosol zu finden.
Grundsatzlich zeigt der Aufbau des Proteins (Abbildung 2) am N-terminalen Ende
eine Ubiquitin-like-domain (UBL), ein Linker-Element mit Schnittstellen fir
Caspasen (Kahns et al., 2003; Kahns et al., 2002). Am C-terminalen Ende
befindet sich die RING-Box, bestehend aus drei Domanen, die sich aus RING1,

in-between RING (IBR) und RING2 zusammensetzen (Shimura et al., 2000).

N=— UBL LINKER RING 1 IBR RING 2 e

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Parkin-Proteins

Abb. 2 zeigt die schematische Darstellung des Parkin-Proteins. Am N-terminalen Ende befindet sich eine
Ubiquitin-like-domain (UBL), am C-terminalen Ende befindet sich die RING-Box mit den drei RING-
Doménen (RING1, in-between RING (IBR), RING2). (modifiziert nach (Durcan & Fon, 2013))

Zu den Funktionen des Proteins Parkin zahlt die Regulation vielfaltiger
neuronaler und nicht-neuronaler Zellen. Unter anderem reguliert es den Ablauf

von bestimmten Enzymen und katalysiert den Ubiquitin-Transfer von Enzymen
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auf verschiedene Protein-Substrate (Cookson, 2003; Houlden & Singleton, 2012;
Zhang et al., 2015). Zudem fordert Parkin die Autophagie von geschadigten
Mitochondrien, in die es selektiv rekrutiert werden kann (Narendra et al., 2008).
Kommt es zum Parkin-Mangel, wird die Akkumulation von Cyclin E verstarkt. Die
Uberexpression hingegen verringert die Akkumulation von Cyclin E und schiitzt
diese somit vor Apoptose (Staropoli et al., 2003).

Aulerdem bildet Parkin einen Komplex mit dem Hitzeschock-Protein Hsp70 und
dem Proteasom, womit die Ubiquitinierung und die proteolytische Eliminierung
von expandierten PolyQ-Proteinen, wie Ataxin-3, prozessiert wird. Hsp70
verbessert die Parkin-Bindung und die Ubiquitinierung des Ataxin-3. Man nimmt
an, dass Hsp70 helfen kann fehlgefaltete Proteine zu akquirieren und somit
endoplasmatisch-retikularen Stress zu reduzieren. Im Verlust der Parkin-
Funktion konnte somit eine Akkumulation toxischer Proteine resultieren, welche
wiederum zu neurodegenerativen Erkrankungen beitragen (Tsai et al., 2003).
Es konnte bereits gezeigt werden, dass das Protein Parkin ein
Interaktionspartner von Ataxin-3 ist und Parkin durch vorhandenes expandiertes
(full-lengh) Ataxin-3 verstarkt abgebaut wird (Durcan et al., 2011).

Parkin scheint in der Lage zu sein, toxische Proteine zu beseitigen und somit
eine protektive Funktion bei neurodegenerativen Erkrankungen auszuuben. Es
konnte eine Verbindung zwischen a-Synuclein und Parkin festgestellt werden,
bei der Parkin dieses vor toxischen Effekten retten kann. Denn bei
Uberexpression von Parkin wird die Sensitivitdt fir Proteasomeninhibitoren
gesenkt. Antisense knockdown von Parkin hingegen hebt die Protease-
Sensitivitat der Proteaseinhibitoren wieder. Mutiertes a-Synuclein sorgt fur eine
selektive Toxizitat bei catecholaminergen Neuronen in primaren midbrain
Kulturen (Petrucelli et al., 2002). Zudem soll Parkin auch in Zusammenhang mit
ER-Stress (Ansammlung von Proteinen mit fehlerhafter Faltung im
endoplasmatischen Retikulum (ER)), aufgrund von fehlgefalteten Proteinen,
durch eine Hoch-Regulierung, die Degradation der fehlgefalteten Proteine
ermaoglichen (Imai et al., 2000).

Eine Assoziation von Parkin mit mitochondrialer DNA (mtDNA) wurde sowohl in

vitro in proliferierenden und differenzierten SH-SY5Y Zellen als auch in vivo in
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murinem und humanem Gehirn gezeigt. Der Einfluss von Parkin aul3ert sich bei
der Uberexpression von Parkin, indem sich ein positiver Effekt auf Replikation
und Transkription von mtDNA zeigt. Gleichzeitig konnte eine Schutzfunktion der
mtDNA durch Parkin vor oxidativem Stress beobachtet werden. Als
Schlussfolgerung wurde Parkin daher eine anti-apoptotische und anti-oxidative
Funktion in neuronalen oder myogenen Zellen zugeschrieben (Kuroda et al.,
2006; Rothfuss et al., 2009).

In Verbindung mit dem Protein Parkin und einer Mutation auf dem zugrunde
liegenden entsprechenden PARK2-Gen ist die Parkinson-Erkrankung bekannt.
Beginn der Erkrankung liegt im Regelfall zwischen 20 und 40 Jahren (Biskup et
al., 2008) und aufert sich typischerweise mit motorischen Fluktuationen und
Dyskinesie (Kitada et al., 1998). Dennoch konnten unterschiedliche Formen der
PD klassifiziert werden, die jeweils durch verschiedene Mutationen des PARK2-
Gens ausgelost werden. Wie beispielsweise eine loss-of-function Mutation, die
das juvenile rezessiv-vererbte Parkinson-Syndrom auslost (ARJP). Denn
Untersuchungen an Mausen zeigten eine Expression grof3er Parkin-Mengen im
Hirnstamm dieser. Bei den betroffenen Zellen handelte es sich hauptsachlich um
Neuronen. (Stichel et al., 2000). Aber nicht bei allen Formen ist die Rolle des
Proteins Parkin fur die Erkrankung bekannt. Die Pathogenese der PD wird aber
auch durch andere Gene wie beispielsweise PINK1 oder das DJ71-Gen
beeinflusst. Jedoch kann die Veranderung des Gens nicht in allen Fallen bei PD
als Ursache zugrunde gelegt werden, denn nur in 50 % der Falle konnte eine
pathogene Veranderung des Gens als Ursache fur die PD festgelegt werden und
in nur 20 % aller isolierten juvenilen PD-Fallen (Pirkevi et al., 2009).

Eine Involvierung von Parkin in den Proteinabbau besteht in Zusammenarbeit mit
dem Ubiquitin-konjugierenden Enzym UbcH7. Mutiertes Parkin hingegen zeigt
keine Ubiquitin-Protein-Ligase Aktivitat mehr. Es zeigt sich hingegen eine
Akkumulation von Proteinen, die bislang nicht identifiziert werden konnten. Diese
verursachen den selektiven Zelltod ohne Formation von Lewy bodies. Auch bei
anderen neurodegenerativen Erkrankungen, die charakterisiert sind durch die

Beteiligung abnormaler Protein-Ubiquitinierung, wie beispielsweise bei
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Alzheimer, CAG-Repeat Erkrankungen oder ALS, konnte dies beobachtet
werden (Shimura et al., 2000).

1.7 Parkin und seine Interaktion mit Ataxin-3

Als mdgliche Erklarung flr zusatzliche Parkinson-Symptome bei SCA3-Patienten
kann die Interaktion zwischen Ataxin-3 und Parkin abgeleitet werden. Es konnte
gezeigt werden, dass eine direkte Interaktion dieser beiden Proteine stattfindet.
Der Interaktionsmechanismus liegt einerseits N-Terminal zwischen der UBL-
Domaéne des Parkin und den drei C-terminalen UIMs des Ataxin-3. Eine weitere
Bindungsstelle, diesmal C-Terminal, besteht zwischen den Domanen RING1,
IBR, RING2 und der Josephin-Domane (Bai et al., 2013). Die Bindung zwischen
Parkin an die UIMs von Ataxin-3 wird bei Auto- und Polyubiquitinierung von
Parkin verstarkt, denn auf diese Weise findet eine Wechselwirkung zwischen den
erzeugten Polyubiquitinketten zwischen den Interaktionspartnern statt (Matsuda
et al., 2006).

In Abbildung 3 sind beide Proteine und ihre Interaktion schematisch dargestellt.
Durch diese direkte Interaktion kann es durch expandiertes (full-length) Ataxin-3
zum Abbau von Parkin Gber die Deubiquitinierung des Parkins kommen (Durcan
& Fon, 2011).

Parkin
N=— UBL LINKER RING 1 IBR RING 2 e C
Bindung | Bindung
C=— [uim3| |PolyQ uimM2 uiM1 Josephin-Domédne =N
Ataxin-3

Abbildung 3: Interaktion der Proteine Parkin und Ataxin-3

Abb. 3 zeigt, wie Parkin mit der N-terminalen (N) Ubiquitin-like-Domé&ne (UBL) an die Ubiquitin-
interagierenden Motive UIM1 und UIM2 des Ataxin-3-Proteins bindet. Die C-terminale (C) RING-Box,
bestehend aus RING1, dem in-between-RING (IBR) und RING2, bindet an die Josephin-Doméne des
Ataxin-3 (modifiziert nach Durcan & Fon, 2013).
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Die Interaktion zwischen diesen beiden Proteinen kann eine Erklarung fur den
bei einigen Patienten auftretenden Parkinson-ahnlichen Phanotyp darstellen
(Durcan & Fon, 2013). In Studien konnte diese Interaktion zwischen einem 149
AS grolien Ataxin-3-Fragment, welches einen expandierten 79Q Polyglutamin-
Bereich aufweist, und Parkin gezeigt werden. Dabei wurde Ataxin-3 von
wildtypischem Parkin in vitro ubiquitiniert. Dementsprechend flhrt eine
Uberexpression von Parkin zu verminderter Aggregation und verringerter
Zytotoxizitat der Proteine mit expandiertem PolyQ-Bereich (Tsai et al., 2003).
Wildtypisches  nicht expandiertes Ataxin-3 zeigt hingegen keinen
Regulationseffekt auf Parkin.

Zusatzlich zeigte sich, dass die Parkin-Clearance durch Autophagie gefordert
wurde und somit verringerte Parkin-Level in transgenen Mausen beobachtet
werden konnten. Diese Reduktion der Parkin-Level lassen vermuten, dass ein
Einfluss auf die Pathogenese der SCA3 besteht (Durcan et al., 2011). Somit ist
es nicht verwunderlich, dass einige SCA3-Patienten einen phanotypischen

Parkinsonismus zeigen (Durr et al., 1996; Tuite et al., 1995; Yoritaka et al., 1999).

1.8 Ziele dieser Arbeit

Solange die Erforschung bestimmter Krankheitsbilder und die Suche nach
Therapien besteht, ist es wichtig diese Erkrankungen rechtzeitig zu erkennen.
Dies bedeutet Erkrankungen bei Patienten bereits vor Ausbruch zu erkennen
oder bereits adaquat zu behandeln, bevor ein irreversibler Schaden eintritt, in der
Hoffnung die Progression der Krankheit somit zu verlangsamen und bestenfalls
den Krankheitsausbruch zu verhindern. Hierbei hilft die Analyse und der
Vergleich geno- und phanotypischer Merkmale zwischen Erkrankten und denen,
die zwar genotypisch erkranken werden, der Krankheitsausbruch jedoch noch
nicht stattgefunden hat, und gesunden Probanden. Zu diesem Zweck dienen in
Bereichen der Diagnostik, Prognose und Therapie so genannte Biomarker.
Hierbei ist es wichtig, dass diese Biomarker eine hohe Zuverlassigkeit sowie eine

gute Verfugbarkeit aufweisen und ohne grof3e Belastung fir den Patienten zu
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gewinnen sind. Daher werden Markern die Uber eine einfach vendse
Blutenthnahme gewonnen werden kdnnen eine grof3e Bedeutung zugeschrieben.
Diese Arbeit teilt sich in zwei Teile, wobei sich der erste Teil der Untersuchungen
mit der Kreuzung eines SCA3 Mausmodells und eines Parkin knockout Modells
zur Aufklarung des Einflusses von Parkin auf die Pathogenese der SCA3
beschaftigt. Anhand von Metabolomdaten sollen gezielt genotypische
Unterschiede und Gemeinsamkeiten der Mausmodelle und somit auch der
Einfluss von Parkin auf die Pathogenese der SCA3 untersucht werden. In
Verhaltensanalysen soll dem gegenuber, eine phanotypische Auspragung von
Parkin auf die Pathogenese der SCA3 untersucht werden.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschaftigt sich mit Analysen von in Probanden
gewonnener DNA und mononuklearen Zellen des Peripheren Blutes (PBMCs).
In vorausgegangenen Untersuchungen in unserem Institut wurde die Eignung
von full-length Ataxin-3 und Parkin als potenzielle Biomarker fir den
Krankheitsverlauf bereits Uberprift. Dementsprechend soll in dieser Arbeit die
Proteinmenge von Parkin anhand einer grof3en Gruppe von Probanden erhoben
werden und innerhalb von 3 verschiedenen Gruppen, in SCA3 Patienten, pra-
ataktischen Mutationstragern und Kontrollen, untersucht werden. Um zu
untersuchen, welchen Einfluss Parkin auf die PD-Symptomatik in einigen SCA3-
Patienten hat, wurden die Probanden zusatzlich in weiterfUhrenden
Untersuchungen in SCA3-Patienten mit und ohne PD-Symptomatik eingeteilt.
Diese Einteilung erfolgte anhand der Medikation in SCA3-Patienten mit PD-
Medikation, mit anderer Medikation als PD und ohne Medikamenteneinnahme.
AuRerdem soll eine Korrelation der Parkin Proteinmenge mit klinischen
Parametern, wie Alter, Geschlecht, Erkrankungsbeginn, sowie CAG-
Wiederholungssequenz und bekannten klinischen Scores wie SARA (Scale of
the assessment and rating of ataxia) und INAS (Inventory of non-ataxia signs),
erstellt und evaluiert werden. Zudem sollten Faktoren, die die Entstehung, den
Erkrankungsbeginn und die Schwere sowie Progression der SCA3-Erkrankung
beeinflussen, untersucht und ebenfalls in Bezug zu den Daten gestellt werden.
Daher wurde in dieser Arbeit auch der Einfluss von einzelnen bekannten SNPs
von PARK2 und APOE untersucht.
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2 Material und Methoden

Statement zum Ethikvotum

Die jeweiligen Analysen und Versuche, welche an Mausen durchgefuhrt wurden,
wurden unter HG5/14 beim Regierungsprasidium Tubingen genehmigt. Alle
Arbeiten mit humanem Biomaterial fur die DNA-Analysen und die Analysen
mittels TR-FRET wurden durch die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat
gepruft und unter der Nummer 911/2019BO2 genehmigt. Der Einschluss der
Probanden in die Studie und die Abnahme der Biomaterialien erfolgte erst nach
der schriftlichen Zustimmung der Probanden. Die Abnahme der Proben bei den
europaischen Partnern wurde durch lokale Ethik-Behorden rechtlich gepruft und

genehmigt.

2.1 Material
2.1.1 Méuse

Um den Einfluss von Parkin auf die Pathogenese der SCA3 zu untersuchen,
wurde eine Ataxin-3 Maus (YAC84Q, (Cemal et al., 2002)) mit einer Parkin
knockout Maus gekreuzt und die dabei entstandenen vier verschiedenen
Genotypen (Wildtyp, hemizygote YAC84Q, PARK2 homozygoter knockout (-/-),
doppelt-mutierte Maus YAC/PARK (-/-)) in vivo analysiert.

Bei den verschiedenen Genotypen handelt es sich um folgende Tiere:

Eine Wildtypmaus, welche unverandert ist und somit das murine Ataxin-3 und
PARK2-Gen exprimiert. Diese Mauslinie wird im Folgenden als WT abgekurzt.

Eine YAC84Q Maus, die sowohl das murine Afaxin3 Gen und das murine PARK?2
Gen und zusatzlich den humanen Lokus, inklusive des humanen Promoters, aller
3' und 5' regulatorischen Elemente des humanen Atxn3 mit 84 Glutaminen
hemizygot exprimiert (YAC84Q, (Cemal et al., 2002)). YAC steht dabei fur Yeast
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artificial chromosome. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit wurden diese single
mutant mouse YAC84Q Tiere als SCA3 YAC abgekurzt.

Eine homozygote PARK2 knockout (ko/ko) Maus, bei welcher das komplette
murine PARK2Z (ltier et al., 2003) Gen nicht mehr exprimiert wurde. Allerdings ist
bei dieser Maus das murine Atxn3 vorhanden, nicht aber das humane ATXN3
Gen. Im Folgenden wird diese Maus als PARK2 ko Maus abgekurzt.

Zusatzlich wurde noch eine doppelt mutierte Maus untersucht, bei der es sich um
eine Kreuzung zwischen der SCA3 YAC und der PARK2 ko Maus handelte. Bei
dieser war das murine PARK2 homozygot ausgeschaltet. Zusatzlich exprimierte
diese Mauslinie aber noch hemizygot das humane ATXNG3, sowie den murinen
Atxn3 Locus. Diese Maus wurde im Folgenden als double mutant mouse
YAC84Q/PARK2-ko (dm-YAC/PARK) bezeichnet.

Zur Ubersicht ist in Tabelle 1 nochmal eine Zusammenfassung der
verschiedenen Genotypen mit Abkdrzung, Gen, Genotyp und Referenz

dargestellt.

Tabelle 1: Zusammenfassende Tabelle der verschiedenen Genotypen mit Abklirzung, Gen, Genotyp und
Referenz

Abklirzung | Gen Genotyp Referenz

WT wt/wt

SCA3 YAC | ATXN3 YAC84Q/YAC84Q (Cemal et al., 2002)
PARK2 ko | PARK2 -/- (Itier et al., 2003)
dm- ATXN3 Hemizygot YAC84Q (Cemal et al., 2002;
YAC/PARK | PARK2 -/~ Itier et al., 2003)

Bei den oben genannten Tieren wurden Metabolomanalysen im Alter von 2
Monaten und im Alter von 12 Monaten durchgefihrt. Pro Genotyp, Alter und
Geschlecht wurden funf Tiere getestet. Hierbei wurden jeweils Plasma- und
Cerebellumproben entnommen. Die Ergebnisse nach 2 Monaten bilden somit die
Baseline der Untersuchung ohne Pathologie bzw. mit beginnender Pathologie.
Das bedeutet es liegen weder Aggregate noch ein neurologischer Phanotyp bzw.

ein offensichtlicher Phanotyp vor.
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Die Ergebnisse nach 12 Monaten veranschaulichen die neurologische
Entwicklung, mit neurologisch sichtbarer Pathologie, Aggregaten und falls
vorhanden mit neurologischem Phanotyp. Dieser aulRert sich in neurologischen
Merkmalen wie geminderter Balance, Gangartstérung und Gewichtsreduktion.
Bei den Verhaltensanalysen handelt es sich um regelmallige
Korpergewichtsmessungen (alle 2 Wochen uber 80 Wochen), den RotaRod Test
(3, 6,9, 12, 15 Monate), CatWalk (12, 15 Monate) und LabMaster (3 Monate)
(vgl. Abbildung 7).

2.1.2 Probanden

Bei den untersuchten Probanden-Proben wurden Proben des transnationalen
Forschungsvorhabens European Spinocerebellar Ataxia Type 3/Machado-
Joseph Disease Initiative ,ESMI* mit einer groRen Kohorte von tber 400 SCA3-
Patienten, praataktischen Mutationstragern und Kontrollprobanden einbezogen.
Zur Vereinfachung des Leseflusses bezieht sich das in dieser wissenschaftlichen
Arbeit gewahlte generische Maskulinum immer auf alle Geschlechter, nicht nur
auf das mannliche Geschlecht.

Bei ESMI handelt es sich um eine SCA3/MJD Initiative mit Patienten aus Portugal
(Coimbra, Azoren), Deutschland (Bonn, Tubingen, teilweise Aachen,
Heidelberg), GroRbritannien (London) und den Niederlanden (Nijmegen,
Groningen). Zudem wurden gesunde Verwandte der Patienten, aber auch in den
Kliniken liegende Patienten, die keine neurologische oder neurodegenerative
Erkrankung hatten sowie an ESMI beteiligte Kliniker und Laborpersonen als
Kontrollprobanden  rekrutiert. Die  Probanden, einschliel3lich SCA3
Mutationstrager und gesunde Kontrollprobanden, wurden in den jeweiligen
Zentren unter Einhaltung standardisierter Untersuchungsprotokolle untersucht.
Zusatzlich haben die Probanden, nach Aufklarung vor Ort und vor der Aufnahme
in die Studie die Declaration of Helsinki unterschrieben. Die klinischen
Untersuchungen beinhalteten jeweils eine Baseline Visite mit klinischer
Untersuchung der ataktischen Symptome anhand des SARA-Score und der nicht

ataktischen Symptome anhand des INAS-Score. Die jeweiligen zugehorigen
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Untersuchungsbogen befinden sich im Anhang unter Anhang 1 und Anhang 2.
Zudem wurden teilweise sowohl Ganganalysen und MRT-Untersuchungen als
auch eine standardisierte Blutabnahme durchgefiihrt. Anschliel3end erfolgte die
klinische Untersuchung. In den darauffolgenden Jahren erfolgen zusatzlich

jahrliche Abnahmen von Biomaterialien fur longitudinale Untersuchungen.

2.1.3 Geréte und Zubehér

Tabelle 2: Ubersicht der Verwendeten Geréte mit Herstellerangabe

Gerat Name Hersteller
Agarose-Gelkammer Perfect Blue Mini | PEQLAB
S+L Biotechnologie GmbH,
Erlangen, D
BioPhotometer Eppendorf AG,
Hamburg, D
Zentrifuge Centrifuge 5417 C, | Eppendorf AG,
5810 R, 5415 R Hamburg, D
UVP GelStudio | Analytik Jena, D
PLUS Analyser
Homogenisator S12-5S VWR International
VDI 12 GmbH, Darmstadt, D
Elektrophoresesystem Mini-PROTEAN Bio-Rad Laboratories
Tetra Cell GmbH
Kapellenstralie 12
D-85622 Feldkirchen
Microplate Reader Synergy | KC4 v3.4 BioTek Instruments,
HT Winooski, Vermont,
USA
Mikrowelle Severin Elektrogerate
GmbH, Sundern, D
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Multimode  Plate  Reader | EnVision Manager PerkinElmer,
EnVision 21056 mit TRF Light Waltham,
Unit 337 nm Massachusetts, USA
Pipette Research 0,1-2,5 uL | Eppendorf AG,
Research 0,5-10 yL | Hamburg, D
Research 10-100 uL
Research 100-1000
ML
Thermocycler G-Strom GS1 Alpha Metrix Biotech,
Roédermark, D
Vortexer Heidolph Reax | Heidolph Instruments
Control GmbH & Co. KG@G,
Schwabach, D
VF2 IKA-Werke GmbH &
Co. KG, Staufen, D
Vortex Mixer 7-2020 | neoLab Migge GmbH,
Heidelberg, D
Waage LS 6200C SCS Precisa Gravimetreics

AG, Dietikon, CH
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2.1.4 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Verbrauchsmaterialien mit Herstellerangabe

Westernblot

Bezeichnungen Name Hersteller

Falcon 15 ml Cellstar Tube 15 ml Greiner Bio-One,
Falcon 50 ml Cellstar Tube 50 ml Frickenhausen, D
Filterpapier (0,8 mm) | Filterpapier fur | biostep GmbH,

Burkhardtsdorf, D

Injektions-Kanule

Sterican Gr. 1

B. Braun Melsungen AG,

Melsungen, D

Multipetten-Spitze 10
ml
Multipetten-Spitze 5

ml

Combitips  advanced
10 ml
Combitips advanced 5

ml

Eppendorf AG, Hamburg, D

PCR-Strips

0,2 ml 8-Strip PCR-
Tubes

Starlab International GmbH,

Hamburg, D

Pipettenspitze 0,5-10
Ml

Pipettenspitze 10-100
i

Tipone 10/20 ul CL
Graduated Tip

Tipone 200ul CL Ultra
Point Graduated Tip
Tiptone 1000ul

Graduated Tip

Starlab International GmbH,

Hamburg, D

Reaktionsgefal 2 ml

Pipettenspitze  100-
1000 pl
PVDF-Membran PVDF-Membran mit ThermoFischer Scientific, D
niedriger Fluoreszenz,
0,2um,7cm x 8,4 cm
Reaktionsgefall 1,5 | Reaction Tube 1,6 ml | Greiner Bio-One,
ml Reaction Tube 2 ml Frickenhausen, D
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Skalpell

Feather  Disposable

GF Health Products Inc.,

Scalpel Atlanta, USA
Stripette Falcon, 2 ml | Corning Incorporated, USA

Serological Pipet

Falcon, 5 ml

Serological Pipet

Falcon, 10 ml

Serological Pipet

Falcon, 25 mil

Serological Pipet

Falcon, 50 ml

Serological Pipet

UV-Licht-stabiles
Reaktionsgefal®

Safe-Lock Tubes 1.5

ml, amber

Eppendorf AG, Hamburg, D

384 Well Platte

CulturPlate-384 F

PerkinElmer, Weltham,
Massachusetts, USA

96 Well Platte

Greiner Bio-One GmbH

2.1.5 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Chemikalien und Reagenzien mit Herstellerangabe

Chemikalien

Hersteller

Agarose SeaKem LE Agarose

Lonza Group Ltd, Basel, CH

Ampuwa (Wasser fur Injektionswege)

Fresenius Kabi Deutschland GmbH,
Bad Homburg, D

Ammoniumperoxidsulfat (APS) 10 %

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Betain

Betaine

Merck, Darmstadt, Deutschland

(Bis)-Acrylamide solution 29:1

AppliChem GmbH

(Bis)-Acrylamide solution 19:1

Bio-Rad Laboratories
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Bradford-Reagenz

Protein  Assay  Dye Reagent

Concentrate
Bio-Rad, Hercules, Kalifornien, USA

Bromphenolblau (1 % in ddH20)

PanReacAppliChem ITW Reagents

BSA-L6sung

Bovine Serum Albumin Fraction V

Roche Diagnostics, Mannheim,
Deutschland

Complete Protease Inhibitor Complete, EDTA-free
Roche Diagnostics, Mannheim,

Deutschland

dNTPS

PCR Grade Nucleotide Mix

Roche Diagnostics, Mannheim,

Deutschland

1,4-Dithiolthreitol (DTT)

Merck KGaA, Darmstadt, D

Essigsaure 100 %

Merck KGaA, Darmstadt, D

Ethanol

Ethanol

PanReac

absolute p.A.

Applichem, Darmstadt,

Deutschland

Ethidiumbromid p. A, (1 %- LOsung in
H20) die
C21H20BrN3

far Elektrophorese

Merck KgaA, Darmstadt, D

Formaldehydlésung 37 %

Merck KgaA, Darmstadt, D

Lithium dodecyl sulfate (LDS)

AppliChem GmbH

MgCl2 25 mM

QIAGEN GmbH, Hilden, D

Milchpulver

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Natriumcarbonat

Merck KGaA, Darmstadt, D

O'Gene Ruler Ladder mix, ready-to-

use

Thermo Scientific

Silbernitratlosung

Carl Roth GmbH + Co. KG

Salpetersaure 100 %

Merck KGaA

Salzsaure

Merck KGaA
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Taqg-Polymerase

QIAGEN GmbH, Hilden, D

TEMED PanReacAppliChem ITW Reagents
Tricine
Triton X-100 Triton X-100,

Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

10x PCR-Puffer

QIAGEN GmbH, Hilden, D

5x Q-Solution

QIAGEN GmbH, Hilden,D

2.1.6 Puffer und Lésungen

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Puffer und Lésungen mit ihrer Zusammensetzung

Puffer und Losungen Zusammensetzung
AIWNI 10.000 U/ml
BaeGlI 10.000 U/ml
Blockingreagenz (5 % Milchpulver) 20 ml 1x TBS

1 g Milchpulver

Cut Smart Buffer

10x Concentrate

Detektionspuffer

50 mM NaH2PO4
400 mM NaF

0,1 % BSA

0,05 % Tween-20

Dilution Buffer

50 mM Trizma Base (pH 8,0)

DPBS Dulbecco’'s  Phosphate  Buffered
Saline, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, Massachusetts, USA

FG3-Puffer FlexiGen DNA Kit
Qiagen, Hilden, D

Hhal 10.000 U/ml

Lysepuffer DPBS

1 % Triton X-100

1x Complete Protease Inhibitor
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NE Buffer 1.1

10x Concentrate

Orange G - 6x Ladepuffer

5 mM Orange G
0,4 mM Ficoll PM400

Ponceau S-staining solution

0,1 % Ponceau S, 5 % HAc

Stripping Buffer 25 mM Glycin
35 mM SDS
1 % Tween20
pH 2,0
Taqal 10.000U/ml
3,5x Bis-Tris 1.3 M Bis-Tris;
pH6,5-6,8
4x LDS 2,5 M Tris

50 % Glycerine (86 %)
2,5 % Phenol red

294 mM LDS

2,1 mM EDTA

10x DTT (1,4 Dithiolthreitol)

1MDTT

10x TBE

(Tris Borat EDTA Puffer)
89 mM Tris base
90 mM boric acid

2 mM EDTA

pH 8.0
20x TBS 1 M Tris

5 M sodium chloride
20x TBS-T 1 M Tris

5 M sodium chloride
0,05 % (m/v) Tween20

20x Transferpuffer 0,5 M Bicine
0,5 M Bis-Tris
20,5 mM EDTA
20x MOPS 1 M MOPS
1M Tris
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69,3 mM SDS

20,5 mM EDTA

50x TAE 121 g Tris

28,55 ml Acetic Acid

50 ml 0.5 EDTA

ph 8.0 auf 500 ml MilliQ

2.1.7 Lésungen fiir die Silbernitratfdrbung

Tabelle 6: L6sungen und ihre Zusammensetzung fiir die Silbernitratfarbung der aufgetrennten APOE DNA
Fragmente nach enzymatischer Auftrennung und PAGE

Losung Zusammensetzung
Ethanol (10 %) 20 ml Ethanol (99,8 %)
180 ml MiliQ H20
Salpetersaure (1 %) 3 ml Salpetersaure (65 %)
197 ml MiliQ H20
Silbernitrat (0,2 %) 8 ml silver nitrate solution (5 %)

192 ml MiliQ H20

Natriumcarbonat (0.28 8,76 g Natriumcarbonat

M) + 0.02 % 100 pl Formaldehyd (0.02 %)
Formaldehyd 250 ml MiliQ H20
Essigsaure (10 %) 20 ml acetic acid (100 %)

180 ml MiliQ H20
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2.1.8 Primer

Alle Primer wurden hergestellt von der Firma Metabion, Planegg/Steinkirchen,

Deutschland. Je PCR wurden 10 pmol des jeweiligen Primers verwendet.

Tabelle 7: Ubersicht der verwendeten Primer, ihrer Sequenz und der der Sequenzierrichtung

Gen Name | Sequenz Richtung
Parkin SNP GGC CGATTC TCT TGG CAG TA Vorwarts
Exon 4

Parkin SNP TCA CAC CGT AAC AGA AGC CC Ruckwarts
Exon 4

Parkin SNP TGT TGC ACA AGC CAG AGG AA Vorwarts
Exon 10

Parkin SNP GGG CAT GAT GCT GCT AAA GG Ruckwarts
Exon 10

Parkin SNP ATC TCT TCC CCG CTC CTACG Vorwarts
Exon 11

Parkin SNP ATC TCT TCC CCG CTC CTA CG Rlckwarts
Exon 11

APOE GAG ACG CGG GCA CGG CTG TCC | Vorwarts
APOE GCA CGC GGC CCTGTT CCACC Ruckwarts
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2.1.9 Restriktionsenzyme

Tabelle 8: Restriktionsenzyme, zugehériger Puffer, optimale Arbeitstemperatur, Erkennungssequenz und

zugehdriger Herstellerangabe

Enzym Puffer Optimale Erkennungssequenz Hersteller
Aktivitat
(°C)
AlwNI Cut Smart | 37 5...CAGNNN*CTG...3' | NEB
Buffer 3...GTC*NNNGAC...5
BaeGI NE Buffer | 37 5...GKGCM*C...3’ NEB
1.1 3'...C*MCGKG...5f
Hhal Cut Smart | 37 5...GCG*C...3 NEB
Buffer 3'...C*GCG...5’
Taqal Cut Smart | 65 5...T*CGA...3 NEB
Buffer 3...AGC*T...5f

2.1.10 Programme

Tabelle 9: Ubersicht der verwendeten Programme und Softwares und Herstellerangabe

Programm Hersteller
Detection Device WB | Binder
(Odyssey Fc) Tuttlingen, D
EnVision Manager PerkinElmer

WIltham, Massachusetts, USA

Genb Mikroplate Reader
and Image Software
(Version 3.11)

BioTek Instruments
Winooski, Vermont, USA

Graph Pad Prism 8

GraphPad Softwaer Inc., La Yolla, USA

MS Office 2017

Microsoft Corporation, Redmond USA

VisionWorks

Analytik Jena AG, Jena, D
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2.1.11 Antikérper Westernblot

Tabelle 10: Antikérper fiir den Westernblot mit zugehdrigen Antikérpern, Antigen, Konzentration, Spezies,
Herstellern und Artikelnummern

Primar- Antigen Konzen- Spezies Hersteller Artikel-
antikorper tration nummer
Parkin Kaninchen | 1:200 Kaninchen | Abcam Ab15954
Cambridge,
Vereinigtes
Konigreich
Anti-B- B -actin 1:5000 Maus Merck/Sigma- | A2228
actin Aldrich,
Darmstadt, D
2.1.12 Sekundéarantikbrper
Tabelle 11: Sekundérantikérper mit dem zugehérigen Antigen, Spezies, Konzentration und
Herstellerangabe
Sekundarantikdrper | Antigen Spezies | Konzentration | Hersteller
IRDye 800CW Maus Ziege 1:5000 LI-COR
goat anti-Mouse Biotechnology
GmbH
IRDye 800CW Kaninchen | Ziege 1:5000 LI-COR
goat anti-Rabbit Biotechnology
GmbH
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2.1.13 Antikérper TR-FRET

Tabelle 12: Ubersicht der verwendeten Antikérper,

Artikelnummer

ihrem Immunogen, Hersteller und der zugehdrigen

Bezeichnun | Immunogen Hersteller Artikelnummer
g des Herstellers
Parkin2-D2 | AS 250-350 human | abcam Cambridge, | ab87198
Parkin polyclonal Vereinigtes
Konigreich
Prk8-Tb AS 399-465 human | abcam Cambridge, | ab77924
Parkin monoclonal Vereinigtes
Konigreich
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2.2 Methoden

Abbildung 4 zeigt eine Ubersicht Uber die durchgefiihrten Methoden und
erhobenen Parameter fur die durchgefuhrten Auswertungen. Abbildung 4A stellt
diese Ubersicht mit den bereits im Vorfeld durchgefiihrten Methoden fir das
Mausmodell dar. Abbildung 4B zeigt dementsprechend eine Ubersicht fiir die
ESMI-Probanden mit den in dieser Arbeit durchgefihrten Methoden und den
dabei erhobenen Parametern.

A

Material

Methoden

erhobene
Parameter

Abbildung 4: Zusammenfassung der vorhandenen Materialien und durchgefiihrten Methoden sowie

die dadurch erhobenen Parameter

A: Mausmodell: Die vorhandenen Rohdaten, bereits vorhandene Ergebnisse der Verhaltensanalyse und

Mausmodell

Rohdaten

Verhaltensanalyse Metabolomanalyse

statistische statistische
Auswertung

Auswertung

Metabolomdaten wurden in dieser Arbeit statistisch ausgewertet
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Abbildung 5: Zusammenfassung der vorhandenen Materialien und durchgefiihrten Methoden sowie
die dadurch erhobenen Parameter

B: ESMI-Probanden: Hier lagen anamnestische Daten vor, die statistisch analysiert wurden und
schlussendlich mit den klinisch erhobenen Parametern korreliert wurden. Zudem lagen sowohl DNA- als
auch PBMC-Proben vor. Die DNA wurde hinsichtlich der spezifischen SNPs (APOE und PARK2) mittels

PCR, RFLA und Gelelektrophorese untersucht. Die PBMCs hinsichtlich der Proteinkonzentration von Parkin
mittels Zelllyse, Bradford und TR-FRET.

Molekularbiologische Methoden

DNA-Methoden

2.2.1 Photometrische DNA-Konzentrationsbestimmung

Die in dieser Arbeit verwendete DNA lag aufgrund vorangegangen
durchgefuhrter Analysen bereits in isolierter Form vor. Daher konnte sie direkt flr

folgende Versuche verwendet werden:

Mithilfe des BioPhotometers wurden Konzentrationsbestimmungen der
verwendeten DNA-Proben durchgefihrt. Die Blankwerteinstellung erfolgte
mittels FGB3 Losung aus dem Flexikit in welcher die DNA isoliert wurde. Hierflr
wurde 1,5 ul FGB3 Lésung auf die gereinigten Glasplatten aufgetragen und als

Blankwert eingestellt. AnschlieRend konnte die Glasplatte erneut gereinigt, 1,5 pl
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der DNA wurde auf die Glasplatte pipettiert und mittels der Voreinstellung fur
dsDNA und dem eingestellten Blankwert die Konzentration bei 260 nm
Wellenlange bestimmt. Diese Wellenlange entspricht dem Absorptionsmaximum
des T-Elektronen-Bindungssystems der DNA-Basen. Zur Ermittlung der Reinheit
der jeweiligen Probe, wurde diese zusatzlich bei einer Wellenlange von 280 nm
gemessen. Anhand dieser Konzentrationsbestimmung wurde dementsprechend
die Menge fur die Verwendung der Polymorphismenbestimmung zum Einsatz in
die PCR bestimmt. Je nach Hohe der DNA-Konzentration musste die Menge der

Probe folglich verdinnt werden.

2.2.2 Polymorphismenbestimmung

Zur Untersuchung des Parkinson-assoziierten Proteins Parkin wurde die DNA
der Probanden hingehend auf drei im PARK2-Gen bekannten Polymorphismen
untersucht. Hierbei handelt es sich um die Polymorphismen AGS°'C/AASYC (AS
167), G'239TA/C'>°TA (AS 380) und G'R1AT/A1AT (AS 394).

Zur Untersuchung des Gens APOE wurde die DNA der Probanden hingehend
auf die bekannten Polymorphismen untersucht. Dabei handelt es sich um die
Polymorphismen €2/ €2, €2/ €3, €3/ €3, €3/€4, €2/ €4, €4/¢4.

Damit diese Untersuchung anhand der Gelelektrophorese moglich werden kann,
musste die vorhandene DNA mittels Polymerase-Ketten-Reaktion amplifiziert

werden.

2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur DNA-Amplifizierung

Bei der PCR handelt es sich um ein thermozyklisches Verfahren zur
exponentiellen Vervielfaltigung spezifischer DNA-Abschnitte. Indem ein
Mastermix (Tabelle 13) mit den notwendigen Inhaltsstoffen der klassischen PCR,
sowie den jeweils spezifischen Primern hergestellt wird, kann anschliel3end jeder
einzelnen Probe der entsprechende Polymorphismus zugeordnet werden. Somit
sollen im Verlauf dieser Arbeit die Polymorphismen im PARK2 Aufschluss Uber

eine potenzielle Korrelation von klinischen Parkinsonerkrankung (PD)-
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Symptomen in SCA3-Patienten geben. Zu den klassischen Bestandteilen der
PCR zahlen, zusatzlich zu den bereits erwahnten Primern, der dNTP-Mix mit
Desoxyribunukleosid-Triphosphaten (dNTPs) (mit den Basen A, C, G, T), als
Bausteine der DNA-Synthese und die Tag-Polymerase. Zur Initiierung der PCR
werden zunachst die Wasserstoffbrickenbindungen der DNA, welche als
Doppelhelix vorliegt, bei hoher Temperatur denaturiert. Liegt die DNA
anschlieBend als Einzelstrang vor, kann die Primerhybridisierung durch
spezifische Anlagerung der jeweiligen Primer (Tabelle 14) flr die Amplifikation
der PARK?Z spezifischen SNPs (Bp601, Bp1239, Bp1281) komplementar zu den
5° Enden erfolgen. In Folge dessen werden ausschliel3lich die bendtigten
Abschnitte der DNA vervielfaltigt. An den Primern startet die Hybridisierung der
dNTPs. Hierfur wird im letzten Schritt der PCR, der Elongation, die eigentliche
DNA-Synthese initiiert, indem mit den dNTPs eine Verlangerung der einzelnen
Enden durch die Tag-Polymerase erzielt wird. Die Amplifizierung verlauft auf
optimaler Arbeitstemperatur der Tag-Polymerase. Nach einer gewissen Laufzeit
wird die Elongation durch einen Temperaturwechsel beendet und der Zyklus
startet erneut. Sobald ausreichende Sequenzen zur Analyse amplifiziert wurden,
kann die Finale Elongation starten. Nach Ende der Amplifikation liegt
anschlieBend eine grole Menge des bendtigten PCR-Produkts vor. Das

Programm zur Amplifizierung der PARK2 SNPs ist in Tabelle 15 aufgelistet.
Tabelle 13: Ubersicht des PCR-Ansatzes zur Amplifizierung der SNPs Bp601, Bp1239, Bp1281

Reagenzien Volumen (ul)
10x PCR Puffer 2,0

Wasser, AMPUWA 13,3

dNTP Mix 10mM 0,5

Primer, vorwarts 1,0

Primer, ruckwarts 1,0

Taq Polymerase 0,2

Isolierte DNA 2,0
Gesamtvolumen 20,0

Zu Beginn wurde somit ein Mastermix, wie in Tabelle 13 aufgelistet, hergestellt.

Der Reaktionsansatz fur die PCR setzte sich aus 18 pyl Mastermix und jeweils 2

41



Ml DNA zusammen. Danach wurde der Reaktionsansatz wie bereits beschrieben

im Thermozykler amplifiziert.

Tabelle 14: Ubersicht der Primer zur Amplifikation der SNPs Bp601, Bp1239, Bp1281 mit der jeweiligen
Laufrichtung, Sequenz, der Fragmentgré3e (Bp) und der genauen Lage der Basenpaare (Bp)

Primer Richtung | Sequenz (5°-3%) Fragmentgrofle | SNP
(Bp) Bp

Parkin SNP | Vorwarts | GGC CGA TTC | 696 601
Exon 4 TCT TGG CAG

TA
Parkin SNP | Rickwarts | TCA CAC CGT | 696 601
Exon 4 AAC AGA AGC

CcC
Parkin SNP | Vorwarts | TGT TGC ACA | 648 1239
Exon 10 AGC CAG AGG

AA
Parkin SNP | Ruckwarts | GGG CAT GAT | 648 1239
Exon 10 GCT GCT AAA

GG
Parkin SNP | Vorwarts | ATC TCT TCC | 441 1281
Exon 11 CCG CTC CTA

CG
Parkin SNP | Rickwarts | ATC TCT TCC | 441 1281
Exon 11 CCG CTC CTA

CG
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Tabelle 15: Ubersicht (iber das Programm des G-Storm Thermozyklers zur Amplifikation der SNP Bp601,
Bp 1239, Bp1281

Schritt Temperatur Zeit Zyklus (Anzahl)
(°C) (min)

Temp. Schritt 95 5

(Initiale Denaturierung)

Temp. Schritt (Denaturierung) | 95 0,45 35

Temp. Schritt (Anlagerung) 55 1 35

Temp. Schritt (Elongation) 72 1 35

Temp. Schritt (Finale 72 6

Elongation)

Lagerung 10 0

Zur weiteren Prozessierung der PCR-Produkte wurden diese in zwei Teile
aufgeteilt. Eine Teilprobe (8.25 pl) wurde zur Durchfiuhrung des
Restriktionsfragmentlangen-Polymorphismus von dem restlichen
Probenvolumen abgetrennt. Die andere Teilprobe (11.75 pl) wurde bei 4°C

gelagert.
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2.2.4 APOE PCR

Die PCR wurde nach dem wie bereits bei 2.2.3 beschriebenen Vorgehen mit dem
in Tabelle 16 beschriebenen Mastermix und dem in Tabelle 17 beschriebenen

Programm im Thermozykler durchgefuhrt.
Tabelle 16: Ubersicht des PCR-Ansatzes zur Amplifizierung SNPs APOE

Reagenzien Finalkonzentration | Volumen (ul)
(c)
H20 17,3
10x PCR buffer, Qiagen 1x 2,5
MgClz 2
dNTP mix 0,2 mM 0,5
Primer Forward V243 0,3 uM 0,3
Primer Reverse V244 0,3 uM 0,3
Taq Polymerase 1.25 U/pl 0,1
DNA 2
Total 25

Tabelle 17: Ubersicht des Programms des G-Storm Thermozyklers zur Amplifikation SNP APOE

Schritt Temperatur (°C) | Zeit (min) Zyklus (Anzahl)
Temperatur 110

beheizter Deckel

Starttemperatur 95

Zyklusstart

Temperatur Schritt 95 0,5 34
Temperatur Schritt 67 0,5 34
Temperatur Schritt 72 0,5 34
Zyklusende

Temperatur Schritt 72 7

Lagerung 12 0
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2.2.5 Restriktionsfragmentldngenanalyse (RFLP)

RFLP beruht auf der Tatsache, dass bei genomischer DNA individuell
verschiedene  Schnittstellen  fur  Restriktionsenzyme  existieren  und
dementsprechend spezifisch lange Restriktionsfragmente entstehen. Die
Restriktionsenzyme schneiden ausschlieRlich an der  jeweiligen
Restriktionsregion unter Entstehung von ,sticky” oder ,blunt ends®. Bei ,sticky
ends® handelt es sich um kohasive DNA-Fragmente, bei denen zueinander
versetzte Enden entstehen. Hierbei findet man, je nach verwendetem Enzym,
Uberhangende Basen entweder am 5-Ende oder am 3’-Ende. Im Gegensatz
dazu entstehen durch das Schneiden der Restriktionsenzyme bei ,blunt ends*
glatte Enden, die nicht zueinander versetzte DNA-Fragmente vorweisen. Die
Schnittstellen fur die einzelnen Enzyme sind individuell verschieden, aufgrund
dessen ist das Ergebnis jeweils ein Fragment spezifischer Lange. Die Ermittlung
des Polymorphismus erfolgt anhand eines Vergleichs. Hierbei werden die in der
RFLP entstandenen Fragmente bzw. deren Fragmentlangen mit DNA-
Fragmenten bereits bekannter Lange verglichen. Dafur werden diese der Lange
nach mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Uber die ermittelte Lange kann
nachfolgend der Haplotyp, entsprechend der Lange der Banden, erschlossen
werden. Die fur PARK2 spezifischen Angaben Uber die Restriktionsenzyme sind
der Tabelle 18 zu entnehmen.

Die abgetrennte Teilprobe (8.25 ul, wie unter PCR beschrieben) wurde mit dem
entsprechenden Enzym (0.15 pl) und dem zugehorigen Puffer (1.25 ul) vermengt.
Fir PARK2 qibt es fur jedes der drei zu analysierenden SNPs ein
Restriktionsenzym, welches eine spezifische optimale Aktivitatstemperatur
besitzt. Damit das Enzym die Teilprobe verdauen konnte, musste dieser Mix in
PCR-Stripes pipettiert werden. Diese wurden zur Restriktion bei der
entsprechenden optimalen Aktivitatstemperatur fur jeweils 90 Minuten inkubiert.
Anschlielend wurde die Reaktion zur Denaturierung der Enzyme fur 20 Minuten
bei 80 °C inkubiert und bei 10 °C bis zur Entnahme gelagert. Alle
Temperaturschritte erfolgten im G-Strom GS1 PCR-Zykler. Wahrend der

Inkubation erkennen die Endonukleasen die spezifische DNA-Sequenz und
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schneiden dort. Wir verwendeten ausschliel3lich Endonukleasen, die ,sticky

ends* produzieren.

Tabelle 18: Restriktionsenzyme zur Auftrennung der DNA in Regio der SNP Bp601, Bp1239, Bp1281

SNP | Endo | Restrik- | Restriktions- | Genotyp | Erwartete Optimale
Bp - tions- region Produktlange | Aktivitat
nukle | position (bp)
-ase
601 AlwN | 360/357 | 5...CAGNN | A/A 696 37 °C
1 N*CTG...3' | G/A 339,357,669
3...GTC*NN | G/G 339,357
NGAC...5'
1239 | BaeG | 161/157 | 5'...GKGCM | C/C 161, 206, 281 | 37 °C
1 367/363 | *C...3' G/IC 161, 206,
3'...C*MCG 208, 367
KG...5' GIG 281,367
1281 | Taqoa | 228/230 | 5...T*CGA | A/A 441 65 °C
1 L3 G/A 213,228,441
3...AGC*'T |G/G 213,228
.5
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2.2.6 Enzymatische Auftrennung

Anhand des Enzyms Hhal (vgl. Tabelle 8) wurde die amplifizierte DNA
geschnitten, um diese anschlieend auf die 6 verschiedenen Genotypen des

APOE-Gens (Tabelle 19) zu untersuchen.
Tabelle 19: Die 6 verschiedenen Genotypen des APOE-Gens

Genotypen Fragmentlange

€2/ €2 39+16+91+18+83+7+ 11+ 13 + 32

€2/ €3 39+16+91+18+83+7+ 11+ 13 +32 +48 + 35 + 32
€3/ €3 39+16+91+18+48+35+7 + 11+ 13 + 32

€3/ €4 39+16+91+18+48+35+7+11+13+32+19+72
€2/ €4 39+16+91+18+83+7+11+13+32+72+48 + 35
€4/ €4 39+16+19+72+18+48+35+7+11+13 + 32

Die enzymatische Auftrennung erfolgte unter Herstellung des in Tabelle 20
beschriebenen Mastermixes. Im Thermozykler fand die Restriktion mit dem in

Tabelle 21 beschriebenen Programms statt.

Tabelle 20: Ubersicht der Inhalte zur Herstellung der enzymatischen Auftrennung der Polymorphismen in
AOPE

Inhalt Volumen (ul)
H20 2,5
Cut Smart Buffer | 1,5
Enzyme Hhal 1,0
PCR product 10
Total 15
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Tabelle 21: Ubersicht des Programmes fiir den G-Storm Thermozykler fiir die enzymatische Auftrennung der
Polymorphismen in APOE

Schritt Temperatur (°C) | Zeit (h)
Temperatur beheizter | 112

Deckel

Temperatur Schritt 37 4
Temperatur Schritt 65 0,25
Lagerung 10 0

2.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

Bei der Gel-Elektrophorese werden die DNA-Sequenzen nach ihrer GrofRe
entsprechend durch Anlegen einer elektrischen Spannung aufgetrennt. Dieser
Schritt erfolgt auf einem Agarosegel. Der Vorgang resultiert auf negativ
geladenen Phosphatresten, welche sich im Ruckgrat der DNA befinden. Die
Phosphatreste sorgen daflr, dass die DNA innerhalb des entstandenen
elektrischen Feldes in Richtung der Anode wandert. Zusatzlich bildet das
Agarosemedium eine porige Struktur, welche der DNA den nétigen Widerstand
zur  Auftrennung bietet. Aufgrund des umgekehrt proportionalen
Zusammenhangs zwischen Geschwindigkeit und Molekulargewicht der DNA-
Strange, wandern dementsprechend kleine DNA-Strange schneller und somit
weiter im Medium als gréRere DNA-Strange.

Dieses Standardverfahren nutzten wir zur Genotypisierung der einzelnen PARK?2
SNPs, die zuvor mithilfe der PCR amplifiziert wurden. Zuerst wurde ein
Agarosegel (2,5 %), bestehend aus 2,5 g Agarose, 100 ml TBE-Puffer mit 0,6
Mg/ml Ethidiumbromid (Etbr), hergestellt. Etbr fungiert hier als Farbstoff. Er
interkaliert in der DNA und wird mittels UV-Licht detektiert. Anschlieliend werden
somit die PCR-Banden mittels Analyzer sichtbar gemacht. Zur Auswertung der
Genotypen nach der Restriktionsfragmentlangenanalyse, wurden die vor der
RFLP abgenommenen unverdauten Proben und die in der RFLP verdauten
Proben zum direkten Vergleich nebeneinander auf das 2,5 %ige Agarosegel
aufgetragen. Hierfur wurden jeweils 5 pyl Orange G LOsung als Ladepuffer (vgl.

Tabelle 5) zu 10 pl der verdauten (Teilprobe 1), und 10 ul der unverdauten
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(Teilprobe 2) Probe, zugefligt. Dieser Ladepuffer erhdht die Dichte der Proben
und gewahrleistet somit, dass die Proben bei Auftragen in die Geltaschen
absanken. Die Produkte der PCR wurden somit elektrophoretisch in dem
Agarosegel der Lange nach aufgetrennt. Die Lange der entstandenen Banden
konnte mit dem Grélenstandard O'Gene Ruler Ladder mix (Tabelle 4), welcher
zum GroRenvergleich in die erste Tasche des Gels aufgeladen wurde, verglichen
werden. Die Gele wurden ausschlielich in 1x TBE-Puffer und bei 120 V 30-45
Minuten elektrophoretisch aufgetrennt. Die Lange der geschnittenen PCR-
Produkte wurde anschlieRend mit der entsprechenden Produktlange zur
Bestimmung der Genotypen verglichen. Alle Gele wurden anschlieffiend mit dem
Analyzer und der Vision Works Software verbildlicht.

Zur Kontrolle der APOE-PCR wurde jeweils eine Agarose Gelelektrophorese mit
einem 1,5 %-Gel durchgefuhrt (Tabelle 22). Auch das 1,5 % Gel wurde wie das
2,5 % Gel beschrieben mit dem Inhalt aus Tabelle 22 hergestellt.

Die Proben wurden jeweils mit 5 ul des PCR-Produktes und mit 5 ul Orange G
vorbereitet und anschlieBend, nach einem in das erste Well pipettierten
Ladepuffers mit 100 bp in die folgenden Wells pipettiert. Das Gel wurde bei 100
V 35 Minuten laufen gelassen und anschlieRend mit dem UVP GelStudio PLUS

analyzer und der VisionWorks Software visualisiert.
Tabelle 22: Ubersicht des Inhalts fiir ein Agarosegel 1,5%, klein

Inhalt Volumen
Agarose 0,75¢
1x TBE 50 ml
EtBr 3u

2.2.8 PAGE-Gelelektrophorese

Fir die anschlieende Gelelektrophorese des APOE-Gens musste aufgrund der
kleineren Fragmente, sowie der geringen Unterschiede zwischen den
Fragmentgrofien ein 10 %iges Polyacrylamid-Gel, wie in Tabelle 23 beschrieben,

hergestellt werden.
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Die Probenvorbereitung erfolgte mit 3 ul des verdauten PCR-Produkts und 3 pl
6x DNA loading dye. Derselbe DNA loading dye wurde ebenfalls fir die wie in
Tabelle 24 hergestellten DNA-Leiter genutzt, die zum Langenvergleich der

Fragmente in die erste und letzte Tasche geflllt wurde.
Tabelle 23: Inhalte fiir die Herstellung des 10%igen Acrylamid-Gels

Inhalt (2 Gele) Volumen
MiliQ Wasser 12,8 ml
TAE Buffer 400 pl
Acrylamide 30 % 1:19 6,7 ml
TEMED 16 ul
APS 10 % 120 wl
Total 20 ml

Tabelle 24: Herstellung der DNA-Leiter zum Vergleich der Restriktionsfragmente in APOE

Bestandteile

Volumen (ul)

DNA ladder (0,5-1 ug for

5mm lane)

1-2

6x DNA Loading Dye 0,5
Deionisiertes Wasser 1,5-0,5
Total 3

Zur Herstellung des Gels wurden zwei Glasplatten (spacer plate und short plate)
die

Elektrophoreseeinheit eingebaut. Mit einer Stripette wurde das, wie in Tabelle 23

mit  Isopropanol gereinigt und in innere  Laufkammer der
beschrieben, hergestellte Gel zwischen die Glasplatten gefullt und ein Kamm
wurde direkt eingesetzt, um identisch grol3e Taschen zu erhalten. Nach 15
Minuten war das Gel auspolymerisiert und konnte in das Elektrophoresebecken
Ubertragen werden. AnschlielRend musste die Laufkammer mit Ladepuffer befullt
werden. Bei dem Laufpuffer handelte es sich um einen 1x TAE-Puffer (16 ml 50x
TAE auf 800 ml MilliQ). Nun konnte der Kamm entfernt werden und mit dem
Ladepuffer gespult werden. AnschlieRend wurden die vorbereiteten Proben in die

Taschen des Gels geladen. Die jeweils erste und letzte Tasche wurde mit der
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DNA-Leiter gefullt, um die Fragmentlangen mit Langen bekannter Groflie zu

vergleichen. Die Elektrophorese erfolgte bei 100 V und 250 mA fur 1 Stunde.

2.2.9 Férbung mit Etbr bei APOE-Bestimmung

Fir die Farbung des Gels mit Etbr wurde eine 1:50.000 Verdlnnung hergestelit.
HierfGr wurden 50 ml TAE und 1 ul Etbr in einem Plastikgefal® vermischt. Das Gel
musste fur 10-15 Minuten in dieser FlUssigkeit bei Raumtemperatur inkubieren.
AnschlieRend konnte das Gel mit dem UVP GelStudio PLUS analyzer (analytic

jena, Germany) und der VisionWorks Software visualisiert werden.

2.2.10 Férbung mit Silbernitrat bei APOE-Bestimmung

Als eine weitere durchgefihrte Methode zur Farbung der aufgetrennten DNA
wurde die Farbung mit Silbernitrat genutzt. Diese Methode sollte aufgrund ihrer
detailreichen und hohen Sensitivitdt die kleinen Fragmentsticke deutlich
aufgetrennt sichtbar machen. Hierfur wurde das Gel, auf dem sich die
aufgetrennte DNA befand, welche mittels PAGE Gelelektrophorese nach ihrer
Grolke aufgetrennt wurde, von den Glasplatten der SDS-PAGE entfernt und
mittels verschiedener Losungen wie in Tabelle 25 dargestellt in einer Box auf
dem Ruttler gefarbt. Wichtig flr die Farbeschritte ist es, dass das Gel nach
Inkubation mit der 0,2 % Silbernitratidsung nur noch lichtgeschitzt in einer
dunklen Box weiter gefarbt wurde. Sowohl die Silbernitratidsung als auch die 0,28
M Natriumcarbonat LOosung sollten vor jedem Farbeschritt neu hergestellt
werden, alle weiteren gebrauchten Losungen konnen wiederverwendet und
gelagert werden. Alle genutzten Losungen wurden wie in Tabelle 6 beschrieben

hergestellt.
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Tabelle 25: Vorgehen bei der Silbernitratfarbung mit den jeweiligen Lésungen und der zugehdrigen
Inkubationszeit (in Minuten)

Losung Inkubationszeit
(Minuten)

Ethanol 10

Salpetersaure (1 %) 5

ddH20 (Waschschritt) 2 (2-Mal)

Silbernitrat (0,2 %) 20

ddH20 (Waschschritt) 2 (2-Mal)
Natriumcarbonat (0,28 M) | 15 — 20
+ 0,02 % Formaldehyd
Essigsaure 0,5
ddH20 (Waschschritt) 2 (2-Mal)

Proteinbiochemische Methoden

2.2.11 Lyse Mononukleérer Zellen des Peripheren Blutes (PBMC)

FUr die durchgefuhrten Versuche lag ein Teil der Proben bereits als lysierte
Homogenate vor. Fur alle weiteren Proben wurden lysierte Homogenate
hergestellt. Dieses Vorgehen erfolgte in einer sterilen Werkbank in der Zellkultur,
um Kontaminationen zu vermeiden.

Zur Herstellung der Homogenate, wurden die bei -80 Grad gelagerten Falcons,
welche die PBMCs enthielten, in einem Wasserbad aufgetaut. Hierfur wurden die
Pellets zur Reinigung in 1 ml DPBS aufgenommen. Anschlielend mussten die
Tubes gevortext werden, bis sich die Pellets vollstandig aufgeldst hatten. Um die
PBMCs fur folgende Versuche nutzen zu kdnnen, wurden die Falcons bei 500 rcf
5 Minuten zentrifugiert und der entstandene Uberschuss abgesaugt. Hierbei
musste darauf geachtet werden, kein Zellmaterial abzusaugen. Dieser
Waschvorgang wurde bis zu 2-mal, je nach Verschmutzungsgrad, mit DPBS

wiederholt.

52



Zu den gewaschenen Pellets konnte anschlieRend 15 bis 30 ul Lysepuffer
(Zusammensetzung siehe Tabelle 5), je nach Grolke der Pellets (kleines Pellett
15 pl Lysepuffer, grolRes Pellet 30 pl Lysepuffer), hinzugefligt werden.

Folgend war eine Inkubation von 30 Minuten auf Eis. Wahrend dieser
Inkubationszeit wurde jedes Falcon zur vollstandigen Lyse der PBMCs alle 10
Minuten fur eine Minute gevortext.

Mittels dieses Vorgangs folgt die Entstehung von vollstandigen Homogenaten,
bestehend aus Zellinhalt und Resten der Zellwande.

Diese Homogenate konnten entweder direkt fur weitere Versuche genutzt oder
anschlie®end bei -80 °C gelagert werden.

Hierbei wurde darauf geachtet die Auftauzyklen moglichst zu reduzieren, um eine
moglichst hohe und anhaltende Qualitdt der Proben fir alle Versuche zu

gewahrleisten.

2.2.12 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford ist eine kolometrische Methode zur
Konzentrationsbestimmung von Proteinen (Bradford, 1976). In dieser Arbeit
wurde anhand dieser Methode der Gesamtproteingehalt der vorhandenen
PBMCs bestimmt. Hierbei kann durch gleichzeitige Erstellung einer
Kalibrierungsgeraden  unter  Verwendung einer bekannten  Menge
Rinderserumalbumin (BSA) zur Proteinkonzentration die unbekannte Probe bei
einer Absorption von 595 nm quantifiziert werden. Denn mittels einer
Farbreaktion, abhangig von der Bindung des Farbstoffs an Proteine, ergeben
sich unterschiedlich starke Absorptionen der verschiedenen Proteine. Hierfur
wurden die lysierten PBMC-Proben mit 1 ul auf 799 ul MilliQ H20 verdunnt. Fur
die Eichreihe wurde jeweils 0,25 mg/ml BSA in einer Menge von jeweils 0, 1, 2,
5, 10, 15, 20 ug auf 800 ul MilliQ H20 aufgefillt. Zwei Teile Bradford-Reagenz
wurden mit drei Teilen Wasser verdinnt und anschlieRend je 200 ul zu den
verdunnten Proben und der Eichreihe gegeben und durch den Microplate Reader
gemessen. Mit Hilfe dieser Eichkurve konnte der Gesamtproteingehalt der

einzelnen Proben folglich berechnet werden. Diese Berechnung erfolgte in Excel
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Uber die Funktion y = m * x + t (m: Steigung, t: y-Achsen-Abschnitt) mit Hilfe der
gemessenen Extinktion. Anschliel3end folgte die Berechnung der Konzentration

in ug/ul unter Einbeziehung des Gesamtvolumens der Probe und der jeweiligen

Proteinmenge
eingesetztes Endvolumen

1000

Vorverdinnung mit der Formel:

2.2.13 Western Blot Analysen

Da fur diese Arbeit die Einzelproteinmenge des Proteins Parkin von Bedeutung
war, musste eine Methode zur Bestimmung dieser gefunden werden. Beim
Western Blot handelt es sich um ein Standardverfahren in der Proteinanalyse.
Hierbei werden die aufgetrennten Proteine von einem Gel auf eine Membran
transferiert, was als Blotting bezeichnet wird. Anschliel3end kdnnen die Proteine
mithilfe von spezifischen Antikorpern detektiert und mittels enzymgekoppelten

Sekundarantikdrpern schlussendlich visualisiert werden.

2.2.14 Vorbereitung der Proben

Zuerst werden die Proben in einem elektrischen Feld separiert. Diese Trennung
erfolgt unter Nutzung der Sodium Dodecyl Sulfat Polyacrylamid
Gelelektrophorese  (SDS-Page), einer Variante der Polyacrylamid-
Gelelektrophorese. Anschliellend werden die bereits getrennten Proteine auf
eine geeignete Membran durch Elektroblotting transferiert. Dieses Verfahren
immobilisiert die Proteine und sorgt dafur, dass sie detektiert werden kdnnen.
Fur den Western Blot musste vorerst eine Ultraschall Behandlung der bereits
lysierten Homogenate durchgefuhrt werden, um eine gute Proben-Homogenitat
zu gewabhrleisten.

Anschlieliend wurden die Proben zusammen in einen Bradford (wie in 2.2.12
Proteinbestimmung nach Bradford beschrieben) aufgetragen. Um die Proteine
ausschlieBlich der Grolde nach aufzutrennen, war es notwendig die Proben vor

der SDS-Page vorzubereiten, sodass alle Proben negative Ladung erhielten.
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Zur Proteinisolierung wurde dementsprechend ein Mastermix mit einem Finalen
Volumen von 20 pul hergestellt. Dieser besteht aus 7,5 ul 4x Lithium Dodecyl
Sulfat (LDS), welches sicherstellt, dass das Parkin eine konstante negative
Ladung aufweist und somit nur nach seinem molekularen Gewicht, unabhangig
zur vorherigen Ladung, aufgetrennt wird. Weiterhin bestand der Mastermix aus
3,0 ul 1 M 1,4-Dithiothreitol (DTT), welches daflir sorgte, dass alle Sulfid
Bindungen getrennt wurden und das Protein linearisiert vorlag. Der Rest des
Mastermixes bestand aus der jeweiligen Probe, welche mit DPBS verdunnt
wurde, sodass jede Probe die gleiche totale Konzentration von 50 ug besal}.

Um das Protein zu denaturieren, wurden alle vorbereiteten Proben bei 70 °C fur
10 Minuten mit 600 rpm im Thermoschuttler inkubiert und erneut Ultraschall-

behandelt. Bis zur Auftrennung wurden die Proben bei -80 °C gelagert.

2.2.15 SDS-Page

Zur Auftrennung der Proteine wurde ein Polyacrylamidgel als Trennmedium
genutzt. Abhangig von der Effizienz der Trennung und der Gro3e des Proteins
wurde festgelegt, wie hoch die Konzentration des (Bis-)Acrylamid sein musste.
Das fertiggestellte Gel bestand aus 1/3 Sammelgel und 2/3 Trenngel, welche
Ubereinander gegossen wurden.

Bevor die Gele hergestellt werden konnten, wurden zwei Glasplatten (spacer
plate und short plate) mit Isopropanol gereinigt und zusammen in eine Kammer
zum GielRen des Gels eingebaut. In dieser Arbeit sollte das Protein Parkin,
welches eine Molekularmasse von 52 kDa hat, getrennt werden. Somit wurde ein
12 % Trenngel und ein 6 % Sammelgel hergestellt. Die Zusammensetzung der

Gele ist Tabelle 26 zu entnehmen.
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Tabelle 26: Gelzusammensetzung fiir SDS-Page

Trenngel | Sammelgel
Konzentration 12 % 6 %
Inhaltsstoffe Volumen
MilliQ H20 3,16 ml 2,58 ml
3,5x Bis-Tris Puffer 2,84 ml 1,42 ml
(Bis-)Acrylamid 29:1 | 4,00 ml 1,00 ml
(30%)
APS 10% 60 pl 30 pl
TEMED 8 ul 4 ul

Als erstes wurde das Trenngel hergestellt und zwischen die gereinigten und
getrockneten Glasplatten gefillt. Fur einen gleichmalligen und geraden
Abschluss zwischen den Gelen wird Isopropanol wahrend des Aushartens Uber
die Trenngelschicht gefullt. Nach fertiger Aushartung wurde das Isopropanol
wieder entfernt. Anschlielend wurde das Sammelgel (Tabelle 26) hergestellt und
auf das bereits ausgehartete Trenngel aufgetragen. Sofort nach Einflillen des
Sammelgels wurde ein Kamm der passenden GroRe mit 10 identischen Taschen,
fur Proben und Marker, von oben eingefuhrt und belassen, bis auch dieses Gel
ausgehartet war. Nach vollstandiger Aushartung wurde zuerst die innere
Laufkammer, in der sich das Gel befand, in das Laufbecken eingespannt, folgend
wurden sowohl die Kammer als auch das Becken mit 1x MOPS-Puffer aufgefillt.
Bevor man die Taschen mit den Proben beflllen konnte, musste erst der Kamm
entfernt und die Taschen mit dem 1x MOPS-Puffer gespult werden. Die Proben
wurden gevortext und die Taschen jeweils mit 20 ul der vorbereiteten Proben
beflllt. Die erste und letzte Tasche diente zur Aufnahme von jeweils 1,5 pl
Marker, zur spateren Fragmentlangenkontrolle. Damit eine gleichmallige
Lauffront entstehen konnte, war anzustreben alle vorhandenen Taschen zu
beflllen. Dadurch kommt es am Ende nicht zu einer ungleichmaRigen Lauffront
im Gel. Die Laufzeit betrug 1 Stunde und 30 Minuten bei 100 V und 250 mA.
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2.2.16 Western Blot

Fir den Western Blot werden die bereits durch die SDS-Page separierten
Proteine auf eine PVDF-Membran (fur Parkin 8,5 mm x 7,5 mm) mit einer
PorengroBe von 0,2 pm Ubertragen. Durch diese Ubertragung ist die
Identifizierung der Proteine mittels spaterem Elektroblotting moglich. Denn die
negativ geladenen Proteine wandern von der Kathode zur Anode und binden
folglich an die PVDF-Membran. Die feste Bindung an die Membran sorgt fur eine
Immobilisierung der Proteine, welche daraufhin durch die Primarantikorper
angreifbar werden und anschlielRend mittels Immunfarbung visualisiert werden
konnen.

Die vorbereitete PVDF-Membran wird in reinem Ethanol aktiviert und
anschlieend mit MilliQ gewaschen. Dies ermdglicht die Bindung der Proteine im
Transfer. Die Whatman Paper (9 mm x 9 mm), welche als Filterpapier dienten,
und die PVDF-Membran wurden danach in Transferpuffer eingelegt. Diesen
Vorgang nennt man Aquilibrieren. AnschlieRend wurde das Gel aus der
Elektrophoreseeinheit entfernt und ungenutzte Rander wurden abgeschnitten.
Mittels einer Kompressionskassette, in der sich auf jeder Seite ein Faserpolster
befand, wurde das Gel mit der PVDF-Membran oberhalb jeweils von zwei
Filterpapieren (Whatman Paper) umschlossen und in die Kompressionskassette
eingepackt. Hierbei musste darauf geachtet werden keine Blasen zwischen die
einzelnen Bestandteile zu bringen, da diese den Proteintransfer beeintrachtigen
kénnen. Die fest verschlossene Kassette wurde anschlieBend in den Tank
eingesetzt, in dem sich Transferpuffer befand. Bei diesem Transfer war die
Kassette vollstandig mit Puffer bedeckt (Wet-Transfer). Zur Verhinderung des
Erhitzens des Puffers wurde ein Kihlungssystem mit einer Temperatur von 25
°C eingeschaltet. Zusatzlich hielt ein Riuhrfisch den Puffer in Bewegung. Die
Laufzeit des Transfers betrug 2 Stunden bei 80 V und 100 mA.

Zur Uberpriifung, ob der Proteintransfer erfolgreich war, wurde die Membran fiir

ca. 5 Minuten in Ponceau S Ldosung reversibel gefarbt. Hierfir musste die

Membran in eine kleine Box gelegt und vollstandig mit Ponceau S Losung
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bedeckt werden um dann bei Raumtemperatur (RT) auf dem Ruttler zu
inkubieren. Hiernach konnte die Membran in ihrer Gro3e auf ein angemessenes
Mal} reduziert werden, bevor sie erneut 2-mal mit MilliQ gewaschen wurde.
Anschlieltend konnte die Farbung auf dem Wippschuttler mit 1x TBS entfarbt

werden.

2.2.17 Antikérperinkubation

Fir die Detektion der gesuchten Proteine wurden alle weiteren Schritte in einem
15 ml Falcon durchgefuhrt. Hierfir wurden die Membranen in ein Falcon
uberfuhrt und alle unspezifischen Bindungsstellen mit Blocking-Reagenz tGber 1
Stunde bei RT geblockt. Nach dem Blocken erfolgte ein erneuter Waschgang mit
1x TBS-T Puffer von 3 Durchlaufen. Hierbei wurde Uberschussiges Milchpulver
entfernt. Da in dieser Arbeit ausschlief3lich Parkin und als Ladekontrolle Anti-3-
Actin nachgewiesen werden sollte, wurde zuerst der Primarantikorper Parkin
(ab15954) (vgl. Tabelle 12) auf ein Endvolumen von 5 ml und einer Konzentration
1:200 mit 1x TBS-T verdinnt und in das Falcon geflllt. Nachdem eine Inkubation
Uber Nacht bei 4 °C stattfand, erfolgten drei weitere Waschschritte Uber 5
Minuten mit jeweils 5 ml 1x TBS-T Puffer. Schlussendlich wurde eine finale
Inkubation fur 1 Stunde bei RT mit geeigneten Fluoreszenz-markierten
Sekundarantikdrpern, die sich gegen die Spezies des Primarantikorpers richten,
durchgefuhrt. Die genutzten Sekundarantikorper sind Tabelle 11 zu entnehmen.
Diese wurden ebenfalls auf ein Endvolumen von 5 ml bei einer Konzentration von
1:5000 verdunnt. Die Inkubation musste aufgrund der Fluoreszenzmarkierung
lichtgeschutzt auf einer Rollwippe stattfinden. Ein letzter Waschgang mit 4
Wiederholungen fir jeweils 5 Minuten mit 5 ml 1x TBS-T Puffer erfolgte im
Anschluss.

Die Detektion erfolgte mithilfe des Odyssey FC (Li-COR Biotechnology) bei 800
nm. Um anschlieBend Anti-B-Actin nachweisen zu koénnen musste der
Sekundarantikbper gegen Parkin entfernt werden. Dieser Vorgang nennt sich
Membran-Stripping. Hierfir wurde 10 ml Stripping-Puffer verwendet und in das

Tube gefillt, um dort 10 Minuten zu inkubieren. Dieser Vorgang wurde 2-Mal
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wiederholt. Anschliel3end erfolgte ein erneuter Waschgang (3-Mal mit 5 ml 1x
TBS-T Puffer). Folglich kann die Membran wieder geblockt und der bereits

beschriebene Vorgang mit Anti-R-Actin als Ladekontrolle durchgeflihrt werden.

2.2.18 Proteinbestimmung mittels Férster-Resonanz-Energietransfer (TR-FRET)

Um eine sehr geringe Proteinmenge von Parkin in PBMCs sensitiv nachweisen
zu konnen, wurde zur Analyse der Einzelproteinmenge die Methode des TR-
FRET in unserem Labor etabliert.

Sie basiert auf der Gegebenheit, dass zwei spezifische Antikérper, welche
fluoreszenz-markiert wurden, an ein bestimmtes Protein-Molekll binden und
deren Fluoreszenzemission nach Anregung durch einen Laser gemessen
werden kann. In dieser Arbeit ist der TR-FRET zur Bestimmung des Proteins
Parkin genutzt worden.

Es gibt immer ein Donor- und ein Akzeptormolekul, welche am gleichen Molekl
binden. Falls diese Antikorper in nachster Nahe von 5-9 nm binden, erfolgt
daraufhin ein Energietransfer dessen HOhe in einem detektierbaren
Fluoreszenzsignal resultiert.

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Antikorpern handelt es sich um Prk8-Tb als
Donor und Parkin2-D2 als Akzeptor (siehe Tabelle 12), welche im Folgenden mit
Tb und D2 abgekurzt werden.

Die verwendete Probenkonzentration wurde in vorherigen Versuchen auf eine fur
diese Versuche ideale Menge von 0,2-0,4 pg/ul ermittelt und in jeweils 5 pl
Volumen mit DPBS verdunnt. Die verwendeten Proben lagen als Homogenate
vor und wurden in Duplikate auf eine 384-well Platte pipettiert. Als
Negativkontrolle dienten jeweils bis zu 10 Wells, in welche DPBS, das als
Lysepuffer fur die Proben diente, geladen wurde.

Der Antikorpermix bestand aus sowohl 0,3 ng/ul Tb und 10 ng/ul D2, als auch
der erforderlichen Menge Detektionspuffer. Dieser Antikorpermix wurde fur jeden
Versuch frisch vorbereitet. Zu jeder Probe, sowie zu den Negativkontrollen,

musste 1 ul des Antikdrpermix pipettiert werden.
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Zur Kontrolle erfolgte jeweils nach Zugabe des Antikdrpermix eine
Kontrollmessung im Multiplate Reader (EnVision). Fur die Inkubation von 24
Stunden bei 4 °C, wurde die 384-well Platte in Aluminiumfolie eingepackt und
sicher im Kuhlschrank gelagert. Nach dieser Inkubationszeit konnte die
tatsachliche Messung erfolgen.

Um die Rohdaten in ein korrespondierendes Signal zu konvertieren, musste eine
Kalkulation stattfinden, die ihren Quotienten der Werte bei den Wellenlangen 665
nm und 620 nm erhielt. Zudem musste das Hintergrundsignal Uber folgende
Gleichung rausgerechnet werden:

. 665 . 665
_ Ratloa(sample)—Ratloa(background) .

AF = 100

Ratio%background
Um die Werte auf die bereits durch die Proteinbestimmung mittels Bradford
ermittelte Gesamtproteinmenge zu beziehen und somit die finale Signalstarke zu

ermitteln, musste diese anhand der folgenden Gleichung ermittelt werden.

AFc = aF

" total amount of protein Bradford %
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2.3 Statistik

Die Statistik der Metabolomdaten wurde durch die Firma MedDay
Pharmaceuticals durchgefiihrt und ausschliel3lich durch mich ausgewertet.

Hierfir waren Rohdaten und die Ergebnisse des Kruskal-Wallis Test vorhanden.

2.3.1 Verwendete Tests zur statistischen Analyse

Fur die Auswertung der Daten und die graphische Darstellung dieser wurde das
Programm GraphPad PRISM genutzt.

Die Durchfuhrung der Verhaltensanalyse der Mause erfolgte bereits im Vorfeld
dieser Arbeit. Die statistische Analyse erfolgte hingegen durch mich. Hierbei
wurde bei dem RotaRod Test immer eine ANOVA durchgefihrt. Die restlichen
Tests wurden bei longitudinalen Tests mittels Turkey multiple comparison Test,
alle anderen mittels Welsh Correction analysiert.

Die Analyse der Patientendaten erfolgte ausschlief3lich durch mich.

Vor jeder Analyse wurde der Shapiro Wilk Test auf Normalverteilung einer
Gaul¥'schen Verteilung angewendet. Anschliel3end wurde bei Normalverteilung
< 2 n der t-Test und bei Normalverteilung mit > 2 n eine ANOVA mit multiple
comparisons durchgefuhrt. War keine Normalverteilung gegeben, wurde bei
mehr als zwei Gruppen der Kruskal-Wallis Test durchgefuhrt und bei weniger als
zwei Gruppen der Mann-Whitney Test.

Alle Signifikanzen p<0,05 wurden mit (*) markiert, (**) zeigt Signifikanzen von p
< 0,01 und (***) zeigt Signifikanzen p<0,001. Lagen die Ergebnisse nahe dem
signifikanten Bereich von p=0,05, wurden diese mit ihrem Punktwert beschriftet.
Normalverteilte Diagramme zeigen den Median + SEM und nicht Normalverteilte

Diagramme zeigen den Median + IQA, sofern nicht anders beschriftet.
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3 Ergebnisse

Da sich bei einigen SCA3-Patienten PD-Symptome zeigen, sollte der zugrunde
liegende Zusammenhang genauer untersucht werden. Dabei ist die direkte
Interaktion der Deubiquitinprotease ATXN3 und Parkin als E3-Ligase, welche fur
die Entstehung von juvenilem Parkinson verantwortlich gemacht wird, ein zu
untersuchender Faktor.

Derzeit ist noch unklar ob genetische Veranderungen oder die Parkin-Expression
fur die PD-Symptome in SCA3 verantwortlich gemacht werden konnen. Aus
diesem Grund teilt sich die Arbeit in 2 Teile.

Der erste Teil (A) behandelt die grundlagenwissenschaftliche Auswertung eines
SCA3 Mausmodells, welches mit einer Parkin knockout Maus gekreuzt wurde.
Zusatzlich zu dieser Auswertung erfolgten verhaltensanalytische und
neuropathologische Untersuchungen. Dies sollte zur Aufklarung des Einflusses
von Parkin auf die Pathogenese der SCA3 beitragen.

Der zweite Teil (B) dieser Arbeit behandelt die Analyse von Parkin in SCA3-
Patienten. Als Grundlage diente die ESMI-Kohorte, welche SCA3-Patienten,
praataktische Mutationstrager und Kontrollprobanden beinhaltete. Diese
Mutationstrager bestehen aus Probanden mit und ohne Parkinson (PD)-
Symptome. Hierfur wurde die DNA dieser Probanden auf die gangigen PARK?2
SNPs untersucht und die Parkin Protein-Level in PBMC-Proben mittels TR-FRET
bestimmt. Da die Untersuchung der APOE SNPs mit den beschriebenen
Methoden in unserem Labor noch weiter etabliert werden muss, um
aussagekraftige Ergebnisse zu liefern und diese Etablierung im zeitlichen
Rahmen dieser Arbeit nicht erfolgen konnte, wurden daher nur Vorarbeiten zur
Etablierung geleistet. Aus diesem Grund kénnen hier keine Ergebnisse der
APOE SNPs miteinbezogen werden. Ein weiterer groRer Baustein dieser Arbeit
war der erstmalige Bezug der molekularbiologischen Daten des
Patientenmodells auf ihre klinischen Daten und somit der Bezug zwischen der
genotypischen und phanotypischen Auspragung der SCA3 und des Einflusses
von Parkin auf die symptomatische Auspragung der SCA3 Mutationstrager.

Dieser Bezug erfolgte auf klinische Daten wie beispielsweise PD-Medikation, PD-
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Symptome, aber auch auf Daten wie Alter, Geschlecht, SARA und INAS sowie
Restless-Leg-Syndrom (RLS) und dessen Medikation.

In Abbildung 6 ist eine Ubersicht der 2 Teile dieser Arbeit mit ihrem Inhalt
dargestellt.

A Mausmodell B ESMI-Probanden
Metabolomananalyse ) .
= e e
- Cerebellum - PARK2 SNPs
| - APOE SNPs
(II) Proteinbiochemische
Methoden
Verhaltensanalyse - Parkin Protein-Level
- Kérpergewicht Bestimmung
— - RotaRod
- CatWalk
- LabMaster Klinische Daten
- Alter
- Geschlecht
— - PD-Medikamente
- SARA
- INAS

- RLS-(Medikation)

Abbildung 6: Ubersichtsdiagramm zur Darstellung der 2 Teile dieser Arbeit

A: Mausmodell mit Metabolomanalyse und Verhaltensanalyse, B: ESMI-Probanden und an ihnen
durchgefiihrte molekularbiologische Untersuchungen (PARK2 SNPs, APOE Genotypisierung),
Proteinbiochemische Untersuchungen (Parkin Protein-Level Bestimmung), klinische Daten (Alter,
Geschlecht, PD-Medikamente, INAS, SARA, RLS-(Medikation))
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TEIL A:

Kreuzung eines SCA3 Mausmodells und Parkin knockout Modells zur

Aufklarung des Einflusses von Parkin auf die Pathogenese der SCA3

Alle Laboranalysen wie Zucht, Haltung, Durchfuhrung der Verhaltensanalyse und
Praparation der Tiere waren zu Beginn dieser Arbeit bereits abgeschlossen.
Diese Arbeit beinhaltet nur die Auswertung der hierfur zur Verfigung gestellten

verhaltensanalytischen Daten.

Die in Tabelle 1 aufgefihrten Genotypen sind die den durchgefihrten Analysen
zugrunde liegenden verwendeten Mausmodelle. Von jedem Genotyp waren fur
die Analysen 10 Individuen, jeweils 5 weibliche und 5 mannliche vorhanden.
Diese vier verschiedenen Genotypen wurden in die nachfolgenden Analysen
einbezogen:

(h 10 Wildtyp (WT) Mause, welche sowohl das murine Ataxin-3 Gen als
auch das murine PARK2 Gen exprimieren.

(1 10 homozygote Parkin knockout (ko/ko) (PARK2 ko) Mause, welche
homozygot nur das murine Ataxin-3 Gen exprimieren, jedoch nicht
mehr das murine PARKZ2 Gen.

(1) 10 YAC84Q (single mutant) (SCA3 YAC) Mause, welche sowohl das
murine Afaxin-3 Gen, als auch das murine PARK2 Gen, sowie
zusatzlich den humanen Lokus inklusive des humanen Promoter und
aller 3 und 5°‘ regulatorischen Elemente des humanes ATXN3 mit 84
Glutaminen exprimieren.

(IV) 10 YAC84Q/PARK2 (double mutant) (dm-YAC/PARK) Mause, welche
das murine Ataxin-3 Gen exprimieren. Das murine PARK2 Gen wurde
homozygot ausgeschaltet. Der humane Lokus, welchen die SCA3 YAC
Mause exprimieren, wird bei der dm-YAC/PARK-Maus hemizygot

exprimiert.

Jede dieser Mause wurde, wie in Abbildung 7 ersichtlich, jeweils fur eine

Metabolomanalyse sowohl eine Probe aus dem Plasma als auch des
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Cerebellums im Alter von 2 Monaten (vor Erkrankungsbeginn) und 12 Monaten
(Neurodegeneration bereits vorhanden) zur Analyse entnommen.

Weiterhin wurden zur phanotypischen Bewertung vier verschiedene
Verhaltensanalysen durchgefiihrt. Eine Ubersicht dieser Analysen ist ebenfalls in
Abbildung 7 dargestellt. Diese Analysen dienten der Bewertung des
Korpergewichts, der Balance und Koordination durch das RotaRod, des
Laufmusters mittels Catwalk, der Aktivitat und des Angstverhaltens der einzelnen
Mause mittels LabMaster. Diese Analysen fanden Uber einen Zeitraum von bis
zu 15 Monaten statt, aber die jeweiligen Untersuchungen fanden zu
unterschiedlichen Zeitpunkten statt (Abbildung 8). In einem zweiwo6chigen
Rhythmus erfolgte eine Korpergewichtsmessung. Balance und Koordination
wurden durch den RotaRod Test alle 3 Monate, im Alter von 3, 6, 9, 12 und 15
Monaten durchgeflhrt. Der Catwalk Test zur Kontrolle des Laufmusters und -
verhaltens wurde mit 12 und 15 Monaten durchgefuhrt und die Ergebnisse der
LabMaster Untersuchung zur Analyse von Aktivitat und Angstverhalten liegen zu
einem Alter von 3, 9 und teilweise mit 15 Monaten vor.

Fir diese Arbeit wurde lediglich die Auswertung dieser Analysen durchgeflnhrt,
die Untersuchungen sind zu einem friheren Zeitpunkt bereits durch Mitarbeiter
des Instituts fur Medizinische Genetik und Angewandte Genomik durchgefuhrt
worden. Die Metabolomanalyse sowie die Probenentnahme war ebenfalls bereits
im Vorhinein durch Labormitarbeiter und durch das Unternehmen MedDay
Pharmaceuticals durchgefuhrt worden. In dieser Arbeit erfolgte ausschlief3lich die

Auswertung dieser Ergebnisse.
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Tabelle 27: Zusammenfassung der den durchgefiihrten Analysen zugrundeliegenden verwendeten
Mausmodelle mit ihrer Bezeichnung, der jeweiligen Abkiirzung und der zugehdérigen exprimierten Gene

Mausmodell
Bezeichnung | Wildtyp Parkin YAC84Q YAC84Q/PARK2
knockout (single ko (double
(ko/ko) mutant) mutant)
Abkulrzung WT PARK2 ko SCA3 YAC | dm-YAC/PARK
Murines exprimiert | exprimiert exprimiert exprimiert
Ataxin-3 Gen
Murines exprimiert | homozygot exprimiert homozygot
PARK?2 Gen ausgeschaltet ausgeschaltet
Humaner nicht nicht hemizygot hemizygot
Lokus mit | vorhanden | vorhanden exprimiert exprimiert
humanem
Promoter
3 und &
regulatorische
Elemente
humanes
ATXN3 mit 84
Glutaminen
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Mausmodell

Metabolomanalysen

Verhaltensanalysen

Plasma

Cerebellum

LabMaster

Gewicht RotaRod

CatWalk

J J J

Abbildung 7: Ubersicht der anhand des Mausmodells durchgefiihrten Analysen

Die Analysen des Mausmodell unterteilt sich zum einen in eine Metabolomanalyse bei der sowohl Plasma-
als auch Cerebellum-Proben analysiert wurden und zum anderen in die Verhaltensanalyse bestehend aus
den Teilbereichen Gewicht, RotaRod, CatWalk und LabMaster

(2 Monate ) /3 Monate (6 Monate /9 Monate /12 Monate ) /15 Monate A
* Plasma- *RotaRod *RotaRod *RotaRod *RotaRod *RotaRod
probe *LabMaster *LabMaster « CatWalk « CatWalk
* Cerebellum- *Plasma- *LabMaster
probe probe
* Cerebellum-
probe
- /L VAN J J O\ 2N J

Alle 2 Wochen ber 80 Wochen Kérpergewichtmessungen

Abbildung 8: Zeitstrahl der am Mausmodell durchgefiihrten Methoden

Die Untersuchungen fanden in einem Zeitraum von 2 Wochen bis 15 Monaten statt. Die
Kérpergewichtmessungen wurden zweiwéchentlich fiir einen Zeitraum von 80 Wochen durchgefiihrt. Der
RotaRod Test wurde alle 3 Monate mit 3, 6, 9, 12 und 15 Monaten angewendet, um Balance- und
Koordinationsdefizite zu bewerten. Der Catwalk Test zur Untersuchung des Laufverhaltens wurde mit 12
und 15 Monaten durchgefiihrt. Der LabMaster Test wurde mit 3, 9 und teilweise mit 15 Monaten jeweils (iber
einen Zeitraum von 70 Stunden durchgefiihrt. Hierbei wurden die Aktivitét und das Angstverhalten bewertet.
Die Cerbellum- und Plasmaproben zur Metabolomanalyse wurden von 2 und 12 Monate alten Tieren
prépariert.
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3.1 Auswertung der Metabolomdaten des Mausmodells

Um den Einfluss von Parkin auf die Pathogenese der SCA3 zu untersuchen,
sollten die Mause nun anhand der Auspragung der verschiedenen Metabolite
verglichen werden. Die statistische Analyse der Metabolomdaten erfolgte durch
die Firma MedDay Pharmaceuticals, die Auswertung erfolgte selbststandig durch
mich. Zugrunde lagen jeweils Proben der verschiedenen Mausmodelle (WT,
SCA3 YAC, PARK2 ko, dm-YAC/PARK), die untereinander verglichen wurden.
Die Vergleiche erfolgten jeweils zwischen den single mutant Genotypen (PARK2
ko oder SCA3 YAC) und dem WT oder den single mutant Genotypen mit den dm-
YAC/PARK-Mausen. Von allen Genotypen wurden jeweils 5 mannliche und 5
weibliche Mause zu jedem Entnahmezeitpunkt fur die Analyse herangezogen.
Diese Proben wurden aus dem Plasma und dem Cerebellum, dem
Hauptpathogeneseort der SCA3, bei 2 und 12 Monate alten Tieren entnommen.
Bei der Analyse des Metaboloms konnten, wie in Abbildung 9 dargestellt,
insgesamt 365 verschiedene Metabolite im Plasma und 338 Metabolite im
Cerebellum identifiziert werden.

Die im Plasma vorhandenen Metabolite konnten auf 43 zugehdrige Pathways
aufgeteilt werden. Somit wurden Ubergeordnete Gruppen erstellt, in die diese
Metabolite eingeteilt werden konnten. Exemplarisch in Tabelle 28 sind die 7
haufigsten Pathways im Plasma aufgefuhrt. Hierbei handelte es sich um den
Aspartat Metabolismus, Beta-Alanin Metabolismus, Lysin Metabolismus,
Pyrimidin Metabolismus, Purin Metabolismus und Histidin Metabolismus. 77 der
Metabolismen konnten keiner Ubergeordneten Gruppe zugeteilt werden und
wurden daher mit nicht analysiert (NA) beschrieben. Das bedeutet, dass
beispielsweise 23 verschiedene Metabolite zum Aspartat Metabolismus
zugehdrig waren. Von den identifizierten 43 Pathways konnten in 27 Pathways
signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Genotypen festgestellt
werden. In einigen Pathways waren haufiger signifikante Metabolite vorzufinden
als in anderen Pathways. Zudem waren auch unterschiedlich viele Metabolite
den jeweiligen Pathways zugeteilt worden. Daher bietet Tabelle 29 einen

Uberblick Uber die 7 Pathways, die die meisten signifikanten Unterschiede
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aufwiesen. 16 Pathways dieser insgesamt 43 Pathways zeigten keine
signifikanten Abweichungen, bei 3 dieser 16 Pathways lag jedoch mit p<0,08
beinahe eine signifikante Abweichung vor. In Abbildung 9 sind diese 27
signifikanten Pathways nochmal genauer aufgeschlusselt worden. Diese 27
Pathways setzen sich zusammen aus 283 Metaboliten, von denen insgesamt 51
signifikant (p<0,05) waren, 9 beinahe signifikant (p<0,08) und 223 nicht
signifikant verandert, obwohl sie den signifikanten Pathways zugehorig waren.

Diese Aufschlusselung erfolgte ebenfalls fur die im Cerebellum gewonnenen
Metabolite (338, Abbildung 9). Hier konnten die 338 Metabolite sogar in 45
verschiedene Pathways eingeteilt werden, jedoch zeigten nur 6 Pathways,
einschliel3lich NA, Purin Metabolismus, Amino Sugar Metabolismus, Valin,
Leucin and Isoleucin Metabolismus, Glycerol Phosphat Shuttle und Methionin
Metabolismus, signifikante Abweichungen, 39 hingegen zeigten keine
signifikante Veranderung. Auch hier wurden die 6 signifikanten Pathways noch
genauer beleuchtet. Sie bestanden aus 100 inkludierten Metaboliten, von denen
lediglich 8 signifikante Abweichungen zeigten, einer nahe der Signifikanz lag und

91 zeigten keine signifikanten Abweichungen.
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mEm Signifikant
3 Nah an Signifikanz
3 Nicht Signifikant

Plasma Cerebellum
Metabolite N=365 Metabolite N=338
Total=100 Total=100
Pathways N=43 Pathways N=46

Total=100 Total=100

Metabolite in Signifikanten Pathways N=283 Metabolite in Signifikanten Pathways N=100

Total=100 Total=100

Abbildung 9: Zusammenfassung signifikanter Metabolite

Dargestellt sind die gefundenen Metabolite, einmal im Plasma und einmal im Cerebellum. Hierbei wurde
jeweils die Gesamtzahl aller Metabolite unabhédngig vom Genotyp der Tiere gezeigt. Links oben fiir das
Plasma (n=356) mit den geférbten Anteilen in dunkelgrau fiir signifikante Verdnderungen (14%), in hellgrau
nah an einer Signifikanz (2 %) und nicht signifikante Anteile in weil3 (84 %). Links in der Mitte fiir das Plasma
alle Pathways (n=43), in die die dariiber dargestellten Metabolite aufgeteilt werden kénnen. Die dunkelgraue
Férbung zeigt Pathways die signifikante Metabolite enthielten (63 %), hellgrau die nah an einer Signifikanz
lagen mit p<0,08 (7 %) und weil3 die nicht signifikanten Pathways (30 %). Links unten (n=283) sind die
einzelnen Metabolite die in den signifikanten Pathways aus der Mitte eingeteilt wurden gezeigt. Dabei waren
18 % der Metabolite signifikant, 3 % beinahe signifikant und 79 % der Metabolite wiesen keine Signifikanzen
auf. Rechts oben ist die Gesamtzahl aller Metabolite fiir das Cerebellum (n=365) gezeigt. In dunkelgrau die
signifikanten Metabolite 2,4 %, in hellgrau 0,3 % nah an einer Signifikanz, in weil3 die nicht signifikanten
Metabolite mit 97,3 %. Rechts in der Mitte zeigt die Pathways (n=45) in die diese Metabolite eingeteilt werden
konnten fiir das Cerebellum mit 13 % signifikanten, 2 % nah der Signifikanz und 85 % nicht Signifikanten
Metaboliten dar. Und rechts unten stellt die einzelnen Metabolite (n=100), die in den signifikanten Pathways
aus der Mitte dargestellt wurden dar. Dabei waren 8 % signifikant, 1 % beinahe Signifikant und 91 % nicht
signifikant.
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In Tabelle 28 findet sich eine Zusammenfassung der Metabolite, die im Plasma
am haufigsten vorkamen, mit der jeweiligen Anzahl und dem zugehérigen
prozentualen Anteil. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit ist die Tabelle nur auf die
am haufigsten vorkommenden Metabolite beschrankt und eine ausfuhrliche
Tabelle mit den gesamten Metaboliten ist im Anhang zu finden (Anhang 3). Wenn
man die nicht zugeteilten (nicht analysiert, NA) Metabolite (n=77) im Plasma
unberucksichtigt lasst, waren bei den signifikanten Veranderungen am
haufigsten Aspartat Metabolismus (n=23) und Purin Metabolismus (n=17) zu
finden. Gefolgt von den Pyrimidin (n=14) und Histidin Metabolismus mit 14-mal

und dem Beta-Alanin- und Lysin Metabolismus mit jeweils 13-mal.

Tabelle 28: Zusammenfassung der am héufigsten vorgekommenen Metabolite im Plasma mit Anzahl und
zugehérigem Prozentanteil, (NA=nicht analysiert)

Plasma: Metabolite Anzanhl Anteil von allen Metaboliten in %
NA 77 21,62

Aspartat Metabolismus | | 23 6,46

Dipeptide

Purin Metabolismus 17 4,77

Pyrimidin Metabolismus | 14 3,93

Histidin Metabolismus 14 3,93

Beta-Alanin 13 3,65

Metabolismus

Lysin Metabolismus 13 3,65

Nachdem in Tabelle 28 aufgelistet wurde welche Metabolite in allen vier
Genotypen und unabhangig vom Genotyp zu finden waren und wie haufig diese
detektiert werden konnten, sollten anschlieRend die Pathways, die am haufigsten
im Plasma vorkamen und die meisten signifikanten Unterschiede beim
Gruppenvergleich der WT-Mause mit den Mutanten aufwiesen, aufgelistet
werden. Da dies als generelle Ubersicht dienen sollte, erfolgte noch keine
Unterscheidung in welchem Vergleich und zwischen welchen der drei Mutanten
diese signifikanten Unterschiede festgestellt werden konnten. Die Unterschiede
wurden bemessen aufgrund der Foldchanges (FC), die im Vergleich zwischen

zwei Genotypen, also jeweils den WT-Mausen im Vergleich mit einem Mutanten,
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gemessen wurden. Dabei ist die Menge 1 der FC die Menge der WT-Mause und
ein vergroRerter FC>1 zeigt somit mehr Expression in den Mutanten im Vergleich
zu den WT-Mausen an, ein verringerter FC<1 zeigt weniger Expression in den
Mutanten gegenuber den WT-Mausen an. Diese sollen hier noch nicht weiter
spezifiziert werden, werden aber im Folgenden naher beschrieben.
Berucksichtigt wurden alle Pathways, welche sich signifikant mit p<0,05
unterschieden, nah an einer Signifikanz mit p<0,08 waren. Als nicht signifikant
wurden alle Pathways eingeteilt, die bei p>0,08 lagen.

Diese Auflistung ist in Tabelle 29 dargestellt. Sie beschrankt sich auf die 7
Pathways, die am haufigsten vorkamen und viele Signifikanzen aufwiesen. Auch
hier ist die ausflhrliche Tabelle im Anhang zu finden (Anhang 3). Neben den nicht
zugeteilten (NA, 77-mal), die aus diesem Grund nicht néher betrachtet wurden,
war der Aspartat Metabolismus mit 23 Metaboliten sehr haufig vertreten. Von den
enthaltenen 23 einzelnen Metaboliten waren 8 signifikant im Vergleich der
Foldchanges von jeweils zwei Genotypen. Aulierdem zeigten der Phenylalanin
und Tyrosin Metabolismus, zu dem 13 Metabolite zugeordnet werden konnten, 4
Signifikanzen und der Alanin Metabolismus (10-mal) ebenfalls 4 Signifikanzen im
Vergleich der WT mit den Mutanten (SCA3 YAC, PARK2 ko, dm-YAC/PARK).
Beta-Alanin (13-mal), Lysin (13-mal) und Pyrimidin (14-mal) zeigten jeweils 3

signifikante Abweichungen.
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Tabelle 29: Zusammenfassung der Pathways mit den héufigsten Signifikanzen fiir das Plasma mit einer
Aufzéhlung der Anzahl, Signifikanz, nah an Signifikanz und nicht signifikant, (NA=nicht analysiert)

Plasma: Pathways Anzahl davon Nah an | nicht
insgesamt | signifikant | Signifikanz | signifikant
(p<0,05) | (p<0,08) (p>0,08)

NA 77 5 3 69
Aspartat Metabolismus | | 23 8 0 15
Dipeptide

Phenylalanin und Tyrosin | 13 4 0 9
Metabolismus

Alanin Metabolismus | Bile | 10 4 0 6
Acid Biosynthesis

Beta-Alanin Metabolismus | 13 3 0 10
Lysin Metabolismus 13 3 0 10
Pyrimidin Metabolismus 14 3 2 9

Interessant war im Anschluss der Vergleich mit den Proben des Cerebellums.
Hier sollte untersucht werden, ob dieselben signifikanten Metabolite und
Pathways wie im Plasma im Vergleich der WT-Mause in Bezug auf die Mutanten
gefunden werden konnten und welche Tendenzen sich in Bezug auf die FC auch
im Cerebellum zeigten, um das Plasma als Entnahmestelle zu verifizieren. Hier
kamen die nicht-zuordenbaren Metabolite (NA) 39-mal vor. Wie im Plasma
kamen sowohl der Purin Metabolismus (n=29), als auch der Aspartat
Metabolismus (n= 22) mehrfach vor. Anders als im Plasma hauften sich im
Cerebellum noch der Alanin (n=17) und Glutamat Metabolismus (n=16).

Tabelle 30 zeigt dementsprechend eine Zusammenfassung der am haufigsten
vorkommenden Metabolite im Cerebellum mit zugehdriger ausfuhrlicher Tabelle
im Anhang (Anhang 9) Betrachtet man nun ebenfalls die Pathways und die
herausgearbeiteten signifikanten Veranderungen, stellt man fest, dass sich
keinerlei Ahnlichkeiten mit den Signifikanzen der haufigsten Pathways im Plasma
zeigten. Tabelle 31 zeigt eine Zusammenfassung der gesamten vorkommenden
Pathways im Cerebellum. Auch hier konnten viele Metabolite nicht zugeordnet

werden und waren daher mit NA bezeichnet worden, jedoch gab es lediglich eine
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Signifikanz im Vergleich der FC der WT-Mause mit den Mutanten. Sowohl im
Purin Metabolismus (29-mal), als auch im Amino-Zucker Metabolismus (15-mal)
gab es 2 signifikante Abweichungen. Im Valin, Leucin und Isoleucin
Metabolismus (10-mal), dem Glycerol Phosphat Shuttle (4-mal) und dem

Methionin Metabolismus (3-mal) war nur ein signifikanter Pathway erkennbar.

Tabelle 30: Zusammenfassung der am héufigsten vorgekommenen Metabolite im Cerebellum mit Anzahl
und zugehbérigem Prozentanteil, (NA=nicht analysiert)

Cerebellum: Metabolite | Anzahl Anteil von allen Metaboliten (in %)
NA 39 11,54

Purin Metabolismus 29 8,58

Aspartat Metabolismus | 22 6,51

Alanin Metabolismus 17 5,03

Glutamat Metabolismus | 16 4,73

Tabelle 31: Zusammenfassung aller signifikanten Pathways im Cerebellum mit einer Aufzédhlung der Anzabhl,
Signifikanz, nah an Signifikanz und nicht signifikant, (NA=nicht analysiert)

Cerebellum: Anzanhl davon Nah an | nicht
Pathways insgesamt signifikant Signifikan | signifikan
(p<0,05) z (p<0,08) |t
(p>0,08)
NA 39 1 0 38
Purin Metabolismus | 29 2 1 26
Amino Sugar | 15 2 0 13
Metabolismus
Valin, Leucin and | 10 1 0 9
Isoleucin

Metabolismus

Glycerol Phosphat | 4 1 0 3
Shuttle

Methionin 3 1 0 2
Metabolismus

Total 100 8 1 91
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3.1.1 Vergleich Metabolomdaten der Mutanten mit den WT-Mé&usen

Nachdem allgemein herausgearbeitet wurde, welche Metabolite zu finden waren
und welche Pathways signifikante Unterschiede aufwiesen, war es fur den
Vergleich der Mutanten mit dem WT interessant herauszufinden, bei welchen
Gruppen und in welchem Vergleich der Gruppen signifikante Unterschiede
festgestellt werden kdnnen.

Zur besseren Ubersichtlichkeit sind die Daten in Tabelle 32 nochmal
zusammengefasst worden. Hier sind die Haufigkeiten je Gruppe im Vergleich mit
Entnahmestelle und Entnahmezeitpunkt der signifikanten Abweichungen

zueinander aufgetragen.

Tabelle 32: H&ufigkeit der Signifikanzen (p<0,05) und nah an Signifikanz (p<0,08), pro verglichenen
Genotyp, mit Entnahmestelle und Zeitpunkt der Entnahme

Vergleich Entnahme- Zeit- Signifikanz- Nah an
zwischen stelle punkt haufigkeit Signifikanz
(p<0,05) (p<0,08)
SCA3 YAC vs. | Plasma 2 2 0
WT Monate
12 1 1
Monate
Cerebellum 2 0 0
Monate
12 0 0
Monate
PARK ko vs. WT | Plasma 2 2 5
Monate
12 0 0
Monate
Cerebellum 2 0 0
Monate
12 0 0
Monate
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dm-YAC/PARK
vs. WT

Plasma

2

Monate

39

12

Monate

Cerebellum

2

Monate

12

Monate

dm-YAC/PARK
vs. SCA3 YAC

Plasma

2

Monate

12

Monate

Cerebellum

2

Monate

12

Monate

dm-YAC/PARK
vs. PARK ko

Plasma

2

Monate

12

Monate

Cerebellum

2

Monate

12

Monate

Zu der Darstellung der einzelnen Metabolite und der zugehdorigen Pathways sollte
ebenfalls eine Aufschlisselung dieser Ergebnisse auf die verschiedenen
Entnahmezeitpunkte erfolgen. Denn hier war es wichtig zu erschliel3en, ob
bereits Veranderungen im Plasma mit 2 Monaten zu erkennen waren, die sich
mit 12 Monaten weiter auspragten und auch mit 2 oder 12 Monaten im
Cerebellum zu finden waren,

Krankheitsverlauf (10 Monate spater) nicht mehr nachweisbar waren. Zudem
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sollte untersucht werden, ob das Plasma als moglicher Entnahmeort zur
Feststellung von signifikanten pathologischen Veranderungen dem
Pathogeneseort Cerebellum gegenuber ebenfalls geeignet war. Hierzu sind alle
signifikanten Veranderungen der Metabolite mit signifikanten Foldchanges und
p<0,05 aus Griinden der Ubersicht fir das Plasma in Anhang 3 und Anhang 4
und fir das Cerebellum in Anhang 5 und Anhang 6 aufgelistet.

Beginnend mit dem Plasma zeigten sich 3 signifikante Unterschiede im Vergleich
der WT-Mause mit den SCA3 YAC-Mausen. Erkennbar war ein signifikant
geringer Foldchange (p=0,0203) der 3-Hydroxypicolinic-acid im Alter von 2
Monaten. Im Verlauf zum zweiten Messzeitpunkt mit 12 Monaten zeigte sich zwar
eine Zunahme der Foldchanges (FC) aber diese war nicht mehr signifikant bei
12 Monaten (p=0,5515). Mit signifikant erhohtem FC (2,03) und p=0,0325 zeigte
sich 3-Hydroxybutyric-acid mit 2 Monaten. Hier waren die FC jedoch mit 12
Monaten wieder geringer (0,73) und zeigten keine signifikanten Unterschiede
mehr zwischen den SCA3 YAC-Mausen und den WT-Mausen (p=0,6511).
Weiterhin zeigte sich Kreatinin mit signifikant (p=0,0362) geringeren FC (0,68)
zum Messzeitpunkt von 12 Monaten, mit 2 Monaten waren bei ahnlich hohen
Expressionen noch keine signifikanten Unterschiede erkennbar (p=0,9821).

Im Vergleich der WT-Mause mit den PARK2 ko-Mausen wurden 2 signifikante
Unterschiede festgestellt. Es zeigte sich ein erhohter FC (2,38) mit einer
Signifikanz von p=0,0378 im Alter von 2 Monaten fur Thymidin. Mit 12 Monaten
war eher ein verringerter FC (0,68) erkennbar, der jedoch nicht signifikant war.
Eine weitere Signifikanz (p=0,0203) zeigte sich mit 2 Monaten im 5-AMP, dGMP-
Metabolismus mit einem stark erhohten FC (2,84), der wiederum mit 12 Monaten
eher verringert war und auch keine Signifikanz im Vergleich zwischen den WT-
Mausen mit den PARK2 ko-Mausen mehr zeigte.

Die meisten Signifikanzen zeigten sich im Vergleich zwischen den double mutant,
also den dm-YAC/PARK-Mausen, und den WT-Mausen. L-Citrulline hatte
signifikant erhohte FC (1,8) mit 12 Monaten von 0,0234, aber noch nicht mit 2
Monaten. Allerdings war mit 2 Monaten bereits eine Erhéhung der FC (1,5)
erkennbar. Dieser Sachverhalt zeigte sich ebenfalls flr L-Aspartic-acid. Sowohl

mit 2 und 12 Monaten zeigten sich signifikant erhdhte FC mit einer Signifikanz
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von p=0,0279 und p=0,0209 bei bei D-Glucuronic-acid | D-Galacturonic-acid |
Galacturonic-acid. Auch Malonic-acid hatte massiv erhéhte FC im Vergleich zu
den WT-Mausen mit 11,2 mit 2 Monaten (p=0,0203) und nur geringflgig
verminderten FC (7,16) mit 12 Monaten (p=0,0497). Signifikant erhohte FC waren
ebenfalls im Alter von 2 Monaten, aber nicht mehr mit 12 Monaten fur 5AMP,
dGMP, UMP, Argininosuccinic-acid, 3 mal bei Lysine, L-Cysteine-S-Sulfate,
Cinnamic acid, Nicotinamide, Dihydrouracil | 1-Methylhydantoin, 2-Oxobutyric-
acid , 3-Methylcrotonyl-glycine | N-Tiglylglycine , Biotin, 3-Hydroxybutyric-acid,
N-Acetyl-L-alanine, Isoleucine | Leucine | L-Norleucine, N-N-Dimethylglycine, 3-
Amino-3-4-hydroxyphenyl-propanoic-acid | Tyrosine, 2-Aminoisobutyric-acid |
Aminobutyric-acid, 2 mal bei Histidine, UMP, Arginine, Panthenol, 5-Deoxy-5-
methylthioadenosine, Triethanolamine, Cytidine, Phenylalanine, Leucine | L-
Norleucine, Tyrosine, 3-Ureidopropionic-acid, Histidine, L-Glutamine | D-
Glutamine, 2 mal bei L-Citrulline, O-Phosphorylethanolamine vorhanden. Aus
Grinden der Ubersicht ist eine ausflhrliche Tabelle dazu im Anhang zu finden
(Anhang 8).

Auffallig im Plasma war, dass bei allen Mutanten eine Erhohung bei L-Citrulline
festgestellt werden konnte, die mehrfach signifikant im Vergleich zwischen den
WT-Mausen und dm-YAC/PARK-Mausen auffiel. Dennoch konnten im Vergleich
mit den anderen Mutanten auch Abweichungen in Form von Tendenzen (p=0,08)
erkannt werden. Sowohl die FC als auch die Signifikanzen sind im Vergleich in
Anhang 8 nochmal gegenubergestellt.

Wie bereits herausgearbeitet zeigten sich in diesen Daten wenige Signifikanzen
beim Vergleich der Metabolite zwischen den WT-Mausen und den Mutanten im
Cerebellum. Im Vergleich der WT-Mause und der SCA3 YAC-Mause waren
keinerlei signifikante Unterschiede festzustellen. Im Vergleich der WT-Mause mit
den PARK2 ko-Mause hingegen konnten mit 2 Monaten ahnlich hohe FC (1,08)
zwischen den beiden Genotypen im Valin, Leucin und Isoleucin Metabolismus
mit einer Signifikanz von p=0,0325 festgestellt werden, die jedoch mit 12
Monaten zwar weiterhin bei einem FC von 1,01 lagen, aber mit p=0,6666 nicht
mehr signifikant waren. Weitere 3 signifikante Unterschiede waren im Vergleich
zwischen den WT-Mausen und den dm-YAC/PARK-Mausen zu finden. Es
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zeigten sich vergleichbar hohe FC im Alter von 2 Monaten bei Glycerol-3-
Phosphat mit einer Signifikanz von p=0,0258 und leicht verringerten FC der dm-
YAC/PARK-Mause gegenuber den WT-Mausen mit 12 Monaten, welche keine
Signifikanz mehr aufwiesen. Signifikant verringerte FC (0,66) der dm-
YAC/PARK-Mause waren auch bei N-Acetyl-D-Glucosamin mit 12 Monaten
festzustellen (p=0,0441), die im Alter von 2 Monaten zwar schon verringerte FC
(0,85) aufwiesen, aber noch nicht signifikant verringert waren. Signifikant erhdhte
FC (1,29) zeigten sich hingegen fur Aspartylglycosamin mit 2 Monaten, die mit
12 Monaten keine Signifikanz mehr zeigten.

Die restlichen beschriebenen signifikanten Unterschiede zeigten sich im
Vergleich zwischen den dm-YAC/PARK-Mausen und den anderen mutierten
Genotypen (SCA3 YAC und PARK2 ko) und sollen in dieser Arbeit nicht weiter
beschrieben werden.

Dazu finden sich im Anhang Ubersichten in Form von Tabellen mit Aufzéhlungen
der signifikanten Metabolite im Plasma im Vergleich zwischen den dm-
YAC/PARK- und SCA3 YAC-Mausen unter Anhang 10 und den dm-YAC/PARK-
im Vergleich mit den PARK2 ko-Mausen unter Anhang 11. Eine Aufzahlung der
signifikanten Metabolite des Cerebellums ist im Vergleich zwischen den dm-
YAC/PARK- und SCA3 YAC-Mausen unter Anhang 12 zu finden. Zwischen den
dm-YAC/PARK und PARK2 ko-Mausen gab es keine signifikanten Metabolite.
Erkennbar war, dass sich die signifikanten Unterschiede im Cerebellum darauf
bezogen, dass es sich um annahernd gleiche FC zwischen den zwei
verglichenen Gruppen handelte.

Gemeinsamkeiten zeigten sich insofern, dass auch beim Glycerol-3-Phosphat
alle ahnliche FC hatten, aber nur im Vergleich zwischen den WT-Mausen und
den dm-YAC/PARK-Mausen signifikant waren. Dieses Phanomen zeigte sich
auch flr N-Acetyl-D-Glucosamin. Hier konnten ebenfalls in allen Vergleichen
niedrige FC festgestellt werden, jedoch keine Signifikanzen, auler im Vergleich
der WT-Mause mit den dm-YAC/PARK-Mausen im Alter von 12 Monaten. Dieser
Sachverhalt zeigte sich auch fur Aspartylglycosamin mit einer Signifikanz im
Vergleich mit dem dm-YAC/PARK Mausen im Alter von 2 Monaten. 3-Hydroxy-
3-methylglutartic-acid hatte ahnliche FC im Vergleich der WT-Mause mit den
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Mutanten, aber nur im Vergleich der WT-Mause mit den PARK2 ko-Mausen
waren diese im Alter von 2 Monaten signifikant (p=0,0325).

In der Analyse des Metaboloms des Cerebellums zeigte sich hingegen, dass die
Tendenzen im Vergleich mit allen Mutanten, ob signifikant oder nicht, haufig
vergleichbar waren. Eine detaillierte Darstellung dazu findet sich im Anhang
(Anhang 9).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass sich im Vergleich der FC zwischen
den WT-Mausen und den Mutanten hauptsachlich signifikante Unterschiede im
Plasma zeigen und nur wenige im Cerebellum. Zusatzlich sind die haufigsten
signifikanten Auffalligkeiten zwischen den WT-Mausen und den dm-YAC/PARK-

Mausen festzustellen gewesen.

3.1.2 Vergleich der Daten mit den Ergebnissen von Toonen et al.

Des Weiteren sollten unsere Ergebnisse noch mit Daten vorheriger Analysen
verglichen werden, um herauszuarbeiten, wie sich unsere Ergebnisse im
Vergleich mit anderen Studien unterscheiden.

Hier bot sich der Vergleich mit Toonen et al. an (Toonen et al., 2018), der in
vorherigen Analysen bereits SCA3 YAC-Mause mit WT-Mausen verglichen hatte
und somit eine der hier untersuchten Gruppen mit dem gleichen Genotyp
untersucht hatte. In dessen Metabolom-Analysen sollten potenzielle Biomarker
im Blut identifiziert werden, die in der Lage sind den Krankheitsverlauf der SCA3
zu verfolgen.

Um Gemeinsamkeiten und Unterschiede festzustellen, sollten im Folgenden die
Ergebnisse von Tonnen et al. mit unseren Daten vergleichen werden. Bevor ein
Vergleich der Daten erfolgen kann, sollten Unterschiede der statistischen
Analyse herausgestellt werden. In den hier untersuchten Daten erfolgte die
Untersuchung von Plasma- und Cerebellum-Proben mit 2 und 12 Monaten bei
jeweils 10 Mausen pro Gruppe (5 mannliche, 5 weibliche). Bei Toonen et al.
hingegen erfolgten Untersuchungen des Hirnstamms, Cerebellums, Striatums
und des Cortexes. Zudem erfolgten die Untersuchungen mit 4, 12 und 16

Monaten bei 4 Mutanten und 4 WT-Mausen. Die Detektion der Metabolite erfolgte
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durch Profilomics, (Gif-sur-Yvette, France), welche im Jahr 2017 durch MedDay
aufgekauft und somit heute ebenfalls zu MedDay gehodrt, welche unsere
Analysen ebenfalls durchgefuhrt haben. Somit sollte zumindest eine einheitliche
Messung der Metabolite gewahrleistet sein. Eine Ubersicht zur Datenerhebung

zwischen unseren Daten und Toonen et al. veranschaulicht Tabelle 33.

Tabelle 33: Vergleich Datenerhebung mit Toonen et al. (Anzahl Tiere, Entnahmezeitpunkt, Entnahmeort,
Datenerhebung, Anzahl Metabolite, Anzahl der Signifikanzen)

Tubingen Toonen et al
Anzahl Mause 10 WT, 10 SCA3 YAC 4 WT, 4 SCA3 YAC
Entnahmezeitpunkt | 2 Monate 4 Monate
12 Monate 12 Monate
16Monate
Entnahmeort Plasma Hirnstamm
Cerebellum Cerebellum
Striatum,
Cortex
Datenerhebung MedDay Profilomics,
Pharmaceuticals, SA, Gif-sur-Yvette, France
Paris, Frankreich,
Anzahl Metabolite 362 Plasma keine Plasmaproben
WT vs. SCA3 YAC | 305 Cerebellum 148 Cerebellum
Signifikanz (p<0,05) | 3 Plasma keine Plasmaproben
WT vs. SCA3 YAC | 0 Cerebellum 32 Cerebellum

Toonen et al. konnten die meisten metabolomischen Veranderungen im
Hirnstamm und Striatum finden, welche in unseren Analysen nicht untersucht
wurden. Das Cerebellum und der Cortex waren laut Toonen et al. wenig
betroffen, wie auch in unseren Ergebnissen des Cerebellums zu erkennen war.
Denn auch bei uns waren keine signifikanten Veranderungen zwischen den
Metaboliten der SCA3 YAC- mit den WT-Mausen zu erkennen.

Die einzigen erhéhten Signifikanzen, die bei Toonen et al., und auch in den in
dieser Arbeit ausgewerteten Daten zu finden waren, waren bei den Metaboliten

L-Citrullin und Tyrosin. Hier waren signifikante Veranderungen bei Toonen et al.
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im Cerebellum zu erkennen, in unseren Daten befanden sich diese signifikanten
Unterschiede jedoch im Plasma und auch nicht fur den Vergleich SCA3 YAC mit
den WT-Mausen, sondern ausschlieRlich fur die Gruppe der dm-YAC/PARK

Mause im Vergleich mit den WT-Mausen.
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3.1.3 Zusammenfassung der Ergebnisse aus 3.1.

Zur Ubersicht der Ergebnisse aus 3.1. stellt Tabelle 34 diese in einer kurzen
Zusammenfassung der Metabolomdaten, dem Vergleich der WT-Mause mit den

Mutanten und dem Vergleich unserer Ergebnisse mit denen von Toonen et al.

dar.

Tabelle 34: Zusammenfassung der Ergebnisse aus 3.1.

3.1.1 | Metabolomdaten | - Analyse von Metabolomdaten im Plasma und
Cerebellum mit 2 und 12 Monaten
- die haufigsten signifikanten Unterschiede waren
im Plasma, nur wenige Signifikanzen im Cerebellum
erkennbar
3.1.2 | Vergleich der | - die haufigsten Signifikanzen im Vergleich
WT-Mause mit | zwischen WT-Mausen und dm-YAC/PARK-Mausen
den Mutanten - die meisten Signifikanzen zeigten sich mit 2
Monaten und regulierten sich wieder angepasst an
den WT mit 12 Monaten
- Malonic-acid, D-Glucuoronicacid zeigten als
einzige Signifikanzen sowohl mit 2 als auch mit 12
Monaten
3.1.4 | Vergleich der | - Analyse der Metabolomdaten wurde durch die
Daten mit den | gleiche Firma durchgefiuhrt
Metabolom- - Unterschiede in den Entnahmezeitpunkten und
Ergebnissen von | Entnahmeorten
Toonen et al. - Bei Toonen et al. wurden nur die WT-Mause mit
den SCA3-Mausen verglichen
- Keine vergleichbaren Ergebnisse in unseren
Ergebnissen mit den Ergebnissen von Toonen et al.
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3.2 Auswertung der Verhaltensanalyse des Mausmodells

Nachdem die Untersuchung der Metabolomdaten des Mausmodells in 3.1.
durchgefuhrt wurden und sich keine klaren Unterschiede der WT-Mause
gegenuber der Mutanten in ihren Metabolomen zeigten, sollte im Anschluss ein
Bezug zu phanotypischen Unterschieden zwischen den vier Genotypen
hergestellt werden. Dafir wurden verschiedene Verhaltensanalysen
durchgefuhrt. Diese sollten Unterschiede und Gemeinsamkeiten zwischen den
Genotypen darstellen. Die Verhaltensanalyse wurde zu mehreren Zeitpunkten
durchgefuhrt, um zusatzlich Veranderungen der Genotypen uUber diesen
Zeitraum zu untersuchen.

FUr alle Verhaltensanalysen wurde die Anzahl der Individuen in den
Abbildungsunterschriften angegeben. Abweichende Anzahl je Gruppe sind auf
fehlende Messergebnisse beispielsweise nach Abtétung einzelner Individuen

aus gesundheitlichen Granden zurtickzufihren.

3.2.1 Kbrpergewichtmessung

Teil der Verhaltensanalysen war die regelmafige Messung des Korpergewichts
im Untersuchungszeitraum der Mause von 2 Wochen bis 80 Wochen und ist ein
wichtiger Bestandteil der Untersuchungen, um die Entwicklung und Gesundheit
der Mause einzuordnen und zu beurteilen.

Die Messungen des Korpergewichts wurden in einem zweiwdchentlichen
Abstand Uber einen Zeitraum von 80 Wochen ab der zweiten Lebenswoche
aufgezeichnet.

In Abbildung 10 wurde das Korpergewicht der unterschiedlichen Genotypen
jeweils fur die Weibchen und die Mannchen getrennt dargestellt, um ebenfalls
Unterschiede zwischen den Geschlechtern zu analysieren und herauszustellen.
Daruber hinaus wurde ein Vergleich zwischen den in 2.1.1 bereits vorgestellten
unterschiedlichen Genotypen WT, PARK2 ko, SCA3 YAC und dm-YAC/PARK

geschlechtergetrennt untersucht.
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Erkennbar war, dass sowohl fiir die Mannchen als auch die Weibchen die WT-
Mause das hochste, die SCA3 YAC- und dm-YAC/PARK-Mause das geringste
Korpergewicht aufwiesen. Betrachtet man vorerst die Weibchen, ist folgendes zu
erkennen:

Zu Beginn der Aufzeichnung (0-8,8 Monate), lagen bei den Weibchen (Abb. 10A)
alle vier Genotypen nah beieinander und es war kaum ein Unterschied im
Korpergewicht feststellbar. Bei allen Gruppen war anfanglich eine stetige
Gewichtszunahme erkennbar. Ab der 20. Woche konnte man erkennen, dass das
Gewicht bei den WT-Mausen auch weiterhin anstieg. Zwar geringer als in den
ersten Wochen, jedoch war eine weitere Zunahme erkennbar. Ab der 40. Woche
war kaum noch eine Gewichtszunahme bei den WT-Mausen erkennbar und das
Gewicht wurde mit leichten Schwankungen gehalten. Zusatzlich war ersichtlich,
dass die WT-Gruppe ab der 32. Woche das hochste Gewicht innerhalb der
Gruppen aufwies. Das Gewicht der PARK2 ko-Mause steigerte sich im Vergleich
zu den WT-Mausen in kleineren Schritten und hielt sich ab der 56. Woche
ungefahr auf demselben Level. Im Gegensatz dazu hielt sich das Gewicht der
SCA3 YAC- und dm-YAC/PARK-Gruppe bereits ab der 40. Woche auf dem
gleichen Level und zeigte kaum eine Zunahme. Hier liel} die Zunahme des
Korpergewichts bereits nach der 36. Woche nach. Dabei war das Kérpergewicht
der SCA3 YAC- und dm-YAC/PARK-Mause auf einem ahnlichen Level, leicht
unterhalb des Gewichts der PARK2 ko-Mause. Signifikante Unterschiede zeigten
sich zwischen dem Gewicht der WT- und der dm-YAC/PARK-Mause ab der 38.
Woche mit p<0,01.

Betrachtet man anschlieRend die Mannchen, zeigte sich diese Entwicklung
gleichermalen fur das Korpergewicht der Mannchen (Abb. 10B). Auch hier war
eine stetige Steigerung des Koérpergewichts innerhalb der ersten 32 Wochen
erkennbar. Jedoch waren bei den mannlichen Gruppen deutlichere
Gewichtsunterschiede im Vergleich der vier Genotypen erkennbar. Bereits nach
der 12. Woche lagen das Korpergewicht der WT und PARK2 ko-Mause oberhalb
derer der SCA3 YAC- und dm-YAC/PARK-Mause. Hierbei war die
Gewichtszunahme von WT und PARK2 ko vergleichbar, sowie von SCA3 YAC
zu dm-YAC/PARK. Ab der 32. Woche war kaum noch eine Gewichtszunahme
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der PARK2 ko, SCA3 YAC und dm-YAC/PARK feststellbar. Hier wurde das
Gewicht Uber den restlichen Messzeitraum gehalten. Dabei war das Gewicht der
SCA3 YAC-Mause am geringsten, das Gewicht der dm-YAC/PARK-Mause lag
leicht Gber diesem und das Gewicht der PARK2 ko-Mause lag ebenfalls daruber.
Bei den WT-Mausen zeigte sich eine weitere Gewichtszunahme bis zur 40.
Woche und erst danach war keine deutliche Gewichtszunahme mehr erkennbar.
Gegenuber der SCA3 YAC- und der dm-YAC/PARK-Gruppe war das
Korpergewicht der WT-Gruppe mit p<0,01 ab der 22. Woche signifikant hoher.
Auch das Gewicht der PARK2 ko-Mause war ab der 22. Woche signifikant hoher
als das der dm-YAC/PARK-Mause (p<0,01).

Der Zeitpunkt der signifikanten Unterschiede wurde anhand der Ausschnitte in
Abb. 10C bei den Mannchen und D bei den Weibchen graphisch nochmal

detaillierter dargestellt.
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Abbildung 10: Kérpergewichtmessung im zweiwdchentlichen Rhythmus

Erkennbar sind jeweils die Kérpergewichtsmessungen der vier Genotypen (WT, PARK2 ko, SAC3 YAC, dm-
YAC/PARK) fiir die Mannchen (A und B) (WT n=14, PARK2 ko n=10, SCA3 YAC n=24, dm-YAC/PARK
n=14) und fiir die Weibchen (C und D) (WT n=23, PARK2 ko n=14, SCA3 YAC n=19, dm-YAC/PARK n=18)
lber einen Zeitraum von 2 bis 80 Wochen. Das héchste Kérpergewicht (in g) wiesen sowohl bei den
Weibchen als auch den Méannchen die WT-Méause auf. Bei den Weibchen hatten beinahe iiber den gesamten
Messzeitraum die dm-YAC/PARK Mé&use das geringste Gewicht. Wohingegen bei den M&nnchen ab der
36. Woche nicht mehr die dm-YAC/PARK-Méuse, sondern die SCA3 YAC-Méuse das geringste Gewicht
aufwiesen. Der Gewichtsunterschied bei den Weibchen ist zwischen der WT und der dm-YAC/PARK-
Gruppe signifikant reduziert (p<0,01). Bei den Ménnchen ist sowohl der Gewichtsunterschied zwischen WT
und SCA3 YAC, WT und dm-YAC/PARK, als auch zwischen PARK2 ko und dm-YAC/PARK mit p<0,01
signifikant. Dieser Zeitpunkt ist jeweils mit einem Pfeil in der jeweiligen Abb. markiert und in (B) als

vergrél3erter Ausschnitt fiir die Mdnnchen und in (D) als vergréRerter Ausschnitt fiir die Weibchen zur
besseren Veranschaulichung dargestellt.

3.2.2 RotaRod Test zur Analyse der Balance und Koordination

Im RotaRod Test (TSE Systems, Bad Homburg, Germany) sollten die Balance
und die Koordination der Tiere gepruft werden. Dadurch sollten
Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den Mutanten und dem WT
analysiert werden. Dieser Test erfolgte jeweils in einem Alter von 3, 6, 9, 12 und
15 Monaten. Zu jedem dieser Zeitpunkte fand vor Durchfiihrung der Tests eine

dreitagige Trainingsinstanz statt, bei der die Mause an die sich drehende Stange
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bei einer Geschwindigkeit von 4 auf 16 rpm gewdhnt wurden. Zur Gewdhnung
wurden sie dabei jeweils 2 Minuten zur Fortbewegung auf die Stange gesetzt.
Am Testtag wurde dann die Laufzeit innerhalb eines Intervalls von 4 auf 40 rpm

in 5 Minuten pro Individuum in Sekunden festgehalten.
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Abbildung 11: Trainingsverlauf RotaRod an den einzelnen Trainingstagen

Erkennbar ist der Trainingsverlauf fiir die jeweiligen Monate: 3, 6, 9, 12, 15, bezogen auf die Laufzeit (in s)
an den einzelnen Trainingstagen fiir WT (n=15), PARK2 ko (n=14), SCA3 YAC (n=16) und dm-YAC/PARK2
(n=15). Durch das Training konnte man bei jedem Genotyp jeden Monat eine Verbesserung der Laufzeit
vom 1. auf den 2. Tag beobachten. Vom 2. auf den 3. Trainingstag flachte die Steigung und damit der
Trainingserfolg wieder ab. Beim ersten Training im Alter von 3 Monaten lag die Laufzeit (s) an Trainingstag
1 noch unter 50 s, in allen anderen Monaten startete sie an Tag 1 jedoch bei (iber 50s, wodurch von einem

Erinnerungseffekt ausgegangen werden kann. Zwischen den Monaten 6, 9, 12 und 15 lagen keine gro3en
Unterschiede oder Verbesserungen zwischen den einzelnen Trainingstagen mehr vor.

Zuerst wurde die Entwicklung der Laufzeit (in s) der 4 Genotypen wahrend des
Trainings an 3 aufeinanderfolgenden Trainingstagen untersucht. Abbildung 11
zeigt den Verlauf der Entwicklung zu den bereits genannten Testzeitpunkten (3,
6, 9, 12, 15 Monate). Somit konnte der Lernerfolg der Genotypen von Tag 1 zu
Tag 3 dargestellt und analysiert werden.

Abb. 11A zeigt diese zum ersten Trainingszeitpunkt mit einem Alter von 3

Monaten. Zu sehen ist, dass die Laufzeit aller Gruppen am ersten Trainingstag
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sehr gering ausfiel und bei einer Laufzeit von ca. 50 s lag. Zum zweiten
Trainingstag war bereits eine deutliche Verbesserung aller Gruppen auf
Laufzeiten zwischen 50 s und 100 s feststellbar. Eine weitere Verbesserung der
Laufzeit von Trainingstag 2 auf Trainingstag 3 war nur bei den WT-Mausen von
ca. 60 s auf ca. 100 s erkennbar. Alle anderen Genotypen zeigten keine
deutlichen Verbesserungen der Laufzeit. Stattdessen zeigte sich am 3.
Trainingstag eine gleichbleibende Laufzeit. Abbildung 11B zeigt die Entwicklung
der Laufzeit im Alter von 6 Monaten. Alle Gruppen zeigten bereits eine bessere
Balance und Koordination im Vergleich zum vorherigen Testzeitpunkt von 3
Monaten und erzielten somit bereits an Trainingstag 1 deutlich langere
Laufzeiten. Die langste Laufzeit zeigte hier die Gruppe der dm-YAC/PARK-
Mause, gefolgt von den SCA3 YAC-Mausen. Anschliefend kamen die PARK2
ko-Mause mit einer geringflgig kurzeren Laufzeit und die kirzeste Laufzeit hatte
die Gruppe der WT-Mause. Eine geringe Verbesserung am zweiten Tag, sowie
am dritten Tag war bei allen Gruppen zu erkennen. Die groRte Verbesserung
hatte allerdings die PARK2 ko-Mause, welche auch am dritten Trainingstag die
langsten Laufzeiten aufwiesen. Mit einem Alter von 9 Monaten, dargestelltin Abb.
11C, zeichnete sich ein ahnliches Bild wie zum Zeitpunkt von 6 Monaten ab. Hier
hatte jedoch am dritten Trainingstag die dm-YAC/PARK-Gruppe die langste
Laufzeit, gefolgt von den PARK2 ko-, WT- und SCA3 YAC-Mausen. Auch mit 12
(Abb. 11D) und 15 Monaten (Abb. 11E) war die geringste Laufzeit am dritten
Trainingstag bei der SCA3 YAC-Gruppe festzustellen. Zu beiden Zeitpunkten
zeigte sich eine Verbesserung aller Gruppen ausgenommen der WT-Gruppe,
welche sich vom ersten auf den zweiten Tag leicht verschlechterte. In allen
Gruppen zeigte sich eine geringe Verschlechterung vom zweiten auf den dritten
Tag, wohingegen die WT-Gruppe vom zweiten auf den dritten Tag eine
verlangerte Laufzeit hatte und sich somit eine Verbesserung abzeichnete.
Ebenfalls waren flr beide Zeitpunkte die insgesamt schlechtesten Ergebnisse
am ersten Trainingstag zu verzeichnen, wie auch am dritten Tag fur die SCA3
YAC-Gruppe.
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Abbildung 12: RotaRod Médnnchen und Weibchen im Vergleich

Darstellung der RotaRod Ergebnisse von WT (n=15), PARK2 ko (n=14), SCA3 YAC (n=16), dm YAC/PARK
(n=15) fir 3, 6, 9, 12 und 15 Monate aufgeteilt in Mdnnchen (links) und Weibchen (rechts). Im Vergleich
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zwischen Méannchen und Weibchen sind héhere Schwankungen der einzelnen untersuchten Genotypen bei
den Weibchen erkennbar. Signifikante Unterschiede (p<0,01) zeigten nur die Weibchen bei 3 Monaten
zwischen SCA3 YAC und dm-YAC/PARK. Die Laufzeiten von WT und SCA3 YAC waren in nahezu jedem
Monat geringer als die Laufzeiten der PARK2 ko- und der dm YAC/PARK-Mé&use.

Nach dem beschriebenen dreitagigen Training erfolgte ein Testtag mit 2 Laufen
(4 rpm auf 40 rpm in 5 Minuten) pro Maus, mit jeweils mindestens 30 Minuten
Pause zwischen den beiden Laufen. Zur Analyse und zum Vergleich wurden hier
die Gruppen getrennt voneinander aufgetragen und fur Mannchen und Weibchen
einzeln betrachtet dargestellt. Um die Varianz der Individuen pro Gruppe zu
veranschaulichen wurde der Mittelwert, sowie jede Maus als Einzelpunkt,
aufgetragen (Abbildung 12). Wie bereits beschrieben erfolgte die Testung mit 3,
6, 9, 12 und 15 Monaten, um mogliche Veranderungen uber die Zeit zu erkennen.
Die statistische Auswertung im Alter von 3 Monaten (Abb. 12A) zeigte fur die
Mannchen keine erkennbaren Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen.
FUr die Weibchen hingegen war die Laufzeit der PARK2 ko-Gruppe mit ca. 180
s im Gegensatz zu den anderen Genotypen deutlich langer. Die Laufzeit der
SCA3 YAC-Gruppe (ca. 70 s) lag signifikant (p<0,01) unterhalb der Laufzeit der
dm-YAC/PARK-Gruppe (ca. 130 s). Zum nachsten Testzeitpunkt, mit 6 Monaten
(Abb. 12B), hatten sich die Gruppen in Bezug auf die Laufzeit einander sowohl
bei den Mannchen als auch den Weibchen angenahert und wiesen keine
signifikanten Unterschiede innerhalb der Gruppen mehr auf. Mit 6 Monaten war
die Laufzeit der dm-YAC/PARK-Gruppe bei den Mannchen und die der SCA3
YAC-Gruppe bei den Weibchen am geringsten. Die Mannchen zeigten die
langste Laufzeit mit ca. 110 s bei den PARK2 ko-Mausen und die Weibchen bei
den WT-Mausen mit ca. 150 s. Zusatzlich ist erkennbar, dass die Laufzeit bei fast
allen Gruppen bei den Weibchen einige Sekunden langer war als bei den
Mannchen. Dieser Sachverhalt lie3 sich auch zum Testzeitpunkt von 9 Monaten
(Abb. 12C) erkennen. Mit zunehmendem Alter der Mause war erkennbar, dass
zum Testzeitpunkt 12 und 15 Monate die Ergebnisse der Laufzeit insgesamt
schlechter wurden. Dieser Aspekt war besonders bei den WT-Mausen
erkennbar, jedoch war die Anzahl der Mause auch im Verlauf geringer geworden.
Zudem konnte man bei der Kdrpergewichtmessung (Abb. 10) auch erkennen,
dass das Gewicht der WT-Mause am grof3ten war, dementsprechend waren die

WT-Mause deutlich schwerer als die anderen Genotypen. Durch das hohere
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Gewicht kann das Laufverhalten auf der Rolle zusatzlich beeinflusst werden. Die
weiterhin schlechteste Laufzeit war bei den Weibchen in der Gruppe der SCA3
YAC-Mause erkennbar. Diese Tendenz zeigte sich bereits ab einem Alter von 9
Monaten, mit 12 und 15 Monaten war die Laufzeit der SCA3 YAC-Mause
vermehrt verringert im Vergleich zu den PARK2 ko-Mausen, welche die langsten
Laufzeiten zu diesem Zeitpunkt bei den Weibchen hatten. Betrachtet man in
Bezug auf das Laufverhalten der SCA3 YAC-Mause auch das bereits in Abb. 10
beschriebene Gewicht dieser, konnte man ein deutlich reduziertes Gewicht bei
den SCA3 YAC-Mausen besonders ab 9 Monaten (ca. ab der 36. Woche)
erkennen. Daher ist ein Zusammenhang des reduzierten Gewichtes mit einer
schlechteren Koordination aufgrund des ataktischen Phanotyps denkbar. Die
Gruppen, die die langste Laufzeit bei den Weibchen sowohl mit 12 als auch mit
15 Monaten aufwiesen, waren die PARK2 ko-Mause. Auch bei den Mannchen
konnten lange Laufzeiten fir die PARK2 ko-Mause bei 12 (Abb. 12D) und 15
Monaten (Abb. 12E) gemessen werden. Die WT-Mause zeigten bei den
Mannchen sogar im Gegensatz zu allen anderen Gruppen eine Verbesserung
der Laufzeit von 12 auf 15 Monate. Betrachtet man zusatzlich das bereits
analysierte Gewicht der Mause war auffallig, dass die WT-Mause das hochste
Gewicht hatten, was wiederum einen Einfluss auf das Gangbild hatte, und das
Laufverhalten verschlechterte. Die SCA3 YAC-Mause hingegen zeigten ein
verringertes Gewicht, was eventuelle Gangbildverschlechterungen verdecken
kann und somit eventuell diesen Effekt verschattet. Als Hypothese kdnnte man
sagen, dass somit die WT-Mause trotz hohem Gewicht keine
Gangverschlechterungen zeigten, die SCA3 YAC-Mause wiesen einen
schlechten Gang, aber ein geringes Gewicht auf. Daher aufierten sich keine
Unterschiede in der Analyse des Gangverhaltens zwischen WT, SCA3 YAC- und
dm-YAC/PARK-Mausen.
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3.2.3 CatWalk Ganganalyse von Ful3abdruck und Laufmuster

Die CatWalk Ganganalyse (Noldus, Wageningen, The Netherlands) wurde
durchgefuhrt, um genotypisch beeinflusste Unterschiede von FufRabdruck und
Gangmuster zu analysieren. Die vorliegenden Daten zeigen die Ergebnisse mit
12 und 15 Monaten. Zur Analyse wurden die Fufabdricke der Mause
aufgezeichnet, wahrend sie einzeln und freiwillig durch einen Tunnel Uber eine
Glasplatte gehen mussten. Fur die Analyse wurde flr diese Arbeit der Vorder-
und Hinterpfotenabstand, der Schrittzyklus und der Abdruckbereich der Pfoten
sowie die Durchschnittsgeschwindigkeit, Schrittzahl und Regelmaligkeitsindex

des Gangbildes der Mause wahrend des Tests genutzt und ausgewertet.

Auch flr die Catwalk Analyse wurden die Gruppen WT, PARK2 ko, SCA3 YAC
und dm-YAC/PARK erstellt und verglichen. AnschlieRend wurde fir jede
Kategorie noch eine Einteilung in Mannchen und Weibchen durchgefuhrt, um zu
untersuchen, ob sich Unterschiede zwischen den Geschlechtern darstellten.

Zur Ganganalyse sollten sowohl Vorderpfoten- (Abb. 13A) als auch
Hinterpfotenabstand (Abb. 13B, in cm) der jeweiligen Gruppen vorerst im Alter
von 12 Monaten gegeneinander aufgetragen werden. Hier sollten anschliefend
Unterschiede zwischen Mannchen und Weibchen herausgearbeitet werden. Der
Vorderpfotenabstand aller Gruppen lag im Durchschnitt zwischen ca. 15 bis 30
cm. Erkennbar war, dass der Vorderpfotenabstand bei den dm-YAC/PARK-
Mausen groRere Unterschiede unter den Individuen aufwies als bei den anderen
Gruppen. Zusatzlich war der Abstand (in cm) der dm-YAC/PARK-Mause am
grofdten, aber bei den SCA3 YAC-Mausen am geringsten. Gefolgt vom
Pfotenabstand der PARK ko-Mause. Der Vorderpfotenabstand im Vergleich
zwischen Mannchen und Weibchen zeigte geringe Unterschiede. Nur bei den
dm-YAC/PARK-Mausen war der Abstand bei den Weibchen sichtbar groRer im
Gegensatz zu den Mannchen. Der Hinterpfotenabstand mit 12 Monaten zeigte
eine deutlich groRere Streuung der Werte im Vergleich zum
Vorderpfotenabstand. Hier lagen die Werte im Bereich zwischen 5 bis 80 cm und

durchschnittlich bei 20 bis 40 cm. Signifikante Unterschiede von p<0,05 waren
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fur den Hinterpfotenabstand zwischen WT und dm-YAC/PARK erkennbar, was
fur das Ausstellen der Hinterpfoten zur Stabilisierung des Gangbildes bei den
dm-YAC/PARK-Mausen spricht. Der Hinterpfotenabstand der WT-Mause lag fir
alle Individuen nah beieinander und war geringfiigig groRer (ca. 5 cm) als der
Vorderpfotenabstand. Bei allen anderen Gruppen, und besonders fur die dm-
YAC/PARK-Mause, lag eine grol3e Streuung des Pfotenabstands zwischen den
Individuen vor. Bei den Mannchen war der Pfotenabstand aller Gruppen im
Durchschnitt 20 cm Uber dem Pfotenabstand der WT-Mause. Bei den Weibchen
war erkennbar, dass der Pfotenabstand der WT-Mause im Vergleich zu den
Mannchen einen groReren Abstand aufwies. Der grofdte Pfotenabstand zeigte
sich ebenfalls fur die dm-YAC/PARK-Mause, dieser war signifikant grofzer im
Vergleich der SCA3 YAC-Mausen (p<0,05) zu den PARK ko-Mausen (p<0,05)
und zu den WT-Mausen (p<0,01).
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Abbildung 13: CatWalk 12 Monate: Vorder- und Hinterpfotenabstand,
Durchschnittsgeschwindigkeit, Schrittzahl, RegelméaBigkeitsindex

Dargestellt sind der Vorder- und Hinterpfotenabstand (in cm), Durchschnittsgeschwindigkeit (cm/s),
Schrittzahl und RegelméBigkeitsindex (in %) jeweils im ersten Diagramm links fiir alle Méause
(geschlechtgemischt) der jeweiligen Gruppen: WT (n=15), PARK2 ko (n=13), SCA3 YAC (n=14), dm-
YAC/PARK (n=13) und anschlieBend einmal fiir Mdnnchen (mitte) (WT n=7, PARK2 ko n=5, SCA3 YAC
n=10, dm-YAC/PARK n=7) und einmal fiir die Weibchen (rechts) (WT n=8, PARK2 ko n=8, SCA3 YAC n=4,
dm-YAC/PARK n=6). Der Vorderpfotenabstand (Abb. 13A) war im Vergleich zum Hinterpfotenabstand (Abb.
13B) geringer und weniger gestreut zwischen den Individuen. Den gréten Pfotenabstand hatten die dm-
YAC/PARK-Mé&use. Signifikant (p<0,05) gr6Bere Abstdnde zeigen die dm-YAC/PARK-Mé&use beim
Hinterpfotenabstand im Vergleich zu den WT-Mé&usen. Bei den weiblichen M&usen war diese Signifikanz
des vergréBRerten Hinterpfotenabstands im Vergleich der SCA3 YAC-Mé&usen (p<0,05), zu den PARK2 ko-
Méusen (p<0,05) und zu den WT-Mé&usen (p<0,01). Die Durchschnittsgeschwindigkeit (Abb. 13C) zeigte
eine durchschnittliche Geschwindigkeit von ca. 150 cm/s fiir alle Gruppen. Bei den Mdnnchen zeigte die
Gruppe der SCA3 YAC-Méuse die héchste Geschwindigkeit, bei den Weibchen jedoch hatten sie die
geringste. Die Schrittzahl (Abb. 13D) zeigte ebenfalls keine signifikanten Abweichungen der Gruppen
voneinander und lag somit bei allen Tieren im Mittelwert bei 70 — 80 Schritten. Der RegelméRigkeitsindex
(Abb. 13E) lag, ebenfalls ohne Signifikanzen, zwischen 50 und 100 %. Hierbei war erkennbar, dass die dm-
YAC/PARK-Mé&use das unregelméBigste Gangmuster aufwiesen und die einzelnen Individuen pro Genotyp
grol3e Abweichungen zeigten, im Vergleich zu den anderen Genotypen. Die Weibchen zeigten die grél3ten
Unterschiede unter den Individuen im Vergleich aller Genotypen.

Weiterhin wurden Durchschnittsgeschwindigkeit (in cm/s), Schrittzahl und
Regelmaligkeitsindex der Schritte (in %) von WT, PARK2 ko, SCA3 YAC und
dm-YAC/PARK verglichen. Die Durchschnittsgeschwindigkeit fur den CatWalk
Test zum Zeitpunkt 12 Monate lag bei allen Tieren um die 150 cm/s.
Abweichungen einzelner Individuen bis zu 300 cm/s waren vorhanden, wurden
jedoch ausschlieBlich fur die Mannchen aufgezeichnet. Dementsprechend waren
fur die Weibchen keine Abweichungen einzelner Individuen vorhanden. Diese
Auffalligkeit zeigte jedoch keinerlei Signifikanz. Bei der Analyse der Schrittzahl
hatten alle Genotypen eine durchschnittliche Anzahl von 70 bis 80 Schritten.
Wobei hier die meisten Schritte durch die SCA3 YAC-Mause getatigt wurden. Der
Ausschlag fur die meisten Schritte bei den SCA3 YAC-Mausen zeigte sich bei
den Weibchen deutlicher als bei den Mannchen. Jedoch sind auch hierfur keine
signifikanten Unterschiede feststellbar (p=0,9) gewesen. Die Beurteilung nach
dem Regelmaligkeitsindex (%) =zeigte, dass zwar fur alle Tiere eine
Regelmaligkeit zwischen 50 und 100 % vorlag, jedoch lag eine verminderte
RegelmaRigkeit bei den dm-YAC/PARK-Mausen vor, sowohl fir die Weibchen
als auch die Mannchen. Dennoch waren auch diese Unterschiede ebenfalls nicht
signifikant (p=0,5). Als nachstes war erkennbar, dass die einzelnen Individuen
pro Gruppe starkere Unregelmaligkeiten aufwiesen. Die Weibchen aller
Gruppen zeigten grofiere Streuungen in der GangunregelmaRigkeit in Bezug auf

die Mannchen aller Gruppen.

97



A rechte Vorderpfote - SZ rechte Hinterpfote - SZ B rechte Vorderpfote - AB rechte Hinterpfote - AB

0.8 0.8 40
—_—

s
13

- - £ t
206 206 230 230
3 3 o, o S
Foad o B & 7 Z04 v &2 )
MET S PN NE LT3 I T
= o a ]
< < v 3 2
So2 g o go2 g1 % g1
< <
o 0. — 0 0
R o€ o & & o0
& & 8T g & & o & & o g
F & v F &
& & S

Abbildung 14: CatWalk 12 Monate: Geschlechtgemischte Betrachtung des Schrittzyklus und des
Abdruckbereiches der rechten Vorder- und Hinterpfote

Abb. 14A zeigt den SZ (s) der rechten Vorder- und Hinterpfoten und B den AB (cm?) der rechten Vorder-
und Hinterpfoten fiir die vier Genotypen: WT (n=15), PARK2 ko (n=13), SCA3 YAC (n=14), dm-YAC/PARK
(n=13). Der Schrittzyklus der rechten Vorderpfote der dm-YAC/PARK-Mé&use zeigte signifikant (p<0,05)

geringere SZ als die SCA3 YAC-Méuse In der Analyse zeigten sich ansonsten keine gré3eren Unterschiede
zwischen den untersuchten Gruppen.

Wichtig zur Ganganalyse war die Untersuchung von Schrittzyklus (SZ, in s) (Abb.
14A), der Vorder- und Hinterpfotenabstand der rechten Pfoten und des
Abdruckbereichs (AB) (Abb. 14B, in cm?) der rechten Pfoten. Hierbei sollte
untersucht werden, ob die Mause bei der Fortbewegung ihre gesamte Pfote auf
den Untergrund legen oder vielmehr nur die Zehenspitzen. Dies ist eher Ublich
bei SCA3 Mausen, die eher eine tippelnde Fortbewegung zeigen. Auch der
Schrittzyklus gibt Aufschluss Uber bekannte SCA3 Anomalien.

Abbildung 14 zeigt den SZ (in s) (Abb. 14A) der Vorder- und Hinterpfotenabstand
der rechten Pfoten und in Abb. 14B den AB (in cm?) im Alter von 12 Monaten.
Der Schrittzyklus fur die dm-YAC/PARK-Mause dauerte deutlich kirzer als der
der anderen Gruppen. Fur die rechte Hinterpfote war zu erkennen, dass der
Schrittzyklus von den SCA3 YAC- zu PARK ko-, WT- und schlussendlich zu den
dm-YAC/PARK-Mausen abnahm. Dabei war ein signifikanter Unterschied mit
p<0,05 in der Dauer des Schrittzyklus zwischen den SCA3 YAC-Mausen mit
einem deutlich langer dauernden SZ und den dm-YAC/PARK-Mausen zu
erkennen. Der Abdruckbereich (Abb. 14B) zeigte, dass er fur den WT sowohl fur
die rechte Vorder- als auch die Hinterpfote am gréf3ten war und von den WT- zu
den PARK ko, SCA3 YAC und den dm-YAC/PARK-Mausen abnahm. Somit war
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der Abdruckbereich der dm-YAC/PARK-Mause am kleinsten. Innerhalb der WT-
Mause gab es grol3e Individuelle Unterschiede des Abdruckbereichs.

Somit hatten die dm-YAC/PARK-Mause nicht nur den kurzesten Schrittzyklus,
sondern auch den geringsten Abdruckbereich der Pfoten, was einer eher

tippelnden Fortbewegung entspricht.
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Abbildung 15:CatWalk 12 Monate: Geschlechtsgemischte Betrachtung des Schrittzyklus und des
Abdruckbereiches der linken Vorder- und Hinterpfoten

A zeigt den Schrittzyklus (SZ) (s) der linken Vorder- und Hinterpfoten und B den Abdruckbereich (AB) (cm?)
der linken Vorder- und Hinterpfoten fiir die Gruppen: WT (n=15), PARK2 ko (n=13), SCA3 YAC (n=14), dm-
YAC/PARK (n=13) zum Testzeitpunkt 12 Monate. Es lagen keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen vor.

Nachdem das Gangbild fir die rechten Pfoten analysiert wurden, sollten
dementsprechend die linken Pfoten ebenfalls analysiert werden. Zuerst wurde
eine gemischtgeschlechtliche Untersuchung von SZ und AB mit 12 Monaten
durchgefuhrt. Erkennbar war, dass sich der Schrittzyklus zwischen den
Genotypen (WT, PARK2 ko, SCA3 YAC, dm-YAC/PARK) wenig unterschied,
sowohl fur die Vorder-, als auch fur die Hinterpfoten. Fur die linke Vorderpfote
war der Schrittzyklus der SCA3 YAC-Mause am langsten, der der dm-
YAC/PARK-Mause am geringsten. Bei den Hinterpfoten war der Schrittzyklus der
PARK2 ko-Mause am langsten, und ebenfalls der der dm-YAC/PARK-Mause am
geringsten. Der Abdruckbereich (Abb. 15B) zeigte erneut groRere Abweichungen
zwischen den einzelnen Individuen. Die Unterschiede zwischen den Genotypen
waren bei den linken Hinterpfoten deutlich groRer als bei den linken
Vorderpfoten, bei der dieser bei allen Genotypen im Mittel ahnlich war. Bei der

linken Hinterpfote war der Abdruckbereich der WT-Mause am groften, gefolgt

99



von dem der PARK2 ko-Mause, gefolgt von den SCA3 YAC-Mausen und den

dm-YAC/PARK-Mausen, bei welchen er am geringsten war.

AnschliefRend sollten nun die Schrittzyklen (in s) und der Abdruckbereich (in cm?)
fur die Pfoten einzeln und nach Geschlechtern getrennt betrachtet und analysiert
werden. Da sich bereits signifikante Unterschiede zwischen dem Vorder- und
Hinterpfotenabstand zwischen Mannchen und Weibchen abgezeichnet hatten,
sollten auch fur folgende Analysen des SZ und AB in die Geschlechter mannlich

und weiblich aufgeteilt werden.
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Abbildung 16

Hinterpfote getrennt nach Mdnnchen und Weibchen
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Erkennbar ist der SZ (A) und der AB (B) der rechten und linken Vorder- und Hinterpfote fiir die Gruppen WT
(n=15), PARK2 ko (n=13), SCA3 YAC (n=14), dm-YAC/PARK (n=13) aufgeteilt in Mdnnchen (links) (WT
n=7, PARK2 ko n=5, SCA3 YAC n=10, dm YAC/PARK n=7) und Weibchen (rechts) (WT n=8, PARK2 ko
n=8, SCA3 YAC n=4, dm. YAC/PARK n=6) zum Testzeitpunkt 12 Monate. Beim SZ waren keine
signifikanten Unterschiede feststellbar, dafiir zeigten sich im Abdruckbereich fiir die rechte Vorder- und
Hinterpfote der Mdnnchen sowie fiir die rechte Vorderpfote der Weibchen signifikante Unterschiede. Der AB
der dm-YAC/PARK-Mé&use (rechte Vorderpfote und rechte Hinterpfote) war bei den M&nnchen signifikant
geringer als bei den WT-Mé&usen (p<0,05). Bei der rechten Hinterpfote war der AB der SCA3 YAC-Mause
ebenfalls mit p<0,05 geringer als der der WT-Mause. Zwischen den dm-YAC/PARK-Mausen und den
PARK2 ko-Mausen zeigte sich mit p<0,01 ein signifikant verringerter AB der rechten Vorderpfote der dm-
YAC/PARK-Weibchen.

Abbildung 16 zeigt den SZ (Abb. 16A) und den AB (Abb. 16B) sowohl der rechten
als auch der linken Vorder- und Hinterpfote fur alle vier Genotypen jeweils im
Vergleich zwischen den Mannchen und Weibchen zum Zeitpunkt 12 Monate. Bei
dem Schrittzyklus der rechten Vorderpfote (Abb. 16A) war erkennbar, dass die
dm- YAC/PARK-Mause einen geringfugig kleineren Schrittzyklus als die anderen
Gruppen aufwiesen, den langsten Schrittzyklus hatten bei den Weibchen die
PARK2 ko-Mause und bei den Mannchen die SCA3 YAC-Mause. Bei der rechte
Hinterpfote war der Schrittzyklus bei allen Genotypen in Relation zur rechten
Vorderpfote vergleichbar lang. Der Abdruckbereich (Abb. 16B) zeigte hingegen
grolle Unterschiede zwischen den Weibchen und den Mannchen. Bei den
Weibchen war der Abdruckbereich der Vorderpfote der PARK2 ko-Mause am
grofdten im Vergleich zu den dm-YAC/PARK-Mausen mit einer Signifikanz von
p<0,01. Die Werte der Individuen lagen mit einem Abstand von ca. 10 cm?
auseinander. Bei den Mannchen hingegen waren die Werte der Individuen Uber
eine Spanne von bis zu 25 cm? weit gestreut. Die Gruppe der WT-Mause zeigte
den groRten Abdruckbereich mit ca. 12 cm?. Den kleinsten Abdruckbereich
hatten die dm-YAC/PARK-Mause, der im Vergleich zu den WT-Mausen sogar
signifikant (p<0,01) geringer war. Das gleiche Bild zeichnete sich ebenfalls flur die
rechte Hinterpfote ab. Auch hier waren die Werte bei den Weibchen bei allen
Genotypen nah beieinander. Die WT-Mause hatten den kleinsten
Abdruckbereiche bei den Hinterpfoten. Die Mannchen hingegen zeigten weit
gestreute Werte der einzelnen Individuen mit signifikant hohen Werten der WT-
Mause im Vergleich zu den SCA3 YAC-Mausen und den dm-YAC/PARK-Mausen
(jeweils p<0,01).
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Bei den linken Pfoten war festzustellen, dass es bzgl. des Geschlechts keine
Unterschiede im Schrittzyklus der linken Vorderpfote gab. Der Schrittzyklus
befand sich bei allen Genotypen zwischen 0,1 und 0,5 Sekunden. Die Streuung
der einzelnen Werte fur die Individuen bei der linken Hinterpfote sowohl bei den
Mannchen als auch den Weibchen war im Vergleich zur Vorderpfote grofer.
Beim Abdruckbereich (Abb. 16B) zeigte sich jedoch gegeniber den Weibchen
und Mannchen eine deutlichere Streuung sowohl der linken Vorder- als auch der
Hinterpfote. Zusatzlich war bei den Mannchen erkennbar, dass der
Abdruckbereich der WT-Mause am grofdten war und der der dm-YAC/PARK-
Mause am geringsten.

Nachdem das Gangbild der verschiedenen Genotypen im Alter von 12 Monaten
untersucht wurde, sollte im nachsten Schritt ein eventuelles Voranschreiten der
Symptomatik analysiert werden. Aus diesem Grund wurden die Analysen bei 15
Monate alten Tieren erneut durchgeflihrt. Hier sollte speziell darauf untersucht
werden, ob sich eine Veranderung oder Entwicklung zeigte, die bereits bei 12
Monaten erkennbar war und sich 3 Monate spater weiter ausgepragt hatte, in
welche Richtung die Entwicklung gefuhrt hatte und welche Unterschiede und

Gemeinsamkeiten es zwischen den beiden Messzeitraumen gab.
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Abbildung 17: CatWalk 15 Monate: Vorderpfoten-, Hinterpfotenabstand,
Durchschnittsgeschwindigkeit, Schrittzahl, RegelméBigkeitsindex

Dargestellt sind der Vorder- und Hinterpfotenabstand (in cm) jeweils im ersten Diagramm (links) fiir beide
Geschlechter (Médnnchen und Weibchen) der jeweiligen Genotypen: WT (n=12), PARK2 ko (n=11), SCA3
YAC (n=13), dm-YAC/PARK (n=13) im Vergleich. Jeweils einmal fiir alle Tiere einer Gruppe und
anschlieBend einmal fiir die Médnnchen (mitte) WT (n=7), PAR2K ko (n=5), SCA3 YAC (n=9), dm-YAC/PARK
(n=7) und einmal fiir die Weibchen (rechts) WT (n=5), PARK2 ko (n=6), SCA3 YAC (n=4), dm-YAC/PARK
(n=6) zum Zeitpunkt von 15 Monaten. Der Vorderpfotenabstand war im Vergleich zum Hinterpfotenabstand
geringer und weniger gestreut zwischen den Individuen. Alle Gruppen zeigten einen dhnlichen Vorder- und
Hinterpfotenabstand. Die einzelnen Individuen zeigten eine deutliche Streuung der Werte des
Hinterpfotenabstands im  Vergleich zum  Voderpfotenabstand.  Dargestellt  sind  zudem
Durchschnittsgeschwindigkeit (cm/s) in C, Schrittzahl in D und RegelméRigkeitsindex (%) in E fir die vier
Genotypen. Signifikante Unterschiede zeigten sich nur beim RegelméRigkeitsindex mit signifikant geringerer
RegelméBigkeit der dm-YAC/PARK-Mé&use im Vergleich zu den PARK2 ko-Méusen (p<0,001) und den
SCA3 YAC-Mausen (p<0,05), sowie einer verringerten RegelmaRigkeit der WT-Mause gegeniiber den
PARK2 ko-Mausen (p<0,01). Mit p<0,05 war diese Signifikanz bei den Mannchen ebenfalls noch zu finden.

Daher wurden dieselben Parameter nun auch fir 15 Monate untersucht
(Abbildung 17), beginnend mit Vorder- und Hinterpfotenabstand. Vorerst wurden
diese jeweils gesamtgeschlechtlich analysiert (links) und anschlieRend erfolgte
eine Aufteilung in Mannchen (mitte) und Weibchen (rechts), um mdgliche
Unterschiede der Geschlechter herauszuarbeiten. In Abbildung 17 wurden der
Vorderpfoten- und Hinterpfotenabstand (in cm) der jeweiligen Genotypen im Alter
von 15 Monaten gegeneinander aufgetragen. Der Vorderpfotenabstand (Abb.
17A) aller Genotypen lag im Durchschnitt zwischen ca. 10 bis 40 cm. Im
Gegensatz zum Vorderpfotenabstand im Alter von 12 Monaten (Abb. 13B) waren
keine deutlichen Unterschiede zwischen den einzelnen Genotypen feststellbar
und der durchschnittliche Pfotenabstand aller Genotypen war vergleichbar bei
ca. 20 cm. Der Pfotenabstand bei den WT- und dm-YAC/PARK-Mausen war
geringfugig kleiner als bei den PARK2 ko- und SCA3 YAC-Mausen. Unterschiede
zwischen den Mannchen und Weibchen waren nicht feststellbar (vgl. Abb. 17A-
B).

Ahnlich dem Testzeitpunkt mit 12 Monaten zeigte sich auch bei einem Alter von
15 Monaten, dass der Hinterpfotenabstand (Abb. 17B) deutlich gréRer war als
der Vorderpfotenabstand. Jedoch ist der Pfotenabstand der WT-Mause nicht
kleiner als der der anderen Gruppen. Auch der signifikant grof3ere Pfotenabstand
der dm-YAC/PARK-Mause, der bei 12 Monaten noch feststellbar war, war 3

Monate spater nicht mehr ausgepragt. Der durchschnittliche Hinterpfotenbstand
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betrug ca. 30 bis 40 cm fir alle Genotypen. Eine Streuung der Werte war bei

allen Genotypen fur die Individuen ahnlich bei Werten zwischen 0 und 80 cm.

AnschlielBend sollten Durchschnittsgeschwindigkeit, Schrittzahl und der
Regelmaligkeitsindex analysiert werden. Anhand von Abbildung 17 wurden
Durchschnittsgeschwindigkeit  (in  cm/s) (C), Schrittzahl (D) und
RegelmaRigkeitsindex (E) der Schritte (in %) von WT, PARK2 ko, SCA3 YAC und
dm-YAC/PARK verglichen. Die Durchschnittsgeschwindigkeit im CatWalk Test
zum Messzeitpunkt 15 Monate lag fur alle Tiere um die 150 cm/s. Abweichungen
einzelner Individuen von bis zu 300 cm/s waren vorhanden, wurden jedoch
ausschlieBBlich bei den Mannchen aufgezeichnet. Dementsprechend waren bei
den Weibchen solche Abweichungen einzelner Individuen nicht vorhanden. Flr
die Schrittzahl zeigte sich eine durchschnittliche Schrittzahl bei allen Genotypen
von 70 bis 80 Schritten. Diese Ergebnisse waren bereits zum Zeitpunkt von 12
Monaten (Abb. 13) zu erkennen. Die Beurteilung nach dem
Regelmaligkeitsindex (in %) =zeigte, dass eine groRe Varianz in der
Regelmaligkeit vorlag. Insbesondere in der Analyse zwischen den vier
Genotypen. Die grélite Regelmafigkeit zeigten die PARK2 ko-Mause gegenuber
den anderen Genotypen. Im Vergleich zu den WT-Mausen hatten die PARK2 ko-
Mause eine signifikant hdhere Regelmalligkeit mit p<0,01. Die PARK2 ko-Mause
zeigten mit einer Signifikanz von p<0,001 eine deutlich groflere RegelmaRigkeit
gegenuber den dm-YAC/PARK. Die geringste Regelmafigkeit hatten aber die
SCA3 YAC-Mause, welche auch eine signifikant geringere Regelmalligkeit im
Vergleich zu den dm-YAC/PARK-Mausen mit einer Signifikanz von p<0,05
aufwiesen. Betrachtet man anschlieRend die Geschlechter getrennt, zeigte die
Analyse des Regelmafigkeitsindex der Mannchen ebenfalls eine verringerte
RegelmaRigkeit der WT-Mause im Vergleich zu den PARK2 ko-Mausen. Bei den
Mannchen ist die geringste Regelmalligkeit auch bei den SCA3 YAC-Mause
festzustellen, sowie schon vorher in der Analyse beider Geschlechter gemeinsam
festzustellen war. Anders war es bei den Weibchen, denn bei diesen verhielt es
sich ausgeglichen. Aber auch hier war der RegelmaRigkeitsindex der SCA3 YAC-
Mause am geringsten (Abb. 17E).
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Abbildung 18: CatWalk 15 Monate: Geschlechtgemischt, Schrittzyklus und Abdruckbereich rechte
Vorder- und Hinterpfote

In A ist der Schrittzyklus (in s) und in B der Abdruckbereich (in cm?) der rechten Vorder- und Hinterpfote
zum Zeitpunkt 15 Monate bei den vier Genitypen (WT (n=12), PARK2 ko (n=11), SCA3 YAC (n=13), dm-
YAC/PARK (n=13) dargestellt. Der Schrittzyklus der rechten Vorder- und Hinterpfote zeigte im Vergleich der
vier Genotypen keine deutlichen Unterschiede. In B wurde der Abdruckbereich dargestellt. Hier war der
Abdruckbereich fiir die rechte Vorderpfote der SCA3 YAC-Mé&use am geringsten und der der PARK2 ko-
Mé&use am héchsten. Die rechte Hinterpfote zeigte eine gréBere Streuung des Abdruckbereichs mit
signifikanten Unterschieden der WT- zu den PARKZ2 ko-Méausen (p<0,05), sowie die PARK2 ko-Méause zu
den SCA3 YAC-Mé&usen (p<0,05) aufgrund des erhéhten Abdruckbereichs fiir die Gruppe der PARK2 ko-
Méuse.

Anschliel3end erfolgte auch flir den 3 Monate spater liegenden Messzeitraum
eine Aufteilung der linken und rechten Pfoten, um sowohl den Schrittzyklus als
auch den Abdruckbereich der Vorder- und Hinterpfoten der vier Genotypen mit
15 Monaten zu bestimmen (Abbildung 18). Der Schrittzyklus (Abb. 18A) zeigte
weder bei der rechten Vorder- noch bei der rechten Hinterpfote zwischen den
Genotypen signifikante Unterschiede. Der SZ dauerte bei allen Genotypen
zwischen 0,1 und 0,6 Sekunden. Die Analyse des Abdruckbereichs
veranschaulichte jedoch grolRere Unterschiede im Vergleich der Genotypen,
denn dieser zeigte bei den SCA3 YAC-Mausen fur die rechte Vorderpfote den
kleinsten Abdruckbereich (ca. 5 cm?). Der groRte Abdruckbereich (Abb. 18B) war
fir die Gruppe der PARK2 ko-Mause mit ca. 12 cm? am festzustellen. Auch in
der Analyse der rechten Hinterpfote konnten dieselben Unterschiede des
Abdruckbereichs festgestellt werden. Hier zeigte sich im Vergleich der PARK2
ko-Mause zu den SCA3 YAC-Mausen ein signifikant geringerer Abdruckbereich
fur die SCA3 YAC-Mause mit p<0,05, der allgemein auch der geringste von allem
Gruppen war. Im Vergleich zwischen den PARK2 ko- und den WT-Mausen war

ebenfalls der vergrolRerte Abdruckbereich der PARK2 ko-Mause mit einer
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Signifikanz von p<0,05 auffallig. Die Werte der dm-YAC/PARK-Mause lagen
leicht oberhalb der Werte der WT-Mause.
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Abbildung 19: CatWalk 15 Monate: Geschlechtsgemischt linke Vorder- und Hinterpfote

In A ist der Schrittzyklus (in s) und in B der Abdruckbereich (in cm?) der linken Vorder- und Hinterpfote zum
Zeitpunkt 15 Monate fiir die vier Gruppen (WT (n=12), PARK2 ko (n=11), SCA3 YAC (n=13), dm-YAC/PARK
(n=13) zu sehen. Der Schrittzyklus der linken Vorderpfote zeigte den ldngsten Zyklus bei den dm-
YAC/PARK-M&usen. Flir die Hinterpfoten war die Ldnge des Schrittzyklus in allen Gruppen &hnlich. Fiir die
linke Vorderpfote war der Abdruckbereich (B) bei den dm-YAC/PARK-Méausen am gréf3ten und den SCA3
YAC-Mé&usen am geringsten. Die SCA3 YAC-Mé&use zeigten signifikante Unterschiede zu den PARKZ2 ko-

Méusen (p<0,01) und zu den dm-YAC/PARK-Mé&usen (p<0,05). Am geringsten war der Abdruckbereich der
linken Hinterpfote bei den SCA3 YAC-Mé&usen gegentiber den PARK2 ko-Mé&usen mit einer Signifikanz von

p=<0,01.

Nachdem die Analysen fur die rechten Pfoten durchgeflhrt wurden, sollten diese
ebenfalls fur die linken Pfoten erfolgen. Erst gesamtgeschlechtlich (Abb. 19) und
anschlieBend einmal flr die Mannchen und Weibchen getrennt (Abb. 20).

Die Analyse des Schrittzyklus (Abb. 19A) der Mause zeigte eine Spanne von 0,1
bis 0,6 Sekunden. Im Vergleich zwischen den einzelnen Gruppen war der
Schrittzyklus der dm-YAC/PARK-Mause mit p=0,0601 nahe am signifikanten
Bereich und somit auffallig langer als der Schrittzyklus der SCA3 YAC-Mause.
Alle Ubrigen Gruppen hatten bei den linken Pfoten ahnliche Ergebnisse flr den
Schrittzyklus. Der Abdruckbereich (Abb. 19B) zeigte jedoch sowohl fur die
Vorder- als auch die Hinterpfoten in seiner Ausdehnung Unterschiede zwischen
den Gruppen. Der geringste Abdruckbereich war bei den SCA3 YAC-Mausen zu
erkennen. Im Vergleich mit den PARK2 ko-Mausen war dieser mit einer
Signifikanz von p<0,01 geringer und im Vergleich mit den dm-YAC/PARK-
Mausen war der AB mit einer Signifikanz von p<0,05 geringer. Auch bei den

Hinterpfoten waren geringere Werte bei den SCA3 YAC-Mausen im Vergleich zu
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den anderen Genotypen feststellbar. Dies auferte sich mit einer Signifikanz
zwischen den SCA3 YAC-Mausen und den PARK2 ko-Mausen von p<0,01. Den
groRten Abdruckbereich mit ca. 12 cm? fiir die linke Vorderpfote hatten die dm-
YAC/PARK-Mause und fur die linke Hinterpfote die PARK2 ko-Mause.
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Abbildung 20: CatWalk 15 Monate: Schrittzyklus und Abdruckbereich der rechten und linken
Pfoten
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Erkennbar ist der Schritizyklus (A) und der Abdruckbereich (B) der rechten und linken Vorder- und
Hinterpfote fiir die vier Genotypen: WT (n=12), PARK2 ko (n=11), SCA3 YAC (n=13), dm-YAC/PARK (n=13)
im Vergleich, jeweils einmal fiir die Mannchen (links) WT (n=7), PARK2 ko (n=5), SCA3 YAC (n=9), dm-
YAC/PARK (n=7) und einmal fiir die Weibchen (rechts) WT (n=5), PARK2 ko (n=6), SCA3 YAC (n=4), dm-
YAC/PARK (n=6) zum Testzeitpunkt 15 Monate. Mit einer Signifikanz von p<0,05 war bei den Ménnchen
der SZ der linken Hinterpfote der SCA3 YAC-Mé&use geringer als der SZ der PARK2 ko-Méuse. Sowie der
AB bei den Weibchen bei der rechten Hinterpfote fiir die dm-YAC/PARK-Mé&use mit einer Signifikanz von
p=<0,05 deutlich geringer war als der der PARK2 ko-Mé&use.

Nachdem bereits viele signifikante Unterschiede bei SZ und AB flr die rechten
und linken Pfoten festgestellt wurden, sollte zudem erneut eine Auftrennung in
Mannchen und Weibchen erfolgen, um potenzielle Unterschiede auch in Bezug
auf die Geschlechter zu untersuchen.

Abbildung 20 zeigt folgend eine Aufteilung in Mannchen und Weibchen flir den
Schrittzyklus (A) und den Abdruckbereich (B) der rechten Vorder- und Hinterpfote
fur alle vier Genotypen zum Zeitpunkt von 15 Monaten.

Die Werte der rechten und linken Vorderpfote zeigten die gleichen
durchschnittlichen Werte. Bei den Mannchen war der langste Schrittzyklus der
rechten Vorderpfote bei den dm-YAC/PARK-Mausen, bei den Weibchen bei den
WT-Mausen zu erkennen. Fur die rechte Hinterpfote zeigte sich im Gegensatz
zum Zeitpunkt von 12 Monaten keine weite Facherung der Werte fur die
Individuen. Bei der rechten Hinterpfote waren die Werte der Mannchen und
Weibchen ahnlich. Der geringste Schrittzyklus war bei beiden Geschlechtern bei
den WT-Mausen erkennbar und der grof3te bei den SCA3 YAC-Mausen. Der
Abdruckbereich zeigte ebenfalls eine weniger gro3e Facherung der Werte fur die
einzelnen Individuen der jeweiligen Genotypen. Hier hatten die Mannchen der
dm-YAC/PARK-Mause den groten Abdruckbereich der rechten Vorderpfote und
bei den Weibchen die PARK2 ko-Mause. Auffallig war, dass bei den Mannchen
die dm-YAC/PARK-Mause einen groRen Abdruckbereich (ca. 12 cm?) hatten, bei
den Weibchen jedoch einen vergleichbar kleinen (ca. 5 cm?). Zwischen den
Mannchen war im Gegensatz zu den 12 Monaten kein deutlicher Unterschied
zwischen Vorder- und Hinterpfoten zu erkennen. Hier war der Abdruckbereich
der dm-YAC/PARK-Mause am grof3ten und weiterhin der der SCA3 YAC-Mause
am geringsten. Dahingegen war der Abdruckbereich bei den Weibchen breiter
gefachert, die Reihenfolge der Grolie des Abdruckbereichs war jedoch genauso,

wie der der rechten Vorderpfote. Bei der rechten Hinterpfote war der
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Abdruckbereich der PARK2 ko-Mause signifikant hoch (p<0,05) im Vergleich zum
kleinsten Abdruckbereich der dm-YAC/PARK-Mausen bei den Weibchen.

Der Schrittzyklus lag bei den linken Pfoten fur alle Gruppen zwischen 0,1 und 0,5
s. Erkennbar war, dass fur die linke Vorderpfote sowohl bei den Weibchen als
auch bei den Mannchen der grofdte Schrittzyklus bei den dm-YAC/PARK-Mausen
vorzufinden war. Bei den linken Hinterpfoten war, im Gegensatz zum vorherigen
Testzeitpunkt von 12 Monaten, festzustellen, dass die Werte der einzelnen
Individuen innerhalb der Gruppe weniger weit gefachert waren. Fir die linke
Hinterpfote bei den Mannchen waren die Werte der PARK2 ko-Mause signifikant
(p<0,05) hoher als die der SCA3 YAC-Mause. Bei den Mannchen hatten die
SCA3 YAC-Mause fur die linke Hinterpfote den geringsten Schrittzyklus, bei den
Weibchen die WT-Mause. Die restlichen Gruppen zeigten ahnliche
durchschnittliche Werte von ca. 0,3 s. Auch beim Abdruckbereich waren
Unterschiede gegenuber der 12 Monate zu erkennen. Hier zeigten auch die
Weibchen fur die linke Vorder- und Hinterpfote eine ahnlich grol3e Facherung der
Werte wie die Mannchen, besonders war dies bei den WT- und SCA3 YAC-
Mausen zu erkennen. Der Abdruckbereich der dm-YAC/PARK-Mause hingegen
war bei den Mannchen, im Gegensatz zu den anderen Gruppen und zum
Testzeitpunkt von 12 Monaten, deutlich vergroRert. Sehr kleine Abdruckbereiche,
vor allem bei den Mannchen, zeigten die SCA3 YAC-Mause, die grofiten Werte
fur die Weibchen, sowohl fur die linke Vorder- als auch Hinterpfote, die Gruppe
der PARK2 ko-Mause.

Nachdem alle Bereiche des CatWalks (Vorderpfoten-, Hinterpfotenabstand,
Durchschnittsgeschwindigkeit, Schrittzahl, RegelmaRigkeitsindex, Schrittzyklus,
Abdruckbereich) analysiert wurden, soll Tabelle 35 einen Vergleich der
Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den Testzeitpunkten (12 und 15
Monate) fur die einzelnen Bereiche darstellen.

Stellt man die Untersuchungszeitpunkte 12 und 15 Monate in direkten Vergleich
zueinander, kann man feststellen, dass sich einige Parameter nicht veranderten.
Sowohl mit 12 als auch 15 Monaten lag ein grolRerer Hinterpfoten- als

Vorderpfotenabstand bei allen Gruppen vor. Zudem zeigten sich groRere
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Unterschiede zwischen den Werten der einzelnen Individuen beim
Hinterpfotenabstand. Der Vorderpfotenabstand war bei den Individuen jedoch
ahnlich, sowohl mit 12 als auch mit 15 Monaten.

Ebenso wie die Durchschnittsgeschwindigkeit mit 150 cm/s anderte sich auch die
Schrittzahl mit einem Durchschnitt von 70 bis 80 Schritten fur alle vier Genotypen
im Vergleich von 12 zu 15 Monaten nicht.

Der Schrittzyklus lag bei allen Genotypen zu beiden Testzeitpunkten bei
ungefahrt 0,3 s und veranderte sich im Verlauf nicht.

Dennoch konnte festgestellt werden, dass sich der Vorderpfotenabstand von 12
auf 15 Monate im Durchschnitt vergroRerte. Dabei lag der Abstand dessen bei
den WT-Mausen mit 15 Monaten, wie auch schon mit 12 Monaten, bei deutlich
geringeren Werten im Vergleich zu den anderen Genotypen. Der
Hinterpfotenabstand hatte ebenfalls mit 12 Monaten die geringsten Werte bei den
WT-Mausen, mit 15 Monaten hingegen war dieser bei den vier Genotypen
ahnlich grol3.

Mit 12 Monaten waren die SCA3 YAC-Mause im Durchschnitt noch die
schnellsten, mit 15 Monaten waren die PARK2 ko-Mause geringfugig schneller.
Die grofdte Schrittzahl hatten die SCA3 YAC-Mause mit 12 Monaten, mit 15
Monaten war die Schrittzahl der WT- und dm-YAC/PARK-Mause grol3er als die
der SCA3 YAC-Mause. Mit 12 Monaten hatten die dm-YAC/PARK-Mause den
unregelmafigsten Schrittzyklus mit einem Regelmaligkeitsindex von 70 %, 3
Monate spater zeigten sich signifikant unregelmaRigere Schritte bei den SCA3
YAC-Mausen (p<0,05). Die regelmafigsten Schritte hatten die PARK2 ko-Mause
mit einer Signifikanz von p<0,001 gegenuber den dm-YAC/PARK-, mit einer
Signifikanz von p<0,01 gegenuber den WT-Mausen.

Der Abdruckbereich der Vorder- und Hinterpfoten war bei den Mannchen mit 12
Monaten signifikant geringer. Zudem war der Abdruckbereich bei den dm-
YAC/PARK-Mausen im Vergleich zu den WT-Mausen geringer. Bei den rechten
Vorderpfoten der Weibchen zeigte sich ein verringerter Abdruckbereich bei den
dm-YAC/PARK-Mausen gegenuber den PARK2 ko-Mausen. Mit 15 Monaten
waren jedoch keine signifikanten Unterschiede im Abdruckbereich der rechten

und linken Vorder- und Hinterpfoten mehr zu erkennen. Dennoch waren die
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geringsten Abdruckbereiche bei den SCA3 YAC-Mausen festzustellen, die
grofdten bei den PARK2 ko-Mausen. Mit einer Signifikanz von p<0,05 war der
Abdruckbereich der rechten Hinterpfote der weiblichen PARK2 ko-Mause groer

als der der dm-YAC/PARK-Mause.

Tabelle 35: Gemeinsamkeiten und Unterschiede CatWalk zwischen 12 und 15 Monate alten Tieren

Gemeinsamkeiten

Unterschiede

Vorderpfotenabstand

- Keine signifikanten
Unterschiede
zwischen den

Genotypen

12 Monate
- keine deutlichen
Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen

- durchschnittlicher
Pfotenabstand aller
Gruppen war vergleichbar
bei ca. 20 cm

15 Monate

- Vorderpfotenabstand aller
Gruppen lag im Durchschnitt

zwischen 10 bis 40 cm

Hinterpfotenabstand

- Hinterpfoten-

abstand war deutlich

grolder als der
Vorderpfotenabstand
- grollere

Unterschiede

zwischen den
Individuen der
jeweiligen  Gruppen
des

Hinterpfotenabstands
im  Vergleich zum
Vorderpfotenabstand

12 Monate
- signifikant groRerer
Pfotenabstand der dm-

YAC/PARK-Mause
gegenuber den WT-Mausen
mit 12 Monaten

- die Mannchen zeigten
grollere der

Werte als die Weibchen mit

Facherung

12 Monaten
15 Monate
- bei den dm-YAC/PARK-

Mause kein vergrolerter
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Hinterpfotenabstand mit 15
Monaten mehr im Vergleich
zu den anderen Genotypen
- ahnlich grofle Facherung
der Abstande bei Mannchen
und Weibchen

Durchschnitts-

geschwindigkeit

- Durchschnitts-
geschwindigkeit 150

cm/s

Schrittzahl

- Schrittzahl von 70
bis 80 Schritten

RegelmaRigkeitsindex

12 Monate:

- keine Signifikanzen

- zwischen 50 und 100 %

- dm-YAC/PARK-Mause:
unregelmaigstes
Gangmuster

- einzelne Individuen bei dm-
YAC/PARK zeigten grolde
Abweichungen im
Gegensatz zu den anderen
Genotypen

- Weibchen hatten bei allen
4 Genotypen groldere
Unterschiede unter den
Individuen

15 Monate:

- signifikant  geringere
RegelmaRigkeit der dm-
YAC/PARK-Mause im
Vergleich zu den PARK2 ko-
Mausen (p<0,001) und den
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SCA3 YAC-Mausen
(p<0,05)

- verringerte RegelmaRigkeit
der WT-Mause gegenuber
den PARK2 ko-Mausen
(p<0,01)

- Signifikanz von p<0,05
zwischen WT-Mausen
gegenuber den PARK2 ko-

Mausen bei den Mannchen

Schrittzyklus - fur alle Genotypen
durchschnittlich bei
0,3s

Abdruckbereich 12 Monaten

- groler Unterschied
zwischen  Vorder-  und
Hinterpfoten rechts bei den
Mannchen
15 Monate
- kein deutlicher Unterschied

zwischen den Genotypen

3.2.4 LabMaster System zur longitudinalen Analyse von Nahrungs- und

Fliissigkeitsaufnahme, Aktivitét und Angstverhalten

Zusatzlich zu den Ganganalysen erfolgten noch Verhaltensanalysen durch den
LabMaster Test. Fur diese longitudinale Verhaltensanalyse mittels LabMaster
(TSE Systems, Bad Homburg, Germany) wurden die Mause Uber einen Zeitraum
von 70 Stunden in einen neuen und grof3eren Kafig gebracht. Diese Kafige waren
mit Infrarotlichtquellen und -sensoren ausgestattet, um die Aktivitat und den
Aufenthaltsort der Mause aufzuzeichnen. Diese wurden so ausgerichtet, dass sie

die horizontale und vertikale Aktivitat aufzeichneten. Zusatzlich wurde die
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Nahrungsaufnahme, sowie die Flussigkeitsaufnahme dokumentiert. Zu den
analysierten Parametern zahlen somit die horizontale und vertikale Aktivitat, das
heil3t das Aufrichten der Mause im Kafig, die totale zuruckgelegte Distanz
innerhalb des Kafigs, die im Zentrum des Kafigs verbrachte Zeit und das
Angstverhalten, bemessen in Relation von Aufenthalt im Zentrum des Kafigs zu

ihrem Aufenthalt am Rand des Kafigs.
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Abbildung 21: LabMaster zum Zeitpunkt von 3 Monaten

Dargestellt sind horizontale Aktivitdt (Bewegung/min), Distanz (Bewegung/min), vertikale Aktivitat
(Bewegung/min), Aufenthalt im Zentrum des Kéfigs (Bewegung/min) und Angstverhalten (Bewegungmin)
der vier Genotypen (WT n=16, PARK2 ko n=14, SCA3 YAC n=16, dm-YAC/PARK n=14) zum Zeitpunkt 3
Monate. Deutliche Unterschiede mit einer Signifikanz von p<0,05 zwischen den WT- und PARKZ2 ko-Mé&usen
lagen sowohl in der horizontalen Aktivitdt als auch in der Distanz mit weniger Bewegung/min der PARK2 ko-
Méuse. Bei allen Tests schnitten die WT-Mause mit der meisten Bewegung/min und die PARK2 ko-Mé&use
mit den geringsten Bewegungen/min ab. Ausgenommen von der vertikalen Aktivitdt, hier war die
Bewegung/min der SCA3 YAC-Mé&use am geringsten.
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Abbildung 21 zeigt die horizontale Aktivitat, die zurtckgelegte Distanz, die
vertikale Aktivitat, sowie den Aufenthalt im Zentrum des Kafigs und das
Angstverhalten der verschiedenen Gruppen zum Zeitpunkt 3 Monate. Erkennbar
ist, dass die WT-Mause die meisten Bewegungen/min machten, da sie
besonders viele Lichtsignale auslosten. Signifikant mehr als die PARK2 ko- und
SCA3 YAC-Mause (p<0,05). Die PARK2 ko und SCA3 YAC-Mause losten die
wenigsten Lichtsignale aus und zeigten somit die geringste Bewegung im Kafig.
Weiterhin wurde die zuruckgelegte Distanz in Bewegung pro Minute analysiert.
Auch im Vergleich der Distanz (Bewegung/min) I6sten die WT-Mause signifikant
mehr Lichtquellen als die PARK2 ko-Mause (p<0,05) aus. Die Unterschiede
innerhalb der Mutanten (PARK2 ko-, SCA3 YAC- und dm-YAC/PARK) war
hingegen gering (Abb. 21). Bei der vertikalen Aktivitat zeigten die Individuen
innerhalb der Gruppen eine hohe Varianz. Hier waren die Bewegungen/min bei
den WT-Mausen und den dm-YAC/PARK-Mausen am hdchsten. Auch fir den
Aufenthalt im Zentrum des Kafigs und das Angstverhalten zeigten die WT-Mause
die groldte Aktivitat und dementsprechend das haufigste Auslosen von
Infrarotlichtquellen und -sensoren, die PARK2 ko-Mause hingegen die geringste
Aktivitat. Beim Aufenthalt im Zentrum des Kéafigs lagen die SCA3 YAC und dm-
YAC/PARK-Mause nah beieinander. Bei der Untersuchung des Angstverhaltens
waren die Bewegung/min bei den SCA3 YAC-Mausen hoher als die der dm-
YAC/PARK-Mause (Abb. 21).
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Abbildung 22: LabMaster Distanz in cm/m in den ersten 20 min, Anpassung an eine neue
Umgebung

Dargestellt ist die Distanz (in cm/min (iber 20 min) der Gruppen jeweils zum Zeitpunkt 3, 9 und 15 Monate,
aufgeteilt in Mannchen (A) und Weibchen (B). A zeigt die Distanz fiir die Mdnnchen und alle vier Genotypen
(WT n=7, PARK2 ko n=5, SCA3 YAC n=10, dm-YAC/PARK n=7). Mit 3 Monaten waren bei den Mdnnchen
bereits signifikante Unterschiede in der Distanz zwischen den PARK2 ko- und den dm-YAC/PARK-Mé&usen
zu erkennen. Die zurlickgelegte Distanz war mit p=0,0611 geringer als bei den dm-YAC/PARK-Mé&usen. Mit
9 Monaten waren mehrere signifikante Unterschiede zu erkennen. Mit p<0,001 hatten die WT-Méuse eine
grélBere Distanz zuriickgelegt als die PARK2 ko-Mé&use und die SCA3 YAC-Mé&use mit p<0,01 gréBer als
die der dm-YAC/PARK. Mit 15 Monaten zeigten sich zwischen den Genotypen bei den Ménnchen jedoch
keine signifikanten Unterschiede. B) Bei den Weibchen (WT n=8, PARK2 ko n=8, SCA3 YAC n=6, dm-
YAC/PARK n=7) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede, weder mit 3, noch mit 9 oder 15 Monaten.

Um den Verlauf der Anpassung an eine neue Umgebung der Genotypen zu

untersuchen und gleichzeitig miteinander zu vergleichen und die damit
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zusammenhangenden moglichen Veranderungen zu analysieren, wurden die
einzelnen Ergebnisse zu den verschiedenen Messzeitpunkten in Abbildung 22
gegenubergestellt. Abbildung 22 zeigt somit die Distanz (in cm/min Gber 20 min)
der verschiedenen Genotypen (WT, PARK2 ko, SCA3 YAC, dm-YAC/PARK) im
Vergleich zu den einzelnen Messzeitpunkten (3, 9, 15 Monate) einmal fur die
Mannchen (Abb. 22A) und einmal fir die Weibchen (Abb. 22B). Dabei bilden die
ersten 20 min die Anpassung an eine neue Umgebung ab.

Betrachtet man vorerst die Mannchen (A), ist erkennbar, dass bei diesen die WT-
Mause die grofRte Distanz zurtcklegten, sowohl mit 3, 9 als auch mit 15 Monaten
und die PARK2 ko-Mause hingegen jeweils die geringste Distanz zurtcklegten.
Der Unterschied der Mannchen bei 3 Monaten zwischen den PARK2 ko- und den
dm-YAC/PARK-Mausen mit einer deutlich grol3eren zurickgelegten Distanz war
mit p=0,0611 beinahe signifikant. Deutlich signifikante Unterschiede waren
erneut mit 9 Monaten fir die Mannchen festzustellen. Hier zeigten die WT-Mause
zu allen anderen Gruppen deutliche Unterschiede und eine somit hdhere
zurlckgelegte Distanz in den ersten 20 Minuten. Die WT-Mause in
Gegenuberstellung zu den PARK2 ko-Mausen mit p<0,001, sowie die WT- zu
den SCA3 YAC-Mausen ebenfalls mit p<0,001. Weiterhin signifikant mehr
Distanz legten die WT- im Vergleich zu den dm-YAC/PARK-Mausen mit p<0,01
zuruck. Im Verlauf zum nachsten Messzeitpunkt mit 15 Monaten waren die
Unterschiede zwischen den Gruppen nicht mehr signifikant, jedoch war weiterhin
zu erkennen, dass die WT-Mause die groRte und die PARK2 ko-Mause die
geringste Distanz zurucklegten.

Schaut man sich hingegen die Weibchen (B) an, zeichnete sich ein anderes Bild
ab. Hier legten die WT-Mause mit 3 Monaten die grofte Distanz zurlck und die
dm-YAC/PARK-Mause die kleinste. Die PARK2 ko-Mause und die SCA3 YAC-
Mause zeigten hingegen eine ahnlich zuruckgelegte Distanz in den ersten 20
Minuten mit 60 cm/min, also knapp weniger als die WT-Mause, aber mehr als die
dm-YAC/PARK-Mause mit ca. 50 cm/min zurlckgelegter Distanz. Mit 9 Monaten
war bei allen Genotypen eine Zunahme der Distanz festzustellen. Hier legten
dann jedoch die SCA3 YAC-Mause die grolite Distanz zuriick mit ca. 120 cm/min,
gefolgt von den WT- und dm-YAC/PARK-Mausen. Die PARK2 ko-Mause legten
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zu diesem Messzeitpunkt die geringste Distanz mit nur knapp mehr als 60 cm/min
zuruck. Auch mit 15 Monaten waren wieder Unterschiede zu erkennen: Die dm-
YAC/PARK-Mause hatten hier die groRte Distanz zurtickgelegt, gefolgt von den
WT-, SCA3 YAC- und schlussendlich den PARK2 ko-Mausen, die lediglich eine

Distanz von 50 cm/min zurucklegten.
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Abbildung 23: Verlauf horizontale, vertikale Aktivitédt und Distanz iiber 70 Stunden

Veranschaulicht ist der Verlauf fiir die vier Genotypen (WT n=15, PARK2 ko n=13, SCA3 YAC n=16, dm-
YAC/PARK n=14), zum Zeitpunkt 3 Monate, jeweils einmal fiir die gesamte Gruppe (links) und anschlieBend
aufgeteilt in Mannchen (mitte) (WT n=7, PARK ko n=5, SCA3 YAC n=10, dm-YAC/PARK n=7) und Weibchen
(rechts) (WT n=8, PARK ko n=8, SCA3 YAC n=6, dm-YAC/PARK n=7). Erkennbar war, dass die Aktivitét
und somit die zurtickgelegte Distanz bis zur ersten Nacht bei allen Genotypen erhbht war, aber sich ab dem
2. Tag auf einen Nacht-Tag-Rhythmus, mit dhnlicher Aktivitét der Genotypen in der Nacht und Ruhe am
Tag, einpendelte. Zudem war erkennbar, dass die Aktivitdt der WT-Mé&use im Verhgleich zu den Mutanten
zu Beginn immer am héchsten war.
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Zur Darstellung der Entwicklung, wahrend der 70 Stunden des LabMaster Tests,
wurde in Abbildung 23 der Testzeitpunkt 3 Monate unterteilt in 8 Zeitpunkten
dargestellt. Als erster Zeitpunkt wurden die ersten 15 Minuten nach Einbringen
der Maus in den neuen Kafig analysiert, in denen sich die Tiere an die neue
Situation gewohnten. Danach bestanden die Zeitpunkte aus jeweils
zusammengefassten Datenpunkten vom entsprechenden Tag bzw. der
entsprechenden Nacht (Tag 1, Nacht 1, Tag 2, Nacht 2, Tag 3, Nacht 3, Tag 4).
Abbildung 23 zeigt die horizontale (A), vertikale (B) Aktivitat und die Distanz (C)
fur die vier Gruppen (WT, PARK2 ko, SCA3 YAC, dm-YAC/PARK). Erkennbar
ist, dass die Aktivitat sowohl horizontal als auch vertikal und in der Distanz in den
ersten 15 Minuten am hochsten war, zu Tag 1 und Nacht 1 auf ein ahnliches
Level abnahm und sich dann in einen Tag/Nacht-Rhythmus einspielte. Hier ist zu
sehen, dass die Aktivitat ab Tag 2 sehr gering war und sich ein gleichmafiger
Rhythmus zwischen ca. 50 Bewegungseinheiten pro Sensor/min in der Nacht
und sehr geringer Aktivitat am Tag einspielte. Man kann zudem erkennen, dass
bei Beginn die Aktivitat der WT-Mause am hochsten war. Somit zeigten die
Mause der verschiedenen Genotypen alle nach der ersten Gewdhnungsphase
eine normale Aktivitat in der Nacht und einen Schlafrhythmus am Tag, wie von

Mausen bereits bekannt.
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Abbildung 24: Verlauf Horizontale, Vertikale Aktivitidt und Distanz iiber 70 Stunden, Zeitpunkt 9
Monate

Abb. 24 zeigt den Verlauf der vier Genotypen (WT n=15, PARK2 ko n=13, SCA3 YAC n=16, dm-YAC/PARK
n=14), Zeitpunkt 9 Monate, jeweils einmal fiir die gesamte Gruppe (links) und anschlieBend aufgeteilt in
Ménnchen (mitte)(WT n=7, PARK2 ko n=5, SCA3 YAC n=10, dm-YAC/PARK n=7) und Weibchen (rechts)
(WT n=8, PARK2 ko n=8, SCA3 YAC n=6, dm-YAC/PARK n=7). Erkennbar ist, dass die Aktivitdt und somit
die zuriickgelegte Distanz bis zur ersten Nacht bei allen Genotypen erh6ht war, sich aber ab dem 2. Tag
auf einen Nacht-Tag-Rhythmus einpendelte. Hierbei zeigten sich deutliche Unterschiede zwischen den
Genotypen mit deutlich hGherer Aktivitat der WT-Méuse im Vergleich zu den anderen Gruppen. Lediglich
die SCA3 YAC-Weibchen zeigten bei der zuriickgelegten Distanz hbhere Werte als die restlichen Gruppen.
Zudem war erkennbar, dass die Aktivitét der WT-Mé&use im Vergleich zu den Mutanten zu Beginn immer am
héchsten war.
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Zum Vergleich der Entwicklung wurde dies erneut zu einem spateren Zeitpunkt
mit 9 Monaten durchgefihrt. Abbildung 24 zeigt die horizontale (A) und vertikale
(B) Aktivitat und die Distanz (C) fir alle Genotypen im Zeitraum von 70 Stunden
(15 min, Tag 1, Nacht 1, Tag 2, Nacht 2, Tag 3, Nacht 3, Tag 4) zum
Messzeitpunkt 9 Monate. Erkennbar ist, dass die Aktivitat sowohl horizontal als
auch vertikal und in der Distanz auch zu diesem Testzeitpunkt in den ersten 15
Minuten am hochsten war, zu Tag 1 und Nacht 1 auf ein &ahnliches Level abnahm
und sich dann in einen Tag/Nacht-Rhythmus einspielte. Hier ist erkennbar, dass
die Aktivitat ab Tag 2 sehr gering war und sich ein gleichmafiger Rhythmus
zwischen ca. 50 Lichtschrankendurchbrechungen pro Minute in der Nacht und
einer sehr geringen Aktivitat am Tag einspielte. Man kann sehen, dass bei Beginn
die Aktivitat der WT-Mause am hochsten war (Abb. 24A-C).
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Abbildung 25: Nahrungs- und Fliissigkeitsaufnahme im Alter von 3 Monaten

Dargestellt ist die Nahrungsaufnahme (in g) jeweils in (A) fiir beide Geschlechter (links) der Genotypen WT
(n=15), PARK2 ko (n=14), SCA3 YAC (n=16), dm-YAC/PARK (n=15), fiir die Médnnchen (mitte) WT (n=6),
PARK2 ko (n=5), SCA3 YAC (n=10), dm-YAC/PARK (n=8) und fiir die Weibchen (rechts) WT (n=9), PARK2
ko (n=9), SCA3 YAC (n=6), dm-YAC/PARK (n=7). In B) wurde die Fliissigkeitsaufnahme (in ml) zusammen
flr beide Geschlechter (links) dargestellt und ebenfalls getrennt fiir die Ménnchen (mitte) und fiir die
Weibchen (rechts). Hierbei handelt es sich um absolute Mengen und deren Mittelwerte. Deutlich signifikante
Unterschiede zeigten sich mit einer Signifikanz von p<0,05 zwischen den WT- und dm-YAC/PARK-Mé&usen,
sowie zwischen den SCA3 YAC- und dm-YAC/PARK-Mé&usen in der Nahrungsaufnahme. Bei den Weibchen
sogar mit einer Signifikanz von p<0,01 zwischen den WT- und dm-YAC PARK-Mé&usen. Die geringste
Nahrungsaufnahme war dabei flir die doppelt mutierten Tiere zu erkennen. Bei der Fliissigkeitsaufnahme
war ein gegensétzlicher Trend zu erkennen, denn die dm-YAC/PARK-Mé&use nahmen mit einer Signifikanz
von p=<0,01 deutlich mehr Fliissigkeit auf als die PARK2 ko-Mé&use (gesamtgeschlechtlich und Ménnchen).
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Abbildung 26: Ausschnitt Kérpergewicht Ménnchen und Weibchen von 0-20 Wochen

In Abbildung 26 ist der Ausschnitt des Kérpergewichts flir WT, PARK2 ko, SCA3 YAC und dm-YAC/PARK
im Alter von 0-20 Wochen (Zeitpunkt 3 Monate) fiir die Mé&nnchen (links) (WT n=14, PARK2 ko n=10, SCA3
YAC n=24, dm-YAC/PARK n=14) und fiir die Weibchen (rechts) (WT n=23, PARK2 ko n=14, SCA3 YAC
n=19, dm-YAC/PARK n=18) dargestellt. Bei den Ménnchen hatten zwar die PARK2 ko-Mé&use zu Beginn
der Messungen das geringste Gewicht, ab 10 Wochen jedoch das hichste. Gegenléufig dazu entwickelte

sich das Gewicht der dm-YAC/PARK-Mé&use vom héchsten zum geringsten Gewicht im Vergleich der
Gruppen. Bei den Weibchen zeigte sich der gleiche Trend jedoch bei geringerem Durchschnittsgewicht.

Zusatzlich zu den Verhaltensanalysen wurde die Nahrungsaufnahme und die
Flissigkeitsaufnahme der Tiere Uber 70 Stunden festgehalten, um das
Aufnahmeverhalten wahrend des Tests zu beobachten. Der erste Zeitpunkt war
mit 3 Monaten (A). Hier bietet es sich an zu diesem Zeitpunkt auch die
Korpergewichtsveranderung zu betrachten und einen Bezug zwischen
Nahrungsaufnahme und Kérpergewicht herzustellen (Abb. 26).

In Abbildung 25A wurde die Nahrungsaufnahme (in g) und in Abbildung 25B die
Flussigkeitsaufnahme der verschiedenen Gruppen jeweils fur beide
Geschlechter zusammen und jeweils einmal fur die Mannchen und einmal fur die
Weibchen im Alter von 3 Monaten dargestellt. Erkennbar ist, dass die
Nahrungsaufnahme bei den PARK2 ko- und die dm-YAC/PARK-Mause am
geringsten war und im Vergleich zu den WT-Mausen jeweils mit p<0,05
signifikant geringer ausfiel.

Auch bei den Mannchen ist erkennbar, dass die Nahrungsaufnahme bei den
PARK2 ko-Mausen und den dm-YAC/PARK-Mausen geringer war als bei den
WT- und SCA3 YAC-Mausen, jedoch zeichnete sich keine Signifikanz ab.

Bei den Weibchen hingegen war eine signifikant geringere Nahrungsaufnahme
der dm-YAC/PARK-Mause mit p<0,01 zwischen den WT- und den dm-
YAC/PARK-Mausen ersichtlich. Die geringste Nahrungsaufnahme bei den
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Weibchen zeigte somit die dm-YAC/PARK-Gruppe. Die dementsprechend
hochste Nahrungsaufnahme war bei den WT- und SCA3 YAC-Mausen
feststellbar. Die Weibchen nahmen im Vergleich zu den Mannchen
durchschnittlich mehr Nahrung zu sich.

Hierzu sind in Abbildung 26 Ausschnitte des Korpergewichts jeweils fur die
Mannchen und die Weibchen dargestellt. Erkennbar war, dass das
Korpergewicht flr die Mannchen der WT- und PARK2 ko-Mause nahezu gleich
war, trotz deutlich héherer Nahrungsaufnahme der WT-Gruppe, welche jedoch
auch die hochste Aktivitat, besonders in den ersten 15 Minuten, zeigten (Abb.
23). Das Korpergewicht der dm-YAC/PARK-Mause hingegen war am geringsten,
was sich wie bereits beschrieben auch in der Nahrungsaufnahme widerspiegelte.
Bei den Weibchen spiegelte sich die Nahrungsaufnahme der Gruppen ebenfalls
im Korpergewicht wider, hier hatten die WT-Mause das hochste und die dm-
YAC/PARK-Mause das geringste Korpergewicht. Bei der Flussigkeitsaufnahme
(Abb. 25B) war hingegen zu erkennen, dass die dm-YAC/PARK-Mause deutlich
mehr Flussigkeit aufnahmen als die anderen Gruppen. Eine signifikant hohere
Fllssigkeitsaufnahme war mit p<0,05 war zwischen den PARK2 ko- und dm-
YAC/PARK-Mausen zu erkennen. Bei den Mannchen war diese Signifikanz
ebenfalls vorhanden, bei den Weibchen war die Flussigkeitsaufnahme fur alle

vier Genotypen jedoch ahnlich.
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Abbildung 27: Nahrungsaufnahme und Fliissigkeitsaufnahme mit 9 Monaten

Dargestellt ist die Nahrungsaufnahme (in g) jeweils in A fiir beide Geschlechter (links) der Genotypen WT
(n=16), PARK2 ko (n=14), SCA3 YAC (n=16), dm-YAC/PARK (n=14), fiir die Mdnnchen (mitte) WT (n=7),
PARK2 ko (n=5), SCA3 YAC (n=10), dm-YAC/PARK (n=7) und fiir die Weibchen (rechts) WT (n=9), PARK
ko (n=9), SCA3 YAC (n=6), dm-YAC/PARK (n=7), sowie die Fliissigkeitsaufnahme (B, in ml) zum
Testzeitpunkt 9 Monate. Signifikant geringer mit p<0,05 war die Nahrungsaufnahme der PARK2 ko- und dm-
YAC/PARK-Mause im Vergleich zu den WT-Mausen. Bei den Weibchen zeigte sich zwischen den WT- und
dm-YAC/PARK-Mausen sogar eine Signifikanz von p<0,01. Und ebenfalls eine geringere
Nahrungsaufnahme der dm-YAC/PARK-Mause im Vergleich zu den SCA3 YAC-Mausen von p<0,05. Im
Gegensatz dazu zeigte sich bei der Flissigkeitsaufnahme (B) eine signifikant (p<0,05) hohere
Flussigkeitsaufnahme der PARK2 ko- und der dm-YAC/PARK-Mause zu den WT-Mausen. Bei den
Mannchen war die Flussigkeitsaufnahme der dm-YAC/PARK-Mause mit p<0,01 héher als die der PARK2

ko-Mause. Die geringste Flissigkeitsaufnahme hatten sowohl bei den Weibchen als auch bei den Mannchen
die PARK2 ko-M3ause.
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Abbildung 28: Ausschnitt Kérpergewicht Mdnnchen und Weibchen 30-42 Wochen

Abb 28 zeigt jeweils Ausschnitte des Kérpergewichts fiir WT, PARK2 ko, SCA3 YAC und dm-YAC/PARK
im Alter von 30-42 Wochen (Zeitpunkt 9 Monate) fiir die Ménnchen (links) (WT n=14, PARK ko n=10,
SCA3 YAC n=24, dm-YAC/PARK n=14) und fiir die Weibchen (rechts) (WT n=23, PARK ko n=14, SCA3
YAC n=19, dm-YAC/PARK n=18). Zum Testzeitpunkt von 9 Monaten gab es fiir beide Geschlechter keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Das Kérpergewicht der WT-M&use war am héchsten
und das Gewicht aller Weibchen war generell niedriger als das Gewicht der Ménnchen.

Der zweite Messzeitpunkt und somit die Kontrolle der Nahrungs- und
Flussigkeitsaufnahme war mit 9 Monaten (Abbildung 27). Auch zu diesem
Zeitpunkt wurde ein Vergleich mit dem Korpergewicht gezogen und ein
dementsprechender Ausschnitt (Abbildung 28) erstellt. Abbildung 27 zeigt die
Nahrungsaufnahme (in g) und die Flissigkeitsaufnahme (in ml) der jeweiligen
Genotypen (WT, PARK2 ko, SCA3 YAC, dm-YAC/PARK) wahrend des
LabMaster Tests. Innerhalb der 70 Stunden war, wie in A dargestellt, zu
erkennen, dass die WT-Mause die héchste Nahrungsaufnahme hatten, gefolgt
von den SCA3 YAC-, anschlielRend den PARK2 ko-Mausen und schlussendlich
den dm-YAC/PARK-Mausen. Die PARK2 ko- und die dm-YAC/PARK-Mause
hatten signifikant weniger Nahrung zu sich genommen im Vergleich zu den WT-
Mausen (p<0,05).

Betrachtete man ausschlieBlich die Weibchen war die Menge der
Nahrungsaufnahme vergleichbar mit den gesamtgeschlechtlichen Ergebnissen.
Fir die Weibchen steigerte sich die signifikant geringere Nahrungsaufnahme der
dm-YAC/PARK-Mause in Gegenuberstellung mit den WT-Mausen auf p<0,01,
und ist auRerdem signifikant mit p<0,05 zwischen den SCA3 YAC-Mausen, die
deutlich mehr Nahrung aufnahmen als die dm-YAC/PARK-Mause.

Bei den Mannchen war erkennbar, dass sich die Reihenfolge hier anderte. Und

zwar war die Nahrungsaufnahme zwar weiterhin am groften bei den WT-
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Mausen, danach kamen jedoch die SCA3 YAC, dm-YAC/PARK- und
anschlieBend die PARK2 ko-Mause. Hier lagen jedoch keine signifikanten
Unterschiede vor.

In Abbildung 28 kann man anhand des Kérpergewichts ebenfalls erkennen, dass
durch die verringerte Nahrungsaufnahme der mannlichen PARK2 ko- und SCA3
YAC-Mause ein geringeres Korpergewicht vorlag (34 Wochen).

Auch bei den Weibchen war ein Einbruch des Korpergewichts der PARK2 ko-
Mause bei 38 Wochen und ein Einbruch der dm-YAC/PARK-Mause bei 40
Wochen erkennbar.

Die in Abbildung 27 ebenfalls dargestellte Flissigkeitsaufnahme (in ml) zeigte fur
beide Geschlechter geringe Unterschiede zwischen den Gruppen. Hier war die
grofdte Aufnahme in der Gruppe der dm-YAC/PARK-Mause zu erkennen,
anschlieend kamen die SCA3 YAC-, die WT und letztendlich die PARK2 ko-
Mause. Hierbei zeigten sich die dm-YAC/PARK-Mause signifikant (p<0,05) mit
einer deutlich erhohten FlUssigkeitsaufnahme gegentber den WT- und den
PARK2 ko-Mausen. Auch fur die Mannchen war dieselbe Reihenfolge wie fur
beide Geschlechter festzustellen. Hier lagen jedoch grof3ere Differenzen vor und
die Signifikanz zwischen den dm-YAC/PARK- und den PARK2 ko-Mausen nahm
auf p<0,01 zu. Zwischen den WT und dm-YAC/PARK-Mausen war hingegen
keine Signifikanz mehr feststellbar. Bei den Weibchen glich sich die
Flussigkeitsaufnahme fur alle Gruppen an und es waren keine signifikanten

Unterschiede mehr feststellbar.
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3.2.56 Zusammenfassung der Ergebnisse aus 3.2.

Tabelle 36: Zusammenfassung der Ergebnisse der Verhaltensanalyse

Durchgefuhrte

Experimente

Ergebnisse/Zusammenfassung

3.2.1

Korpergewichtmessung

- anfangliche stetige Gewichtszunahme bei allen vier
Genotypen

- sowohl bei Mannchen als auch Weibchen hatten
die WT-Mause das hochste Gewicht

- SCA3 YAC und dm-YAC/PARK-Mause hatten das
geringste Gewicht

(1) Weibchen

- signifikante Unterschiede zeigten sich zwischen
dem Gewicht der WT- und der dm-YAC/PARK-
Mause ab der 38. Woche mit p<0,01

() Mannchen

- ab der 22. Woche war das Kérpergewicht der SCA3
YAC- und der dm YAC/PARK-Gruppe im Vergleich
mit der WT-Gruppe mit p<0,01 signifikant héher

- das Gewicht der PARK2 ko-Mause war ab der 22.
Woche signifikant hoher als das der dm-YAC/PARK-
Mause (p<0,01)

3.2.2
RotaRod

()Training

- Verbesserung der Laufzeit von Trainingstag 1 auf
2, von 2 auf 3 nur bei den WT-Mausen bei 3 Monaten
- bessere Laufzeit am 1. Tag mit 6 Monaten im
Vergleich zu 3 Monaten

- schlechteste Laufzeit bei SCA3 YAC-Mausen in
jedem Alter

(Il Test

- keine deutlich signifikanten Unterschiede zwischen

den Genotypen
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- Mannchen zeigten keine groRen Unterschiede der
Laufzeit zwischen den vier Genotypen

- groRere Schwankungen zwischen den Genotypen
bei den Weibchen

- mit 3 Monaten bei den Weibchen signifikante
kirzere Laufzeit (p<0,01) der SCA3 YAC gegnuber
den dm-YAC/PARK-Mausen

- bei den Weibchen zu jedem Testzeitpunkt geringste
Laufzeit bei SCA3 YAC-Mausen

- langste Laufzeit sowohl bei Mannchen als auch
Weibchen meistens bei PARK2 ko-Mausen

3.23
CatWalk

A: 12 Monate

(I) Durchschnittsgeschwindigkeit

- fur alle Genotypen um die 150 cm/s

- Abweichungen bei den Mannchen von bis zu 300
cm/s

(I1) Schrittzahl

- Alle Genotypen 70 bis 80 Schritte

- SCA3 YAC-Mause machten die meisten Schritte
(Il1) RegelmaBigkeitsindex

- RegelmafRigkeit zwischen 50 und 100 %

- verminderte Regelmafigkeit bei dm-YAC/PARK-
Mausen (beide Geschlechter)

(IV) Vorderpfotenabstand

- alle Genotypen lagen im Durchschnitt zwischen ca.
15 bis 30 cm

- dm-YAC/PARK-Mause groRRere Unterschiede unter
den Individuen und grofter Abstand

- SCA3 YAC-Mause kleinster Abstand

- Mannchen und Weibchen geringe Unterschiede
(V) Hinterpfotenabstand
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- groBere  Streuung im  Vergleich  zu
Vorderpfotenabstand (zwischen 5 bis 80 cm):
durchschnittlich bei 20 bis 40 cm

- Signifikanz von p<0,05 im Hinterpfotenabstand
zwischen WT und dm-YAC/PARK

- Pfotenabstand der dm-YAC/PARK-Mause war
signifikant gréf3er im Vergleich zwischen SCA3 YAC-
Mausen (p<0,05) und PARK2 ko-Mausen (p<0,05)
und zu den WT-Mausen (p<0,01)

(V1) Schrittzyklus

- zwischen 0,1 und 0,5 Sekunden

- Geringfugige Unterschiede zwischen den
Genotypen

- bei dm-YAC/PARK-Mausen am geringsten links
und rechts

- keine Unterschiede zwischen Mannchen und
Weibchen links

- signifikanter Unterschied mit p<0,05 der Dauer des
Schrittzyklus rechts zwischen den SCA3 YAC-
Mausen und den dm-YAC/PARK-Mausen

- langsten Schrittzyklus hatten bei den Weibchen die
PARK2 ko-Mause und bei den Mannchen die SCA3
YAC-Mause

(VIl) Abdruckbereich

- grol3ere Unterschiede der Hinterpfoten im Vergleich
zu den Vorderpfoten bei allen vier Genotypen

- WT-Mause bei Hinterpfoten am groften, dm-
YAC/PARK-Mause am geringsten

- keine Unterschiede zwischen Mannchen und
Weibchen links

- grolle Unterschiede zwischen Mannchen und

Weibchen rechts
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- bei den Weibchen war der Abdruckbereich der
Vorderpfote rechts bei den PARK2 ko-Mausen am
grofdten, im Vergleich zur dm-YAC/PARK-Gruppe
mit einer Signifikanz von p<0,01 groRer

- kleinster Abdruckbereich zeigte sich bei den dm-
YAC/PARK-Mausen, der im Vergleich zu den WT-
Mausen signifikant (p<0,01) war

- signifikant hohe Werte der WT-Mause im Vergleich
zu den SCA3 YAC-Mausen und den dm-YAC/PARK-
Mausen (jeweils p<0,01)

B: 15 Monate

(I) Durchschnittsgeschwindigkeit

- bei allen Genotypen ca. 150 cm/s

(Il) Schrittzahl

- durchschnittlich 70 bis 80 Schritte

(Il1) RegelmaBigkeitsindex

- grof3e Varianz in der RegelmafRigkeit

- grolite Regelmaligkeit zeigen die PARK2 ko-
Mause zu den WT-Mausen mit einer Signifikanz von
p<0,01

- deutlich geringere RegelmalRigkeit im Vergleich
PARK2 ko zu dm-YAC/PARK zeigten die dm-
YAC/PARK-Mause mit einer Signifikanz von p<0,001
gegenuber den PARK2 ko-Mausen

- geringste Regelmaligkeit hatten die SCA3 YAC-
Mause im Vergleich der SCA3 YAC-Mausen zu den
dm-YAC/PARK-Mausen mit einer Signifikanz von
p<0,05

- geringste RegelmalRigkeit sowohl bei Mannchen als
auch Weibchen bei SCA3 YAC-Mausen

(IV) Vorderpfotenabstand
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- bei allen Genotypen ca. 10 bis 40 cm, keine grof3en
Unterschiede zwischen den vier Genotypen

- Pfotenabstand war bei den WT- und dm-
YAC/PARK-Mausen geringfugig kleiner als bei den
PARK2 ko- und SCA3 YAC-Mausen

- keine Unterschiede zwischen Mannchen und
Weibchen feststellbar

(V) Hinterpfotenabstand

- Hinterpfotenabstand deutlich groRer als der
Vorderpfotenabstand

(VI) Schrittzyklus

- Spanne von 0,1 bis 0,6 Sekunden

- Schrittzyklus der dm-YAC/PARK-Mause mit
p=0,0601 nahe am signifikanten Bereich und somit
auffallig langer als der Schrittzyklus der SCA3 YAC-
Mause

- bei der linken Hinterpfote bei den Mannchen waren
die Werte der PARK2 ko-Mause signifikant (p<0,05)
hdéher als die der SCA3 YAC-Mause

- Bei der rechten Hinterpfote waren die Werte der
Mannchen und Weibchen ahnlich

- rechts geringster Schrittzyklus war bei den WT-
Mausen erkennbar und der grofdte bei den SCA3
YAC-Mausen

(VII) Abdruckbereich

- den geringsten Abdruckbereich zeigten die SCA3
YAC-Mause

- AB der SCA3 YAC-Mause im Vergleich zu PARK2
ko-Mausen mit einer Signifikanz von p<0,01 geringer
und im Vergleich mit den dm-YAC/PARK-Mausen

mit einer Signifikanz von p<0,05 geringer
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- bei der Hinterpfote waren geringere Werte bei den
SCA3 YAC-Mausen im Vergleich zu den anderen
Gruppen feststellbar

- Signifikanz zwischen den SCA3 YAC-Mausen und
den PARK2 ko-Mausen von p<0,01

- groRter Abdruckbereich mit ca. 12 cm? bei der
linken Vorderpfote hatten die dm-YAC/PARK-Mause
und bei der linken Hinterpfote die PARK2 ko-Mause
- linke Vorder- und Hinterpfote ahnlich grofRe
Facherung der Werte wie die Mannchen (besonders
WT- und SCA3 YAC)

- Abdruckbereich der dm-YAC/PARK-Mause ist bei
den Mannchen deutlich vergrollert

- Sehr kleine Abdruckbereiche vor allem bei den
Mannchen zeigten die SCA3 YAC-Mause

- die grofldten Werte fur die Weibchen sowohl fur die
linke Vorder- als auch Hinterpfote bei den PARK2 ko-
Mausen

- SCA3 YAC-Mause bei der rechten Vorderpfote den
kleinsten Abdruckbereich (ca. 5 cm?)

- grof3ter Abdruckbereich bei den PARK2 ko-Mausen
mit ca. 12 cm?

- rechte Hinterpfote im Vergleich der PARK2 ko-
Mause zu den SCA3 YAC-Mausen signifikant
geringerer Abdruckbereich mit p<0,05 bei den SCA3
YAC-Mausen und allgemein auch der geringste von
allen Gruppen

- PARK2 ko- zu den WT-Mausen war ebenfalls ein
vergroRerter Abdruckbereich der PARK2 ko-Mause

mit einer Signifikanz von p<0,05
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- bei den Mannchen war der langste Schrittzyklus der
rechten Vorderpfote bei den dm-YAC/PARK-
Mausen, bei den Weibchen bei den WT-Mausen

- bei den Mannchen: dm-YAC/PARK-Mause grofdter
Abdruckbereich der rechten Vorderpfote

- bei den Weibchen: PARK2 ko-Mause

- bei den Mannchen dm-YAC/PARK-Mause grolder
Abdruckbereich (ca. 12 cm?), bei den Weibchen

jedoch ein vergleichbar kleiner AB (ca. 5 cm?)

3.24
LabMaster

(I) Horizontale Aktivitat

- WT-Mause die meisten Bewegungen/min

- signifikant mehr als die PARK2 ko- und SCA3 YAC-
Mause (p<0,05).

- PARK2 ko und SCA3 YAC-Mause losten die
wenigsten Lichtsignale aus und zeigten somit die
geringste Bewegung im Kafig

(I1) Vertikale Aktivitat

- hohe Varianz der Individuen

- Bewegungen/min der WT-Mause und der dm-
YAC/PARK-Mause am hochsten

(lll) Totale zuriickgelegte Distanz im Kifig

- Distanz (Bewegung/min) lésten die WT-Mause
signifikant mehr Lichtquellen als die PARK2 ko-
Mause (p<0,05) aus

- Unterschied zwischen den PARK2 ko-, SCA3 YAC-
und dm-YAC/PARK-Mausen war hingegen gering
(IV) Angstverhalten

- WT-Mause zeigten groflte Aktivitat

- PARK2 ko-Mause zeigten geringste Aktivitat

- SCA3 YAC und dm-YAC/PARK-Mause lagen nah
beieinander

(V) Nahrungsaufnahme
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- weniger Nahrungsaufnahme durch die PARK2 ko
und dm-YAC/PARK Mause im Vergleich zu den WT-
Mausen

(VI) Flissigkeitsaufnahme

- mehr Flussigkeitsaufnahme der dm-YAC/PARK-
Mause im Vergleich zu den WT- und PARK2 ko-

Mausen

138



TEIL B:

Untersuchung des Einflusses des Proteins Parkin auf die

Protein-Level und den Phanotyp in SCA3-Patienten

3.3 Analyse des Proteins Parkin in ESMI-Probanden

Nachdem durch Kreuzungsexperimente der Einfluss eines Parkin knockouts auf
eine SCA3-Maus untersucht wurde, soll im nachsten Schritt der Einfluss von
Parkin in der ESMI-Kohorte untersucht werden, um besonders den Einfluss von
Parkin in SCA3-Patienten herauszuarbeiten.

Fur alle Analysen wurde die Anzahl der Individuen in den
Abbildungsunterschriften angegeben. Bei abweichender Anzahl je Gruppe ist
diese auf fehlende Messergebnisse oder fehlende klinische Daten
zurlckzufuhren.

Die Einteilung der Probanden erfolgte in folgende Gruppen: Kontrollen,
ataktische Mutationstrager (MT), im Folgenden abgekurzt mit atakt. MT, und nicht
ataktische MT, abgekurzt mit nicht atakt. MT. Die Einteilung erfolgte nach dem
klinischen SARA-Score: (I) nicht ataktische MT mit einem SARA von 0 bis <2,5,
() ataktische MT mit einem SARA ab 3. Die Gruppe der MT setzt sich zusammen
aus den nicht ataktischen und den ataktischen MT. Bei den nicht ataktischen
Mutationstragern wurden fur diese Arbeit alle Probanden, die genetisch bestimmt
einen verlangerten CAG-Repeat von >55 haben, zusammengefasst, welche
jedoch zusatzlich keine klinischen Symptome im Sinne von erhdohten SARA
Werten >2,5 zeigten. Dementsprechend erschienen diese Patienten ohne
ataktischen Phanotyp, sind aber genotypische Mutationstrager.

In Tabelle 37 ist eine demografische und klinische Zusammenfassung der hier
zugrunde liegenden Probanden der ESMI-Kohorte (Kontrollen, nicht atakt. MT,
atakt. MT), fur die eine Datenerhebung in dem erforderlichen Ausmal} mdglich
war.

Diese demografischen Informationen beziehen sich auf die Anzahl der

Probanden die der jeweiligen Gruppe zugehdrig waren sowie eine Aufteilung in
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mannliches und weibliches Geschlecht. Bei einigen Probanden waren keine
Angaben zum Geschlecht vorhanden, diese wurden unter unbekannt
zusammengefasst.

Weiterhin wurden das durchschnittliche Alter bei Probenentnahme und des
Erkrankungsbeginns, also des Age at Onset (AAO), dargestellt. Auch die
durchschnittliche CAG-Wiederholung und die Hohe das SARA- und INAS-Score
wurden in der Tabelle erfasst.

Mit einer Signifikanz von p=0,0448 unterscheiden sich die Kontrollen in allen
Punkten (Alter bei Probenentnahme, AAO, CAG-Wiederholungsanzahl, SARA,
INAS) zu den atakt. MT.

Tabelle 37: Demografische und klinische Eigenschaften der Probanden (Kontrollen, nicht atakt. MT, atakt.
MT) in der analysierten ESMI-Kohorte

Demografische Kontrollen nicht atakt. MT atakt. MT
Informationen

Anzahl 115 54 235
mannlich 41 % (47) 37 % (20) 49 % (114)
weiblich 49,5 % (57) 63 % (34) 45 % (106)
unbekannt 9,5 % (11) - 6 % (15)
Alter bei 46 38 51
Probenentnahme

Age at Onset - - 39
(AAO)

CAG- 24,5 66 69
Wiederholung

SARA 0,6 3 14
INAS 0,7 1,7 5
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Abbildung 29: Ubersicht iiber die in ESMI-Probanden durchgefiihrten Analysen
Das Diagramm zeigt eine kurze Ubersicht der diesen Ergebnissen zugrundeliegenden durchgefiihrten

Analysen. Zur Erhebung der Ergebnisse wurden die PARK2 SNPs, Parkin Protein-Level und klinischen
Daten in Bezug zueinander gebracht und analysiert.

In Abbildung 29 ist eine Ubersicht der in den ESMI-Probanden durchgefiihrten
molekularbiologischen und proteinbiochemischen Analysen dargestellt, welchen
die Ergebnisse flir die folgenden Analysen zugrunde liegen. Fur diese Arbeit
erfolgte die Auswertung der PARK2 SNPs aus DNA-Proben und der Parkin
Protein-Level aus PBMC-Proben in Bezug auf verschiedene Parameter
(Einteilung in Kontrollen, nicht ataktische Mutationstrager (MT), ataktische MT,
Geschlecht, Entnahmezentrum, PARK2 SNP). Dabei wurde ein besonderes
Augenmerk auf die Parkin Protein-Level und deren Verteilung gelegt, sowie

anschliefend der Zusammenhang zu klinischen Daten herausgearbeitet.
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3.3.1 Untersuchung der Parkin Protein-Level
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Abbildung 30: Analyse der Parkin Protein-Expression in PBMCs mittels Western Blot Analyse

In Abbildung 30 sind die Ergebnisse des Western Blots fiir 8 verschiedene PBMC-Proben (Lo35 160, Lo35
250, Lo4 160, Lo21 160, Lo60 160, Lo23 160, Lo23 250, Lo11 250) fiir Parkin und unterhalb dieser, die
Ladekontrolle (B8-actin), dargestellt. Die ersten vier Proben (Lo35 160, Lo35 250, Lo4 160, Lo21 160) zeigen
Ergebnisse fiir niedrige Parkin Protein-Level, die letzten vier Proben (Lo60 160, Lo23 160, Lo23 250, Lo11
250) fiir hohe Parkin Protein-Level. Die Menge der Parkin Protein-Level wurde vorher mittels TR-FRET
ermittelt. Erkennbar ist, dass sowohl fiir geringe als auch fiir hohe Parkin Proteinlevel, nur schwache Banden
bei ca. 50 kDa zu sehen waren. Die Banden der hohen Parkin Protein-Level erscheinen etwas deutlicher,
Jjedoch wurde fiir diese Proben auch deutlich mehr Gesamtprotein geladen, wie in der Ladekontrolle mit -
actin erkennbar.

Beginnend sollte die Untersuchung der Parkin Protein-Level erfolgen. Da fur die
Untersuchung der Parkin Protein-Level jeweils unterschiedliche Gruppen
eingeteilt wurden, andert sich die Anzahl der analysierten Proben fur jeden Teil.
Die Bestimmung der Parkin Proteinmenge erfolgte mittels TR-FRET (vgl.
2.2.18.). Wie bereits in 2.2.16 und 2.2.18 herausgearbeitet, musste flr diese
Bestimmung ein sensitiveres Verfahren gefunden werden. Zum Nachweis, dass
das Verfahren des Western Blots (vgl. 2.2.16) nicht ausreichend fur die Analyse
des Parkin-Proteins in PBMCs ist, ist in Abbildung 30 ein exemplarisches
Western Blot-Ergebnis fur 8 PBMC-Proben dargestellt. Hierbei ist der Western
Blot wie in 2.2.16 beschrieben durchgefuhrt worden. Fur den Vergleich der
Ergebnisse wurden die ersten vier Proben mit niedrigem Ergebnis im TR-FRET
fur die Menge an Parkin aufgetragen und die letzten vier Proben mit vergleichbar
hoher Menge an Parkin, gemessen anhand des TR-FRETS. Erkennbar war die
geringe Darstellung der Parkin-spezifischen Banden bei ca. 50 kDa, besonders
fur die ersten vier Proben (Lo35 160, Lo35 250, Lo4 160, Lo21 160). Dennoch
war zusatzlich erkennbar, dass die Ladekontrolle fur die letzten vier Proben
ebenfalls deutlichere Banden zeigte und somit das Ergebnis der Bandendicke

durch die eingesetzte Probenmenge verfalscht sein kann. Ungeachtet dessen ist
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zu erkennen, dass selbst bei hoher Proteinmenge und gleichmaliger
Ladekontrolle, wenn man nur die Proben Lo60 160, Lo 23 160, Lo23 250 und
Lo11 250 vergleicht, keine ausreichend starken Banden zur Beurteilung der
jeweiligen Menge des Proteins Parkin fur diese Proben durch den Western Blot
darstellt. Somit sind alle weiteren aufgefuhrten Ergebnisse anhand des TR-

FRETS gemessen und die Proben anschlieRend miteinander verglichen worden.

3.3.2 Vergleich der Parkin Protein-Level zwischen Kontrollen und

Mutationstragern

Da nun gezeigt werden konnte, dass die Western Blot Analyse nicht ausreichend
sensitiv war, um die Parkin Protein-Level in PBMCs zu bestimmen wurden im
Folgenden die sensitiveren Analysen mittels TR-FRET ausgewertet.

Dafur erfolgte vorerst ein Vergleich der Gruppen, in die die Probanden eingeteilt
wurden (Kontrollen, nicht atakt. MT, atakt. MT), um grundlegende Unterschiede
der Parkin Protein-Level zwischen diesen Gruppen zu untersuchen.

Tabelle 37 zeigt eine demografische Ubersicht der Probanden und die Anzahl
der Kontrollen, nicht atakt. MT und atakt. MT, fir welche diese TR-FRET-
Messungen durchgefuhrt wurden. Nicht fur alle Vergleiche waren ausreichend
Daten der einzelnen Probanden vorhanden, daher ist die Anzahl der Probanden
jeweils der Abbildungsbeschriftungen zu entnehmen und kann im Vergleich in
der Anzahl variieren. Beispielsweise waren insgesamt 79 Kontrollprobanden
vorhanden, es waren jedoch nur von 72 Probanden Informationen uber das
Geschlecht vorhanden, daher konnten nur 38 weibliche und 34 mannliche
Probanden gruppiert werden. Dieser Umstand ist auf teilweise unvollstandige
klinische Daten zurlckzufuhren, weshalb in einigen Vergleichen nicht alle

Probanden den jeweiligen Gruppen zugeordnet werden konnten.
Vorerst sollten die Protein-Level nur zwischen den MT und den Kontrollen

verglichen werden, zur Untersuchung, ob sich bereits hier Unterschiede in der

Hohe der Parkin Proteinmenge zeigten. Aufgrund der Ausreil3er in den Parkin

143



Protein-Leveln von Ac=800 bis Ac=4000 wurde in den Abbildungen der Median

anstatt des Mittelwerts dargestelit.

Abbildung 31 zeigt somit graphisch den Vergleich aller analysierten MT in Bezug
auf die Hohe der Parkin Proteinmenge (in Ac) zu den Kontrollprobanden. Hierbei
war zu erkennen, dass die Protein-Level der MT mit einer Signifikanz von p<0,01
hohere Parkin Protein-Level aufwiesen als die der Kontrollen. Jedoch ist
aufgrund der Gruppeneinteilung auch eine fast dreifach hohere Menge an
Probanden bei den MT im Gegensatz zu den Kontrollen. Der Median der
Kontrollen lag unterhalb von 20 mit Ac=18 und der Median der MT oberhalb eines

Parkin Protein-Levels von 20 bei Ac=22.
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Abbildung 31: Parkin Protein-Level im Vergleich zwischen Kontrollen und MT
Vergleich von Parkin Proteinmenge (in Ac) zwischen Kontrollen (n=79) und MT (n=197). Zu erkennen ist,

dass die Héhe des Parkin Protein-Levels mit einer Signifikanz von p<0,01 fiir die MT leicht iiber der Menge
Parkin im Vergleich zu den Kontrollen lag.
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3.3.3 Vergleich der Parkin Protein-Level in Kontrollen, nicht atakt. MT und atakt.
MT
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Abbildung 32: Parkin Protein-Level im Vergleich zwischen Kontrollen und nicht atakt. MT und atakt.
MT

Erkennbar ist, dass die Menge an Parkin (in Ac) fiir die nicht atakt. MT (n=33) am niedrigsten, also unter

Ac=50 lag, fiir die atakt. MT (n=164) héher, jedoch noch unter der durchschnittlichen Menge an Parkin der
Kontrollen (n=79).

Daher sollte im Anschluss untersucht werden, ob dieser signifikante Unterschied
zwischen den Kontrollen und den MT auch noch besteht, sofern die nicht atakt.
MT und die atakt. MT getrennt voneinander analysiert werden. Diese
Unterscheidung war notwendig, da die nicht atakt. MT zwar eine genotypische
Veranderung aufwiesen, jedoch noch keine phanotypische Auspragung in der
klinischen Analyse zeigten. Jedoch sollte eine Unterscheidung der zwei Gruppen
stattfinden, um herauszufinden, ob die Parkin Proteinmenge einen mdglichen
Aufschluss dartber geben kann zu welchem Zeitpunkt eine klinische Auspragung
bei bisher nicht atakt. MT stattfinden wird.

Der Vergleich zwischen Kontrollen, nicht ataktischen MT und ataktischen MT
(Abb. 32) zeigte keine Signifikanzen im Vergleich zu der Gegenuberstellung
zwischen Kontrollen und allen MT, wie in Abb. 31 dargestellt. Abbildung 32 zeigt,
dass die Protein-Level fir die Kontrollen (Median Ac=18) ebenfalls unterhalb der

nicht atakt. (Median Ac=23) und atakt. MT (Median Ac=21) lagen.
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Ubereinstimmend mit den signifikant geringeren Werten der Kontrollen im
Vergleich zu den MT konnte nun zusatzlich gezeigt werden, dass die Parkin
Protein-Level der nicht atakt. MT im Median geringfugig hoher waren als die
Parkin Protein-Level der atakt.MT., signifikant war dieser Unterschied jedoch
nicht. Zu beachten ist jedoch, dass es sowohl bei den Kontrollen als auch den

atakt. MT einige Ausreil3er mit Werten Ac>800 gab.

3.3.4 Vergleich der Parkin Protein-Level zwischen M&nnern und Frauen
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Abbildung 33: Parkin Protein-Level im Vergleich zwischen médnnlichen und weiblichen Probanden

Das Diagramm zeigt die Héhe der Parkin Proteinlevel im Vergleich zwischen Ménnern zu Frauen. Hierbei
zeigt A die Parkin Proteinmenge aller Médnner (n=120) und Frauen (n=138). B den Vergleich zwischen den
ménnlichen (n=34) und weiblichen (n=38) Kontrollen. C zwischen den ménnlichen (n=11) und weiblichen
(n=20) nicht ataktischen MT und D zwischen den ménnlichen (n=75) und weiblichen (n=80) atakt. MT. Abb.
A zeigt signifikant héhere Parkin Protein-Level und eine gréere Streuung der Proteinmenge flir die Mdnner
im Vergleich zu den Frauen (p<0,05). Fiir die Kontrollen war Ac jedoch bei den weiblichen Kontrollen gré3er
als bei den ménnlichen Kontrollen (Abb. B). Ebenso stellte es sich fiir die weiblichen nicht ataktischen MT

gegeniiber den ménnlichen nicht ataktischen MT dar (Abbildung 33C). In Abb. D zeigte sich ein niedriger Ac
Wert fiir die weiblichen atakt. MT im Gegensatz zu den ménnlichen atakt. MT.

Um auszuschlielen, dass es sich lediglich um geschlechterspezifische
Unterschiede handle, die nicht in Zusammenhang mit der Glutamin-Repeat-
Lange in ATXN3 stehen, wurde eine Einteilung in mannliche und weibliche
Probanden erstellt (Abbildung 33). Diese Einteilung erfolgte einmal fur alle
Probanden (A) und wurde danach auch jeweils fur mannliche und weibliche
Kontrollen (B), mannliche und weibliche nicht atakt. Probanden (C) und

mannliche und weibliche atakt. MT (D) durchgefuhrt.

146



Hierbei war erkennbar, dass im Vergleich zwischen allen Probanden die
weiblichen Probanden signifikant (p< 0,05) niedrigere Werte aufwiesen, im
Gegensatz zu den mannlichen (A). Dieser Zusammenhang war bereits in
friheren Analysen (vgl. Dissertation von Dr. Patrik Pelz) mit einer geringeren
Anzahl an Probanden in unseren Daten erkennbar gewesen. Im Gegensatz dazu
lagen die Werte der Parkin Protein-Level fur die weiblichen Kontrollen und die
weiblichen nicht atakt. MT jedoch oberhalb derer flr die mannlichen Kontrollen
und die mannlichen nicht atakt. MT. Lediglich fur die atakt. MT waren die Werte
der weiblichen unterhalb derer der mannlichen. Fur alle getrennt betrachteten

Gruppen wiesen die Werte jedoch keine signifikanten Unterschiede mehr auf.

3.3.5 Vergleich der Parkin Protein-Level zwischen und innerhalb der
Entnahmezentren (Azoren, Bonn, Coimbra, Groningen/Nijmegen, London,

Tiibingen)

Nachdem die Parkin Protein-Level bezuglich der Einteilung nach dem SARA-
Score und dem Geschlecht erfolgte, sollte ein zusatzlicher Rickschluss auf das
jeweilige Entnahmezentrum (Azoren, Bonn, Coimbra, Groningen/Nijmegen,
London, Tudbingen) und demzufolge spezifische Unterschiede in den Protein-
Leveln untersucht werden.

Tabelle 38 ist die jeweilige Anzahl der Probanden der einzelnen Zentren zu
entnehmen, sowie die Probenanzahl nach Aufteilung in Kontrollen, nicht

ataktische MT, ataktische MT und die Geschlechter (mannlich, weiblich).
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Tabelle 38: Anzahl Probanden flir einzelne Zentren, aufgeteilt in Kontrollen, nicht atakt. MT und atakt. MT

Zentrum Anzahl | Probanden Gesamt Weiblich Mannlich
PBMC-
Proben
Gesamt
Azoren 25 Kontrolle 0 0
Nicht  atakt.
MT
Atakt. MT 18 10 8
Bonn 59 Kontrolle 23 14
Nicht atakt. | 9 6 3
MT
Atakt. MT 27 11 16
Coimbra 56 Kontrolle 11 8 3
Nicht atakt. | 40 17 23
MT
Atakt. MT 2
Groningen/ | 12 Kontrolle
Nijmegen Nicht atakt. | 12
MT
Atakt. MT 0 0 0
London 68 Kontrolle 27 15 12
Nicht atakt. | 39 25 14
MT
Atakt. MT 2 2 0
Tubingen 33 Kontrolle 11 6
Nicht atakt. | 17 12
MT
Atakt. MT 5 2 3
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Abbildung 34: Vergleich der Parkin Protein-Level der Probanden aller Entnahmezentren

Zur Ubersicht der Parkin Protein-Level sind alle Zentren mit der Gesamtanzahl der Proben dargestellt
worden, wie in Tabelle 38 aufgefiihrt. Dementsprechend wurden fiir die Azoren (n=25), Bonn (n=>59),
Coimbra (n=56), Groningen/Nijmegen (n=12), London (n=68), Tiibingen (n=33) PBMC-Proben
eingeschlossen. Alle Zentren im Vergleich zeigten ein dhnliches Bild mit wenigen Ausreillern zwischen
AC=800-4000 in Coimbra, London und Groningen/Nijjmegen. Der Median von Coimbra,
Groningen/Nijmegen und London zeigte mit Ac=40 die héchsten Parkin Protein-Level. Geringfiigig geringere
Parkin Protein-Level wurden auf den Azoren mit einem Median von Ac=30 gemessen. Die niedrigsten
Protein-Level konnten in Bonn mit einem Median von Ac=12 und Tiibingen (Ac=15) gemessen werden.

Da nicht auszuschlieRen ist, dass trotz der standardisierten Verfahren der ESMI-
Kohorte Unterschiede in den Zentren auftreten, war es wichtig zu wissen, ob sich
die Ergebnisse fur die Zentren unterscheiden.

Vergleicht man jedoch, wie in Abbildung 35 dargestellt, alle Zentren der ESMI-
Kohorte nebeneinander mit allen Probanden (Kontrollen, nicht atakt. MT und
atakt. MT) konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
Zentren festgestellt werden. Der Median aller Zentren belief sich auf Werte
unterhalb von Ac=50. Dabei hatten Coimbra, Groningen/Nijmegen und London
einen Median von Ac=40, auf den Azoren war der Median geringfugig kleiner mit
Ac=30. In Tubingen und Bonn war der Median am geringsten, in Bonn mit Ac=12

und Tubingen mit Ac=15. Fur die Zentren Coimbra, London und
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Groningen/Nijmegen konnten Ausrei3er mit Werten von Ac=800 bis Ac=4000
festgestellt werden. Teilt man die Probanden innerhalb der Zentren in Kontrollen,
nicht atakt. MT und atakt. MT wie in Abbildung 35 auf, ist erkennbar, dass diese
AusreilRer lediglich bei den Kontrollen oder ataktischen MT zu finden waren.
Hierbei Uberwog die Anzahl der Ausreiller fur die atakt. MT gegenuber den
Kontrollen. Weiterhin zeigten die Parkin Protein-Level fur Bonn signifikante
Unterschiede (p< 0,05) zwischen den nicht atakt. MT und den atakt. MT. Fur
Coimbra (C) lagen die Werte der nicht ataktischen MT bei einem Median von
Ac=115, am hochsten, gefolgt von den Kontrollen bei Ac=50 und den atakt. MT
mit Ac=20. Bei den in London (E) entnommenen Proben war die Parkin
Proteinmenge fur die Kontrollen am hochsten (Ac=45), gefolgt von den nicht
atakt. MT (Ac=39) und den atakt. MT (Ac=22). Die in Coimbra und London
entnommenen Proben zeigten eine weitere Streuung der Parkin Proteinwerte im
Vergleich zu den anderen Zentren. In Tubingen (F), wie in Bonn (B), waren die
Werte der Kontrollen mit einem Median von Ac=15 in Bonn und Ac=7 in Tubingen
sehr niedrig. Die der ataktischen MT aus Tubingen lagen bei Ac=15 und die der
nicht ataktischen MT am hochsten bei einem Median von Ac=21. Fur die Azoren
(A) konnten keine Kontrollen mit einbezogen werden, da dort das Einverstandnis
zur Untersuchung der gesunden Kontrollen durch die zustandige
Ethikkommission nicht vorlag. Die Werte der nicht ataktischen MT (Ac=26) lagen
geringfugig oberhalb der Werte der atakt. MT(Ac=29). In Groningen/Nijmegen (D)
konnten weder fur Kontrollen noch fir nicht atakt. MT, Probanden gefunden

werden. Die Werte fur die atakt. MT lagen bei Ac=40.
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Abbildung 35: Ubersicht Parkin Protein-Level der einzelnen Zentren mit Kontrollen, nicht atakt. MT
und atakt. MT

Dargestellt wurden fiir alle Zentren einzeln jeweils die Parkinwerte in Ac fiir die Kontrollen, nicht atakt. MT
und atakt. MT. Hierbei war in (B) ein signifikant hbherer Parkinwert der atakt. MT (n=9) (p<0,05) aus Bonn
gegentiber den nicht atakt. MT (n=27) aus Bonn erkennbar. In (C) lagen die Werte der nicht atakt. MT (n=>5)
flir Coimbra am héchsten, vor den Kontrollen (n=11) und den atakt. MT (n=40). In (E) waren ebenfalls die
Werte der in London gemessenen Kontrollen (n=27) die héchsten, folgend der Werte der nicht atakt. MT
(n=4) und der atakt. MT (n=39). Tiibingen (F) hatte die héchsten Werte bei den nicht atakt. MT (n=5), die
geringsten Werte fiir die Kontrollen (n=11) und dazwischen lagen die atakt. MT (n=17). Flir die Azoren (A)
konnten keine Kontrollen mit in die Auswertung aufgenommen werden (n=0). Somit lagen die Werte der
nicht atakt. MT (n=7) héher als die der atakt. MT (n=18). In Groningen (D) konnten ausschlie3lich atakt. MT
(n=12) in die Auswertung aufgenommen werden, Proben von Kontrollen (n=0) und nicht atakt. MT (n=0)
lagen nicht vor. Die AusreiBer mit Werten von Ac=800 bis 4000 waren ausschlief3lich fiir die Kontrollen oder
ataktischen MT festzustellen. Hierbei (iberwog die Anzahl der Ausreil3er fiir die ataktischen MT.

Zudem sollte fur jedes Zentrum weiterhin untersucht werden, ob sich
Unterschiede zwischen den Kontrollen, nicht atakt. MT und atakt. MT sowie
zwischen den mannlichen und weiblichen Probanden darstellten, die in den
vorherigen Analysen nicht aufgefallen waren.

Wie in Abbildung 36 zu erkennen ist, gab es fur die Azoren keine

Kontrollprobanden. Die Parkin Proteinwerte in Ac zeigten durchschnittlich hohere
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Werte fur die nicht ataktischen MT als fur die ataktischen MT. Der Median zeigte
vergleichbar hohe Werte und bezogen auf die weiblichen nicht ataktischen MT
(Ac=55) und ataktischen MT (Ac=20) und bei den mannlichen nicht ataktischen
MT (Ac=43) und ataktischen MT (Ac=45) zeigten sich keine signifikanten

Unterschiede in ihrer Parkin Proteinmenge.
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Abbildung 36: Vergleich der Parkin Protein-Level Azoren: Kontrollen, nicht ataktische MT und
ataktische MT

(A) zeigt die Menge Parkin in Ac fiir die Kontrollen (n=0), nicht ataktischen MT (n=7) und ataktischen MT
(n=20). In (B) wurde die Parkinmenge nur fiir die weiblichen Probanden: Kontrollen (n=0), nicht ataktische
MT (n=3) und ataktische MT (n=12) dargestellt. In (C) nur fiir die ménnlichen Probanden: Kontrollen (n=0),
nicht ataktische MT (n=2) und ataktische MT (n=8). In allen Diagrammen lagen die Werte der nicht
ataktischen MT und ataktischen MT nah beieinander, die der ménnlichen Probanden waren geringfiigig
héher als die der weiblichen MT.
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Abbildung 37: Vergleich der Parkin Protein-Level Bonn: Kontrollen, nicht ataktische MT und
ataktische MT

(A) zeigt die Menge Parkin in Ac fiir die Kontrollen (n=23), nicht atakt. MT (n=9) und atakt. MT (n=33). In (B)
wurde die Parkinmenge nur fiir die weiblichen Probanden: Kontrollen (n=9), nicht atakt. MT (n=7) und atakt.
MT (n=10) dargestellt. In (C) nur fiir die mdnnlichen Probanden: Kontrollen (n=14), nicht atakt. MT (n=2) und
atakt. MT (n=17). In (A) zeigte sich, dass die atakt. MT hohere Werte mit einer Signifikanz von p<0,05
gegenliber den nicht atakt. MT aufwiesen. Auch die ménnlichen Probanden zeigten fiir diesen Sachverhalt
eine Signifikanz von p<0,05. Im Vergleich waren alle erhobenen Parkinwerte fiir Bonn bei einem sehr
geringen Level. Die Werte der Kontrollen lagen fiir alle Auswertungen in Bonn am héchsten und die der
nicht ataktischen MT am niedrigsten.

Abbildung 37 zeigt die Parkin Protein-Level fur alle in Bonn entnommenen
Proben. Hier war erkennbar, dass die Parkin Protein-Level geringe Werte von
Ac<20 aufwiesen. Zwischen den nicht atakt. MT (Ac=3) und den atakt. MT (Ac=8)
in (A) waren die Werte der atakt. MT mit einer Signifikanz von p<0,05 hoher als
die der nicht ataktischen MT. Die Werte der Kontrollen waren im Durchschnitt die
hdchsten. Auch fur die weiblichen (B) und mannlichen (C) Proben war dieses
Muster festzustellen. Bei den mannlichen Probanden waren ebenfalls mit einer

Signifikanz von p<0,05 die Werte der atakt. MT hoher als die der nicht atakt. MT.
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Abbildung 38: Vergleich der Parkin Protein-Level Coimbra: Kontrollen, nicht ataktische MT und
ataktische MT

(A) zeigt die Menge Parkin in Ac fiir die Kontrollen (n=11), nicht ataktischen MT (n=5) und ataktischen MT
(n=45). In (B) wurde die Parkin Proteinmenge nur fiir die weiblichen Probanden: Kontrollen (n=8), nicht
ataktische MT (n=2) und ataktische MT (n=17) dargestellt. In (C) nur fiir die ménnlichen Probanden:
Kontrollen (n=3), nicht ataktische MT (n=2) und ataktische MT (n=24). Coimbra zeigte Ausreil3er sowohl fiir
die ménnlichen Kontrollen (n=1), als auch die ménnlichen ataktischen MT (n=3) mit Werten zwischen 800

und 2000. Die niedrigsten Werte lagen bei den atakt. MT und die héchsten Werte bei den nicht atakt. MT,
sowohl fiir die weiblichen als auch die ménnlichen Probanden.

Die Parkin Protein-Level der in Coimbra genommenen Proben (Abbildung 38)
zeigten eine weite Streuung der Werte. Fur die Kontrollen und die ataktischen
MT gab es n=5 Ausreil3er mit Werten zwischen Ac=800 bis 40000. Hierbei waren
bis auf einen Wert alle Ausreil’er, der einer weiblichen (B) atakt. MT-Probe
zuzuordnen war, bei den mannlichen (C) Proben aufzufinden: n=3 bei den
mannlichen atakt. MT und n=1 bei den mannlichen Kontrollen. Sowohl fur alle
Proben als auch die geschlechtsgetrennte Betrachtung waren die Werte flr die
atakt. MT am geringsten, gefolgt von den Kontrollen. Die h6chsten Werte waren
bei den nicht atakt. MT (n=5) zu finden.
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Abbildung 39: Vergleich der Parkin Protein-Level Groningen: Kontrollen, nicht ataktische MT und
ataktische MT

(A) zeigt die Menge Parkin in Ac fiir die Kontrollen (n=0), nicht ataktischen MT (n=0) und ataktischen MT
(n=12). In (B) wird die Parkinmenge nur fiir die weiblichen Probanden: Kontrollen (n=0), nicht ataktische MT
(n=0) und ataktische MT (n=4) dargestellt. In (C) nur fiir die ménnlichen Probanden: Kontrollen (n=0), nicht
ataktische MT (n=0) und ataktische MT (n=8). Die Werte der ménnlichen ataktischen Probanden lagen im
Mittel oberhalb der Werte der weiblichen Probanden. Bei den ménnlichen waren zusétzlich 2 Ausrei3er mit
Protein-Messwerten >Ac =800 zu erkennen.

Leider konnten nicht fur alle Zentren sowohl Proben von Kontrollen als auch von
nicht atakt. MT erhoben werden. In Groningen/Nijmegen konnten ausschliellich
Proben von atakt. MT gewonnen werden. Wie in Abbildung 39 dargestellt war bei
den Parkin Protein-Level der in Groningen/Nijmegen erhobenen Proben
erkennbar, dass hier die Werte fur die mannlichen mit einem Median von Ac=100
deutlich gestreuter und oberhalb denen der weiblichen Probanden lagen, bei
denen der Median etwa bei Ac=15 lag. Zwei Ausreil3er bei den mannlichen

Probanden wiesen hingegen auch Werte zwischen 800 und 2000 auf.
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Abbildung 40: Vergleich der Parkin Protein-Level London: Kontrollen, nicht ataktische MT und
ataktische MT

(A) zeigt die Menge Parkin in Ac fiir die Kontrollen (n=27), nicht ataktischen MT (n=4) und ataktischen MT
(n=37). In (B) wurde die Parkin Proteinmenge nur fiir die weiblichen Probanden: Kontrollen (n=15), nicht
atakt. MT (n=4) und atakt. MT (n=23) dargestellt. In (C) nur fiir die ménnlichen Probanden: Kontrollen (n=12),
nicht atakt. MT (n=0) und atakt. MT (n=14). Erkennbar war, dass der Median der weibl. Kontrollen mit Ac=75

deutlich hbher war als der der ménnlichen mit Ac=30, sich dies aber bei den atakt. MT umkehrte bei einem
Ac=25 bei den weiblichen und Ac=65 bei den ménnlichen Probanden.

Die Daten der in London entnommenen Proben (Abbildung 40) zeigten eine
deutliche Streuung der Parkin Proteinwerte. Hierbei waren zusatzlich einige
Ausreif3er mit Werten vonAc=800 bis Ac=4000 fur die Kontrollen und die atakt.
MT erkennbar. Generell gab es mit n=4 eine sehr geringe Anzahl nicht atakt. MT
innerhalb der Londoner Proben, bei denen es sich ausschlie3lich um weibliche
Probanden handelte. Die grof3ten Protein-Messwerte zeigten sich im Median fur
die Kontrollen (Ac=45), die niedrigsten bei den nicht atakt. MT (Ac=22). Auch flr
die weiblichen Proben waren im Median die hochsten Werte bei den Kontrollen
zu verzeichnen (Ac=75), und die niedrigsten fur die nicht atakt. MT (Ac=15). Bei
den mannlichen Kontrollen, nicht atakt. MT und atakt. MT waren die Parkin
Protein-Level der atakt. MT im Median am hochsten (Ac=65), die der Kontrollen

am niedrigsten (Ac=30).
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Abbildung 41: Parkin Protein-Level Tiibingen: Kontrollen, nicht ataktische MT und ataktische MT

(A) zeigt die Menge Parkin in Ac fiir die Kontrollen (n=11), nicht ataktischen MT (n=6) und ataktischen MT
(n=16). In (B) wurde die Parkin Proteinmenge nur fiir die weiblichen Probanden: Kontrollen (n=6), nicht atakt.
MT (n=2) und atakt. MT (n=12) dargestellt. In (C) nur fiir die mdnnlichen Probanden: Kontrollen (n=5), nicht
atakt. MT (n=4) und atakt. MT (n=4). Tiibingen zeigte jeweils in A-C im Median die h6chsten Werte bei den

nicht atakt. MT und die niedrigsten Werte bei den weiblichen Probanden fiir die atakt. MT und bei den
maénnlichen Probanden fiir die Kontrollen.

Wie in Abbildung 41 veranschaulicht, zeigte Tubingen geringe Parkin
Proteinwerte mit Ac<50. Die Kontrollen zeigten im Median die niedrigsten Werte
(Ac=7), gefolgt von den atakt. MT (Ac=15). Die hochsten Werte waren erkennbar
fur die nicht atakt. MT (Ac=21). Bei den weiblichen Proben (B) waren die
hdchsten Werte im Mittel die nicht atakt. MT (Ac=39), gefolgt von den Kontrollen
(Ac =22) und die geringsten Werte waren bei den atakt. MT (Ac =15) zu erkennen.
Die Reihenfolge flr die mannlichen Proben (C) war mit der der Gesamtproben
fur Tubingen vergleichbar und zeigte dementsprechend die hochsten Werte fur
die nicht atakt. MT (Ac 14) und die niedrigsten fir die Kontrollen (Ac=7).

Dazwischen lagen die atakt. MT mit einem Median von Ac=9.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass keine Regelmalligkeit oder

Gemeinsamkeiten auffallig waren und sich keine signifikanten Unterschiede

zwischen den einzelnen Zentren im Vergleich zeigten. Dennoch war auffallig,
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dass in einigen Zentren, darunter Coimbra, Groningen/Nijmegen und London,
einige Ausreilder mit deutlich abweichend hohen Parkin Protein-Leveln mit
Werten von Uber Ac=800 festgestellt werden konnten.

Sowohl in Coimbra als auch in Tubingen waren die hochsten Werte im Median
bei den nicht atakt. MT (sowohl mannlich als auch weiblich) und auf den Azoren
in der gesamtgeschlechtlichen Analyse festzustellen. Die atakt. MT hatten
hingegen bei der Analyse jeweils der weiblichen und mannlichen Probanden auf
den Azoren, der gesamtgeschlechtlichen und mannlichen Probanden aus Bonn
und der mannlichen Probanden aus London im Median die hochsten Werte.
Dementsprechend hatten bei den mannlichen Probanden am haufigsten die
atakt. MT die hochsten Parkin Protein-Level. Im Gegensatz dazu zeigten die
weiblichen Kontrollen aus Bonn und London, sowie die gesamtgeschlechtlichen
Kontrollen aus London die hochsten Parkin Protein-Level. Im Allgemeinen zeigte
sich jedoch, dass in Bonn und London die Kontrollen im Median die hochsten
Parkin Protein-Level und auf den Azoren, in Coimbra und Tubingen die nicht

atakt. MT die hochsten Parkin Protein-Level hatten.

3.3.6 Zusammenhang zwischen den Parkin Protein-Leveln und den PARKZ2
SNPs

Nachdem die Parkin Protein-Level der Probanden bezuglich der
demographischen Daten untersucht wurden, sollte nun der Zusammenhang
zwischen den Protein-Leveln und den bekannten PARK2 SNPs untersucht
werden. Da die PARK2 SNPs in den Probanden bereits untersucht wurden und
sich Auffalligkeiten in Bezug auf die Pathogenese in SCA3 Patienten zeigten (vgl.
Diplomarbeit Dr. Jonasz Weber), sollte ein Zusammenhang dieser mit den Parkin
Protein-Leveln Uberpruft werden.

In 3.3.6 handelt es sich lediglich um Proben, die bei der Baseline Untersuchung

entnommen wurden.
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Abbildung 42: Bestimmung der PARK2 SNPs mittels Agarose-Gelelektrophorese
Dargestellt sind Beispiele der verschiedenen PARK2 SNPs, welche mittels Agarose-Gelelektrophorese
ermittelt wurden. (A) zeigt Beispiele fiir Exon 4, (B) fiir Exon10 und (C) fiir Exon 11 mit den zugehdrigen

Basenpaare (bp). Dabei konnten fiir jedes Exon nur 2 der jeweils 3 SNPs fiir diese Arbeit dargestellt werden.
Zur Kontrolle wurde die letzte Geltasche jeweils mit einer Negativkontrolle (Negativ) beladen.

Wie bereits im Material und Methodenteil beschrieben wurden 3 PARK2 SNPs
anhand von DNA-Proben untersucht, die jeweils in 3 verschiedene Haplotypen
zur Auspragung kamen.

Abbildung 42 zeigt Beispiele fur die verschiedenen PARK2 SNPs, welche mittels
Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analyse analysiert wurden. Zum
Vergleich wurde jeweils in die erste Tasche ein DNA-Leiter und in die letzte
Tasche eine Negativkontrolle wie bereits in 2.2.7. beschrieben geladen.
Anschlielend wurde in die folgende Tasche eine unverdaute (u) und in die
darauffolgende Tasche eine verdaute Probe (v) zur Bestimmung der SNPs
geladen. Die entstandenen Banden wurden mit den bekannten Langen der SNPs
anhand der DNA-Leiter verglichen. In (A) wurde ein Beispiel fur SNP Bp601
gezeigt. Hier konnten zwei (G/G und G/A) der drei Haplotypen prasentiert
werden. Erkennbar ist der Genotyp G/G aufgrund der dicken Bande um 350 bp
und des zweiten dinnen Bandes bei 669 bp. Beispiel 2 zeigt den Genotyp G/A.
Es sind zwei Banden in der verdauten Probe erkennbar, einmal bei 696 und eine
zweite Bande bei 339/357. Eine Trennung der kleineren Banden mit 339 bp und
357 bp konnte unter den Konditionen nicht erreicht werden und ist immer als
dickes Band zu erkennen. Bei dem seltenen Genotyp A/A ware eine Bande bei

696 bp zu erwarten gewesen.
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In (B) wurden Beispiele fir SNP Bp 1239 dargestellt. Hier konnten ebenfalls nur
2 der 3 Haplotypen (C/C, G/C, G/G) ausgewiesen werden. Beispiel 1 zeigte nur
ein Produkt bei 281 bp und 367 bp mit dem korrespondierenden Genotyp G/G.
Beispiel 2 zeigt alle moglichen Produktlangen 161 bp, 206 bp, 281 bp, 367 bp
und prasentiert dementsprechend den heterozygoten Genotypen G/C. Es fehlt
das Beispiel definiert als Genotyp C/C, bei welchem ein Produkt bei 367 bp, im
Vergleich zu Beispiel 2, fehlen wurde.

Die Beispiele fur die Genotypen des SNP 1281 wurden in (C) dargestellt. Auch
hier konnten nur zwei der drei Genotypen (A/A, G/A, G/G) veranschaulicht
werden. Wahrend Beispiel 1 mit den zwei Produkten bei 213 bp und 228 bp und
441 bp den Genotyp G/A darstellte, stellte Beispiel 2 mit nur zwei Produkten bei
213 bp und 228 bp den Genotyp G/G dar. Bei dem Genotyp (A/A), welcher nicht
dargestellt werden konnte, hatte man nur eine Bande bei 441 bp erwartet. Tabelle
18 im Material und Methodenteil stellt die erwarteten Produktlangen (bp) der
SNPs mit ihren Restriktionsenzymen zu den jeweiligen Genotypen in einer
Ubersicht dar.
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Abbildung 43: Zusammenhang zwischen Parkin Protein-Leveln und PARK2 SNPs

Dargestellt sind die jeweiligen Parkin Protein-Level der in den unterschiedlichen Exonen vorhandene SNPs.
(A) zeigt die Protein-Level fiir Exon 4 bei Bp 601 fiir die SNPs A/A (n=1), G/A (n=16) und G/G (n=251). (B)
zeigt die Protein-Level fiir Exon 10 bei Bp 1239 fiir die SNPs C/C (n=10), G/C (n=71) und G/G (n=186). Und
(C) zeigt die Protein-Level fiir Exon 11 bei Bp 1281 mit den SNPs A/A (n=0), G/G (n=249) und G/A (n=20).
Es waren keine signifikanten Unterschiede erkennbar, der Median liegt fiir alle Exons und SNPs bei ca.
Ac=25.
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Nach Bestimmung der PARK2 SNPs und der Parkin Protein-Level fur die
vorhandenen Proben, sollten diese in Korrelation zueinander betrachtet werden.
Dies sollte zur Untersuchung von potenziellen Gemeinsamkeiten, Unterschieden
oder Auffalligkeiten dienen. Fur den Vergleich der Parkin Protein-Level in
Korrelation zu den bekannten SNPs der Exone 4,10 und 11 konnten insgesamt
804 verschiedene Genotypen einbezogen werden. Bei allen restlichen Proben
war es nicht moéglich die Genotypen aufgrund mangelnder Probenmenge oder zu
geringer DNA-Menge in der Probe zu bestimmen.

Abweichende Anzahl in den Bildunterschriften der Probanden bei der Aufteilung
in Kontrollen, nicht atakt. MT und atakt. MT liegt an fehlenden klinischen Daten
bezuglich der Einteilung innerhalb des SARA-Scores.

Abbildung 43 veranschaulicht die Parkin Proteinmenge der drei Exone und der
jeweiligen Genotypen. Hier ist erkennbar, dass sowohl fir Exon 4 bei Bp 601, bei
Exon 10 mit Bp bei 1239 und bei Exon 11 bei Bp 1281 keine signifikanten
Unterschiede in den Parkin Protein-Leveln festgestellt werden konnte. Die Parkin
Protein-Level fur alle Exone und deren Genotypen lagen um die Ac=25.

Exon 4 hatte mit n=1 eine geringe Haufigkeit im Vorkommen des Genotyps A/A.
Die Verteilung zeigte bei G/G deutlich mehr Ausreilder in héhere Parkin Protein-
Level und einen geringfugig hoheren Median als bei dem Genotypen G/A. Jedoch
lag der Genotyp G/G mit n=251 auch in einer deutlich hdheren Anzahl als G/A
mit n=16 vor.

Exon 10 zeigte eine geringere Proteinmenge von Genotyp C/C (n=10) Uber
Genotyp G/C (n=71) zu Genotyp G/G (n=186), der jedoch einhergehend war mit
einer erhohten Probenanzahl.

Exon 11 zeigte fur A/A mit n=0 kein Vorkommen, allerdings fir G/G (n=249) und
G/A (n=20) eine nahezu gleiche Menge an Parkin, ungeachtet der
unterschiedlichen Anzahl der Proben.

Insgesamt war erkennbar, dass die Werte fur den Genotyp G/G fur jedes Exon
die hochsten Parkin Proteinwerte, aber auch die héchste Anzahl an Probanden

aufwies.
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Anschlie3end folgt erneut die Aufteilung der Probanden bezuglich der einzelnen
Exone und PARK2 SNPs in die drei Gruppen: Kontrollen, nicht atakt. MT und
atakt. MT. Abbildung 44 stellt Exon 4 Bp 601 dar, Abbildung 45 Exon 10 Bp 1293
und Abbildung 46 Exon 11 Bp 1281. Erkennbar war, dass bei Exon 4 und Exon
11 die Parkin Protein-Level der atakt. MT im Median grof3er waren als die der
Kontrollen und nicht atakt. MT. Bei Exon 10 hingegen waren die Parkin Protein-
Level der Kontrollen im Median am hochsten.

Bei Exon 4 war erkennbar, dass bei den Kontrollen die hochsten Protein-Level
im Median bei SNP G/A waren. Bei den nicht atakt. MT konnte fur den SNP G/A
nur ein Ausreil3er aufgezeichnet werden und bei den atakt. MT waren die im
Median héchsten Protein-Level fur den SNP G/G zu verzeichnen.

Bei Exon 10 konnte beobachtet werden, dass die Parkin Protein-Level der
Kontrollen hdher waren als die der nicht atakt. MT und der atakt. MT. Bei den
Kontrollen waren die hochsten Protein-Level im Median bei SNP G/G, bei den
nicht atakt. MT bei SNP C/C und den atakt. MT bei SNP G/C zu finden.

Exon 11 zeigte, dass bei den Kontrollen die Parkin Protein-Level im Median
sowohl fur den SNP G/G als auch G/A ahnlich hoch waren. Bei den nicht atakt.
MT waren die hoheren Protein-Level im Median fur den SNP G/A zu verzeichnen
und bei den atakt. MT waren die hoéheren Protein-Level bei SNP G/G zu
erkennen. Bei den atakt. MT war der Unterschied zwischen den SNPs G/G und
G/A mit p=0,0208 auch signifikant mit héheren Parkin Protein-Level beim
Genotyp G/G.
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Abbildung 44: Darstellung der Parkin Protein-Level fiir Exon 4 Bp 601

Dargestellt sind die Parkin Protein-Level der PARK2 SNPs des Exon 4 aufgeteilt in Kontrollen mit den SNPs
A/A (n=0), G/A (n=2), G/G (n=72), nicht atakt. MT und die SNPs A/A (n=0), G/A (n=1), G/G (n=30) und atak.
MT mit den SNPs A/A (n=1), G/A (n=13), G/G (n=135). Erkennbar ist, dass die Parkin Protein-Level der
atakt. MT im Median h6her waren als die der Kontrollen und der nicht atakt. MT. Bei den Kontrollen waren
die héchsten Protein-Level im Median bei SNP G/A, bei den nicht atakt. MT konnten fiir den SNP G/A nur
ein Ausreil3er aufgezeichnet werden und bei den atakt. MT waren die im Median héchsten Protein-Level fiir
den SNP G/G zu verzeichnen.
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Abbildung 45: Darstellung der Parkin Protein-Level fiir Exon 10 Bp 1239

Dargestellt sind die Parkin Protein-Level der PARK2 SNPs des Exon 10 aufgeteilt in Kontrollen mit den
SNPs C/C (n=4), G/C (n=22), G/G (n=51), nicht atakt. MT mit den SNPs C/G (n=2), G/C (n=5), G/G (n=23)
und atakt. MT mit den SNPs C/C (n=4), G/C (n=40), G/G (n=106). Erkennbar ist, dass die Parkin Protein-
Level der Kontrollen im Median héher waren als die der nicht atakt. MT und der atakt. MT. Bei den Kontrollen
waren die héchsten Protein-Level im Median bei SNP G/G, bei den nicht atakt. MT bei SNP C/C und den
atakt. MT bei SNP G/C.
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Exon 11 | Bp 1281 Kontrollen nicht atakt. MT atakt.MT
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Abbildung 46: Darstellung der Parkin Protein-Level fiir Exon 11 Bp 1281

Dargestellt sind die Parkin Protein-Level der PARK2 SNPs des Exon 11 aufgeteilt in Kontrollen mit den
SNPs A/A (n=0), G/G (n=73), G/A (n=6), nicht atakt. MT mit den SNPs A/A (n=0), G/G (n=27), G/A (n=3)
und die atakt. MT mit den SNPs A/A (n=0), G/G (n=139), G/A (n=11). Erkennbar ist, dass die Parkin Protein-
Level der atakt. MT im Median héher waren als die der Kontrollen und der nicht atakt. MT. Bei den Kontrollen
waren die Protein-Level im Median sowohl fiir den SNP G/G als auch G/A dhnlich hoch. Bei den nicht atakt.
MT waren die héheren Protein-Level im Median fiir den SNP G/A zu verzeichnen und bei den atakt. MT
waren die héheren Protein-Level bei SNP G/G zu erkennen. Bei den atakt. MT war der Unterschied zwischen
den SNPs G/G und G/A mit p=0,0208 auch signifikant flir h6here Parkin Protein-Level bei Genotyp G/G.

Zusammenfassend konnte man feststellen, dass in diesen Untersuchungen
keine signifikanten Unterschiede der verschiedenen Genotypen in ihren Parkin
Protein-Leveln nachgewiesen werden konnten. Der Median lag fur alle Exone
und deren Genotypen bei Ac=25. Erfolgt eine weitere Aufteilung der jeweiligen
Probanden in Kontrollen, nicht atakt. MT und atakt. MT ist jedoch auffallig, dass
bei den Kontrollen Exon 4 SNP G/A, bei Exon 10 SNP G/G und bei Exon 11 SNP
G/G die hochsten Parkin Protein-Level aufwiesen und die atakt. MT die hochsten
Protein-Level bei Exon 4 SNP G/G, Exon 10 SNP G/C und bei Exon 11 SNP G/G.

3.3.7 Longitudinale Entwicklung der Parkin Protein-Level iiber 5 Jahre

Um eine Entwicklung der Parkin Protein-Level und deren Einfluss auf den
Phanotyp in SCA3-Patienten zu untersuchen, galt es anschliel3end longitudinale
Daten zu erheben und zu analysieren. Hierzu dienten Nachvisiten, die zusatzlich
zu den Baseline Untersuchungen der jeweiligen Probanden der ESMI-Kohorte
durchgefuhrt wurden. Diese Visiten sollten bestmoglich im Abstand von einem

Jahr erfolgen und identische Untersuchungen zur Baseline-Untersuchung
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beinhalten, um einen moglichst hohen Vergleichswert erzielen zu konnen.
Dementsprechend sollten sowohl die standardisierten Probenentnahmen als

auch die klinischen Untersuchungen moglichst identisch ablaufen.

Visitenvergleich

4000
3000
2000
1000

200 -
150_ °
100

Parkin in Ac

Abbildung 47: Parkin Proteinlevel H6he bei longitudinalem Visitenvergleich liber 5 Jahre

Dargestellt sind die Visiten lber einen Zeitraum von 5 Jahren, die miteinander verglichen wurden. Die Erste
Probenabnahme erfolgte bei der Baseline (BL, n=101) Untersuchung, die folgenden Untersuchungen
wurden als 1. Nachvisite (1. NV, n=120), 2. Nachvisite (2. NV, n=28), 3. Nachvisite (3. NV, n=2) und 4.
Nachvisite (4. NV, n=1) gekennzeichnet. Erkennbar war, dass die Anzahl der Proben im Verlauf deutlich

abnahm. Die H6he der Parkin Protein-Level in Ac lag sowohl fiir die BL als auch die 1. NV auf einem &hnlich
hohen Level, nahm zur 2. NV ab, stieg wieder leicht bei der 3. NV und war erneut verringert bei der 4. NV.

Es sollte untersucht werden, ob sich eine Veranderung in den Parkin Protein-
Leveln Uber einen longitudinalen Zeitraum zeigte, um einen Verlauf in den
Protein-Leveln zu untersuchen, welcher moglicherweise eine Regelmaligkeit
aufweisen konnte. Hierfur war es fur einige Probanden maoglich zusatzlich zu der
Baseline-Probe auch eine Probe der 1. Nachvisite (NV) zu bekommen. Fur
wenige Probanden gab es auch Proben einer 2. oder 3. Visite. Fur eine Probe
gab es eine Entnahme bei einer 4. Nachvisite. Die geringe Anzahl an
longitudinalen Proben ist darauf zurickzufUhren, dass es einige Probanden gab,
die bereits verstorben sind oder auch viele der Kontrollprobanden keine Termine
zur Nachvisite mehr wahrnahmen. Zusatzlich ist davon auszugehen, dass die

Coronapandemie ein weiterer limitierender Faktor war, der Arztbesuche in
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diesem Zeitraum einschrankte und gerade solche longitudinalen Daten zu
Forschungszwecken beeintrachtigte und eingeschrankt haben konnte.

In Abbildung 47 und Abbildung 48 wurden von den Probanden, von denen
longitudinale Werte mit mindestens zwei Visiten vorhanden waren, die Parkin
Protein-Level dargestellt. Dabei ist in diesen Daten nicht festgelegt, an welcher

Visite der Proband teilgenommen hatte.

In (A) zeigte die Baseline (BL) Untersuchung im Durchschnitt die hochsten
Protein-Level. Die Menge der Protein-Level nahm zur ersten Nachvisite ab.
Dieser Trend der Abnahme liel® sich auch bei den folgenden Visiten (2. NV, 3.
NV und 4. NV) erkennen. Eine Ausnahme bildete die 3. NV (D), bei der ein
geringer Anstieg der Parkin Protein-Level im Vergleich zur 2. NV (C) zu
verzeichnen war, jedoch konnten nur 2 Proben zum Zeitpunkt der 3. NV mit
einbezogen werden. Zudem war erkennbar, dass die Ausreiler nur in der
Baseline und der 1. NV (B) zu finden waren. Fur die folgenden Proben waren
jedoch auch eine geringere Anzahl an Proben vorhanden. Die Werte bewegten
sich hauptsachlich in einem Bereich unterhalb Ac=50. Wenige Proben besonders
bei der BL und 1. NV ergaben Protein-Level zwischen Ac=150 und Ac=50,
vereinzelte Ausreiler wiesen in diesen beiden Visiten Werte zwischen Ac=800
und Ac=4000 auf.

A

Baseline Erste Nachvisite Zweite Nachvisite Dritte Nachvisite Vierte Nachvisite

4000 4000 2000 2000 4000
3000 3000 1500 1500 3000

o 2000 o 2000 * 1000 1000 o 2000

9 : ' g

= 1000 § H 500 500 g 1000

200 200 200 200 200
150 . 150 150 150 150
100 ! 100 : 100 100 100
50- 50- 50- b4 50- 50
[ [ [ [ [
Baseline Erste Nachvisite Zweite Nachvisite Dritte Nachvisite Vierte Nachvisite

Parkin i
Parkin in A
2
8
=1
Parkin in Ac
Parkin in Ac
Parkin

Abbildung 48: Parkin Protein-Level bei den einzelnen Visiten im longitudinalen Vergleich liber 5
Jahre

Dargestellt sind in A Baseline n=101, in B erste Nachvisite n=120, in C die zweite Nachvisite n=28, in D die
dritte Nachvisite n=2 und in E die vierte Nachvisite (n=1). Erkennbar ist ein sinkender Median im Verlauf der
Visiten.
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Somit zeigt sich ein Trend der Abnahme der Parkin Protein-Level von der BL-
Untersuchung zu den Folgeuntersuchungen. Auszuschlieen ist jedoch nicht,

dass dieser Effekt mit der verringerten Probenanzahl einhergeht.

3.3.8 Zusammenfassung der Ergebnisse aus 3.3

Die Untersuchungen der Parkin Protein-Level zeigten zusammenfassend, dass
zwar hohere Parkin Protein-Level bei den MT im Vergleich zu den Kontrollen zu
finden waren, diese aber bei Aufteilung in atakt. und nicht atakt. MT nicht mehr
signifikant waren. Ebenso wie hohere Protein-Level bei den mannlichen
Probanden (MT und Kontrollen), vor allem fur die atakt. MT, zu erkennen waren,
sich hier jedoch keine signifikanten Unterschiede zeigten und auch das
Entnahmezentrum keine Unterschiede zeigte. Zudem konnten keine
Auffalligkeiten der Parkin Protein-Level in den PARK2 SNPs gefunden werden
und auch keine signifikanten Unterschiede in den longitudinalen Daten Uber 5
Jahre.

Zusammenfassend zu 3.3. zeigt Tabelle 39 eine Ubersicht Uber die
Messergebnisse der Parkin Protein-Level im Vergleich der untersuchten
Gruppen und die zugehdrigen Ergebnisse der Untersuchungen der Probanden
der ESMI-Kohorte, besonders die der SCA3-Patienten in Bezug auf die

bestimmten Parkin Protein-Level.
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Tabelle 39: Zusammenfassung der Ergebnisse aus Abschnitt 3.3.

Messergebnisse
Parkin Protein-Level
im Vergleich

zwischen

Ergebnisse

Kontrollen und MT

- hohere Parkin Protein-Level bei MT im Vergleich zu
Kontrollen
- mit p<0,01 signifikant hoher bei MT

Kontrollen, nicht
atakt. MT und atakt.

MT

- héchsten Parkin Protein-Level bei Kontrollen (Ac=100)
- atakt. MT geringere Parkin Protein-Level als Kontrollen
- nicht atakt. MT geringste Parkin Protein-Level mit
Ac=50

- keine signifikanten Unterschiede der Gruppen

- haufigsten ,Ausreilder” bei atakt. MT

Geschlecht

(A) Gesamt

- mannliche Probanden (MT und Kontrollen) hohere
Parkin Protein-Level als weibliche

- signifikant hohere Werte (p<0,01)

(B) Kontrollen

- hohere Parkin Protein-Level bei weiblichen Kontrollen
(C) nicht atakt. MT

- hdhere Parkin Protein-Level bei weiblichen nicht atakt.
MT

(D) atakt. MT

- hohere Parkin Protein-Level bei mannlichen atakt. MT

Zentrum der

Probenentnahme

- keine signifikanten Unterschiede zwischen den
einzelnen Zentren

Azoren

da dort das

Untersuchung der

- keine Kontrollen mit einbezogen,

Einverstandnis zur gesunden
Kontrollen durch die zustandige Ethikkommission nicht

vorlag
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- im Mittelwert keine erkennbaren Unterschiede in ihrer
Parkin Proteinmenge

Bonn

- Parkin Protein-Level geringe Werte von Ac<20

- signifikante Unterschiede (p< 0,05) zwischen den nicht
atakt. MT und den atakt. MT

- Werte der Kontrollen waren im Durchschnitt die
hochsten

Coimbra

- weite Streuung der Werte

- nicht ataktischen MT am hochsten bei Ac=115, gefolgt
von den Kontrollen bei Ac=50 und den atakt. MT Ac=25
- n=5 Ausreilder mit Werten zwischen Ac=800 bis 40000
- Werte fur die atakt. MT am geringsten, gefolgt von den
Kontrollen - hochsten Werte waren bei den nicht atakt.
MT

Groningen

- keine Kontrollen und nicht atakt. MT

- Parkin Protein-Level atakt. MT lagen bei Ac=40

- Werte fur die mannlichen mit Ac=100 deutlich
gestreuter und oberhalb denen der weiblichen
Probanden Ac=15 lagen

London

- Ausreiller mit Werten vonAc=800 bis 4000 fur die
Kontrollen und die atakt. MT

- Parkin Proteinmenge fur die Kontrollen am hochsten,
gefolgt von den nicht atakt. MT und den atakt. MT
Tubingen

- geringe Parkin Proteinwerte mit Ac<50

- Werte der Kontrollen sehr niedrig (Ac=x), gefolgt von
atakt. MT
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PARK2 SNPs

- keine signifikanten Unterschiede in den Parkin Protein-
Leveln

- Parkin Protein-Level fur alle Exone und deren
Genotypen lagen um die 25

Exon 4

- n=1 eine geringe Haufigkeit im Vorkommen des
Genotyps A/A

- G/G deutlich mehr Ausreif3er in héhere Parkin Protein-
Level

- G/G geringfugig héheren Median als bei dem Genotyp
G/A

Exon 10

- geringere Proteinmenge von Genotyp C/C uber
Genotyp G/C

- héchste Proteinmenge Genotyp G/G

Exon 11

- A/A mit n=0 kein Vorkommen

- G/G und G/A eine nahezu gleiche Menge an Protein
Parkin

- bei der Aufteilung in Kontrollen, nicht atakt. MT und
atakt. MT zeigte sich hingegen, dass im Vergleich
zwischen den drei Gruppen  jeweils bei
unterschiedlichen SNPs die hdchsten Parkin Protein-
Level zu verzeichnen waren

- Signifikanz von p=0,0208 bei Exon 11 im Vergleich der
SNP G/G und G/A mit hoheren Parkin Protein-Leveln
bei. Genotyp G/G

Longitudinal

- Starke Abnahme der Probenanzahl im Verlauf der
longitudinalen Daten uUber 5 Jahre erkennbar
- keine signifikanten Unterschiede feststellbar
- Protein-Level bei BL am hochsten, Abnahme der

Protein-Level zu den Folgevisiten
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3.4 Analyse klinischer Daten in SCA3-Patienten

Nachdem die Parkin Protein-Level untersucht wurden, sollte weiterhin ein
Zusammenhang mit der phanotypischen Auspragung untersucht werden. Hierzu
standen erstmalig klinische Daten zur Verfugung, die im Folgenden in Bezug zu
den genetischen und proteinbiochemischen Daten gebracht werden sollen.
Hierbei handelt es sich zum einen erneut um Alter und Geschlecht der
Probanden, zum anderen um Daten Uber eingenommene Medikamente zur
Behandlung von Parkinson-Symptomen, klinischen Scores zur Bewertung der
ataktischen Symptome mittels SARA-Score und der nicht ataktischen Symptome
mittels INAS-Score. Sowie dem Vorhandensein eines Restless-Leg-Syndroms
(RLS) und der diesbezuglich eingenommenen Medikamente (RLS-
Medikamente), da sich dieses gehauft bei Patienten mit PD-Symptomen aul3ern
konnte.

Erstmalig sollte sich in dieser Arbeit anschlieRend damit beschaftigt werden, wie
sich die klinischen Daten der Probanden auf3erten und ob es Zusammenhange
zwischen diesen und den vorhandenen im Labor untersuchten Parametern, also
den PARK2 SNPs und den Parkin Protein-Leveln gab. Daflir wurden moglichst
viele klinische Parameter gesammelt und aus Griinden der Ubersichtlichkeit im
Anhang in zwei Tabellen zusammengefasst (Anhang 13 und Anhang 14). Hierbei
wurden exemplarisch lediglich die Probanden erfasst, fur die auch zu allen
erhobenen klinischen Parametern Daten vorhanden waren, daher sind Daten von
insgesamt 407 Probanden auf die das zutrifft erfasst worden. Probanden, bei
denen ein Teil der klinischen Daten fehlte konnten nicht in die Analyse
miteingeschlossen werden.

Die Labordaten, welche im Folgenden verarbeitet wurden, sind lediglich auf
PBMC-Proben, die bei der BL-Untersuchung entnommen wurden,
zurtckzufihren, (ausgenommen einer Probe (Co24), bei welcher es sich um eine
PBMC-Probe der 1. Follow-Up-Untersuchung handelt).

In Tabelle 40 ist eine Ubersicht der demografischen Informationen fir die
insgesamt 407 Probanden dargestellt. Es erfolgte eine Einteilung dieser

Probanden bezlglich ihrer Medikamenteneinnahme in 3 Gruppen: 1) SCA3-
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Patienten mit PD-Medikation, 2) MT mit anderen Medikamenten und 3) MT ohne
Medikamenteneinnahme.

Zur Vollstandigkeit wurden auch die Kontrollen unter den Probanden noch
aufgeflhrt in zusatzlichen Gruppen (A) MT und Kontrollen mit anderen
Medikamenten und (B) MT und Kontrollen ohne Medikamenteneinnahme. Unter
den SCAS3- Patienten mit PD-Medikation befanden sich keine Kontrollen.

Im Vergleich gab es wenige Probanden die PD-Medikamente einnahmen, aber
viele MT und Kontrollen die zwar Medikamente, aber darunter keine PD-
Medikamente einnahmen. Die Anzahl zwischen mannlichen und weiblichen
Probanden war in allen Gruppen ausgeglichen. Fir einige Probanden fehlte die
Geschlechtsangabe der klinischen Daten, diese wurden unter ,ohne
Geschlechtsangabe® zusammengefasst. Das durchschnittliche Alter bei
Probenentnahme waren 51 Jahre bei Gruppe 1, 49 Jahre bei Gruppe 2, 48 Jahre
bei Gruppe A, 44 Jahre bei Gruppe B und 45 Jahre bei Gruppe 3. Das AAO war
bei allen 3 Gruppen mit 37 Jahren (Gruppe 1 und B) und 39 Jahren bei Gruppe
A, 40 bei Gruppe 2 und 38 bei Gruppe 3 ahnlich. Kaum Unterschiede zeigten
sich in den CAG-Wiederholungen. Gruppe 1,2 und 3 hatten durchschnittlich
gleich viele CAG-Wiederholungen mit 69 CAG-Repeats im Vergleich zu 57 CAG-
Repeats bei Gruppe A und durchschnittlich nur 46 CAG-Repeats bei Gruppe B.
Diese Unterschiede sind jedoch darauf zurickzuflhren, dass sich in Gruppe A
und B sowohl MT als auch Kontrollen befinden. Auch beim SARA und INAS
konnten hohere Werte bei den SCA3-Patienten mit PD-Medikation im Vergleich
zu Gruppe 2 und 3 festgestellt werden.

Auch beim SARA und INAS konnten im Vergleich zu allen anderen Gruppen
insgesamt hohere Werte bei den SCA3-Patienten mit PD-Medikation festgestellt

werden.
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Tabelle 40: Demografische und klinische Eigenschaften der Probanden (SCA3 Patienten mit PD-Medikation,
MT und Kontrollen mit anderen Medikamenten, MT mit anderen Medikamenten, MT mit Kontrollen ohne
Medikamenteneinnahme und MT ohne Medikamenteneinnahme) in der analysierten ESMI-Kohorte die auf
klinische Daten untersucht wurden

Demografische (1) (A) (2) (B) (3)

Informationen  SCA3- MT und MT mit MT und MT ohne
Pat mit Kontrollen anderen Kontrollen Medika-
PD- mit Medi- ohne Medi- menten-
Medi- anderen kamenten  kamenten- einnahme
kation Medi- einnahme

kamenten
Anzahl 49 239 179 119 60
mannlich 47 % 44 % (105) 45% 49 % (58) 53 % (32)
(23) (81)

weiblich 51 % 52% (125) 51 % 41 % (49) 37 % (22)

Ohne (25) (91)

Geschlechts-

angabe 2% (1) 4% (9) 4% (7) 10% (12) 10 % (6)

Alter bei

Proben- 51 48 49 45 44

entnahme

Age at Onset 37 39 40 37 38

(AAO)

CAG- 69 57 68 46 68

Wiederholung

SARA 18 9 12 4 8

INAS 6 4 4
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3.4.1 SCA3-Patienten mit Medikamenteneinnahme zur Behandlung von PD-

Symptomen

Zuerst erscheint es sinnvoll die SCA3-Patienten mit PD-Medikation genauer zu
analysieren.

Da es in dieser Arbeit vorranging um den Einfluss des Parkinson-assoziierten
Proteins Parkin auf die Pathogenese der SCA3 geht, sollte der Einfluss der
Medikamente zur Behandlung von PD-Symptomen wie beispielsweise
motorische Einschrankungen, einschlieBlich Zittern (Tremor),
Muskelstarre (Rigor), Bewegungsarmut (Akinese), Restless-Leg-Syndrom (RLS)
und ihr Einfluss auf die SCA3 Patienten untersucht werden. Diese Untersuchung
erfolgte im direkten Vergleich mit Probanden (MT und Kontrollen), die keine PD-
Medikamente einnahmen.

Bei allen Daten der Probanden, die unter Abschnitt 3.4. analysiert wurden,
handelt es sich um PBMC-Proben, welche bei der BL-Untersuchung enthommen

wurden.
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Tabelle 41: Auflistung der berticksichtigten Parkinsonmedikamente zur Einteilung der Probanden und
Anzahl der Probanden, die diese Medikamente einnehmen

Parkinson Medikamente Anzahl der Einnahmen

L-Dopa 15

Anticholinerga Biperiden 1

MAO-B-Hemmer Selegin

Rasagilin

—

N

Amantadin

Budipin

COMT-Hemmer Entacapon

Tolcapon

Non-Ergot Ropininol

—

Dopaminantagonisten Pramexipexol
Apomorphin
Rotigotin
Pribibedil

Ergot Bromocriptin
Dopaminantagonisten Pergolid
Lisurid

Cabergolin

Andere Trihexyphenidyl
Parkadina
Carbidopa
Benserazide
Hydrochlorid
B-neurax
Metodura
Isicom
Pregubalin

Tramadol

= A A A A A AW O N O O O O~ N O A 0O O O ~ O

Madopa
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Ein wichtiges Augenmerk wurde somit bei der Untersuchung der klinischen Daten
auf die Einnahme der PD-Medikamente gelegt. Tabelle 41 zeigt eine
Zusammenfassung der eingenommenen PD-Medikamente durch die Probanden
der ESMI-Kohorte, welche in diese Arbeit eingeschlossen werden konnten und
die Anzahl der Probanden, die diese Medikamente jeweils einnahmen.
Erkennbar ist, dass die meisten SCA3-Patienten L-Dopa (15-mal), Amantadin
(17-mal) und Pramexipexol (11-mal) einnahmen und die Grof3zahl der Ubrigen
Medikamente nur von einer geringen Anzahl an Probanden eingenommen
wurde. Ein wichtiges Augenmerk wurde somit bei der Untersuchung der
klinischen Daten auf die Einnahme der PD-Medikamente gelegt. Tabelle 41 zeigt
eine Zusammenfassung der eingenommenen PD-Medikamente durch die
Probanden der ESMI-Kohorte, welche in diese Arbeit eingeschlossen werden
konnten und die Anzahl der Probanden, die diese Medikamente jeweils

einnahmen.
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Bl Mit Parkinson Medikation
1 3 Ohne Parkinson Medikation
3 Ohne (bekannte) Medikation

MT und Kontrollen Kontrollen MT
Total=407 Total=116 Total=291

2 Em Kontrollen
3 nicht atakt. MT
3 atakt. MT
3 MT ohne bekannten SARA

A) Mit PD Medikation B) Mit Medikation C) Ohne Medikation

O

Total=49 Total=239 Total=119

I
Abbildung 49: Probanden mit PD-Medikation, mit Medikation (aber nicht PD) und ohne Medikation

1 zeigt eine Ubersicht aller Probanden (n=407) (links) die in die Analyse der klinischen Daten einbezogen
werden konnten. Dargestellt ist eine Unterscheidung in Probanden, die PD-Medikamente bekamen in
dunkelgrau (n=49,) Probanden, die eine Medikamenteneinnahme angegeben haben, aber keine PD-
Medikamente bekamen in hellgrau (n=239) und Probanden, die keine Medikation bekamen bzw. bei denen
keine Medikation bekannt war in weil8 (n=119). Dargestellt sind ebenfalls einmal nur die Kontrollen (mitte)
(n=116) und einmal nur die MT (n=291) (rechts) mit den jeweiligen Anteilen an PD-Medikation, ohne PD-
Medikation und ohne (bekannte) Medikation. In 2 sind diese Probanden in Kontrollen (dunkelgrau), nicht
atakt MT (mittelgrau), atakt. MT (hellgrau) und ohne bekannten SARA (weil3) eingeteilt worden. In 2A sind
die Probanden aus 1 aufgefiihrt, welche PD-Medikamente bekamen (Kntr. n=0, nicht atakt MT (n=2), atakt.
MT n=47, ohne bekannten SARA n=0), in 2B jene, die Medikamente bekamen, jedoch darunter keine PD-
Medikamente (Kntr. (n=59), nicht atakt. MT (n=28), atakt. MT n=145, ohne bekannten SARA (n=7)) und in
/2C alle Probanden, die keine Medikation bekamen bzw. bei denen keine Medikation bekannt war (Kntr.
(n=59), nicht atakt. MT (n=20), atakt. MT (n=35), ohne bekannten SARA (n=5)).

Zur Veranschaulichung wie hoch der Anteil der Medikamente einnehmenden
Probanden war, wurde in Abbildung 49 dargestellt wie viele Probanden
einbezogen werden konnten und ob und welche Medikation diese bekamen.
Hierbei erfolgte nur eine Unterscheidung in PD-Medikation, in der alle in Tabelle
41 aufgelisteten PD-Medikamente zusammengefasst sind, ob andere
Medikamente eingenommen wurden, wobei PD-Medikamente ausgeschlossen
waren, und Probanden, die keinerlei Medikamente einnahmen. Zusatzlich sollte

in (2) unterschieden werden, welcher Gruppe von Probanden, also Kontrollen,
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nicht atakt. MT oder atakt. MT, diese Probanden zugeordnet werden konnten
(Abb. 46,2 A-C).

Somit ist dies eine Ubersicht der zum Zeitpunkt der Erstellung dieser Arbeit
aufgefuhrten Probanden (n=407). Hierbei wurde in 1 unterschieden, welche
dieser Probanden mit den in Tabelle 41 aufgelisteten Parkinson Medikamenten
behandelt wurden (dunkelgrau), welche medikamentés behandelt wurden,
jedoch keine der aufgelisteten Parkinson Medikamente zum Zeitpunkt der
Probenentnahme (hellgrau) erhielten und welche zu diesem Zeitpunkt entweder
keine Medikation bekamen oder diese zum Zeitpunkt der Probenentnahme nicht
erfasst werden konnte (weil3).

Schaut man sich 1 nun genauer an, kann man erkennen, dass von allen
Probanden (MT und Kontrollen) (links) 12 % PD-Medikamente einnahmen, 59 %
andere Medikamente einnahmen, und 29 % keine Medikamente einnahmen.
Dementsprechend war der Anteil derer, die PD-Medikamente einnahmen am
geringsten. Schaut man sich nur das Tortendiagramm der Kontrollen in der Mitte
an, erkennt man, dass es keine Kontrollprobanden gab, die PD-Medikamente
einnahmen, aber die Probanden, die andere Medikamente einnahmen oder keine
Medikamente einnahmen waren prozentual gesehen ahnlich viele. Bei den MT
sah das wieder anders aus. Das Tortendiagramm der MT zeigt, dass die meisten
der MT Medikamente einnahmen, aber der Anteil derer, die PD-Medikamente
einnahmen war dennoch geringer als der, die keine Medikamente einnahmen.
In 2 erfolgte eine Einteilung der Probanden jeweils in Kontrollen (dunkelgrau),
nicht atakt. MT mit SARA <3 (mittelgrau), atakt. MT mit SARA >3 (hellgrau) und
Probanden ohne bekannten SARA (weild). 2A zeigt somit alle Probanden, die
eine Medikation zur Bekampfung der Parkinson-Symptome bekamen. Eine
ausfuhrliche Tabelle tUber diese Probanden findet sich im Anhang (Anhang 13,
Anhang 14).

Zu erkennen war, dass 49 der 407 Probanden zum Zeitpunkt der BL-
Untersuchung Medikamente von den in Tabelle 41 aufgefuhrten PD-
Medikamenten bekamen. Dabei handelte es sich um 2 nicht atakt. MT, was
einem Anteil von 4%. entspricht, aber 47 atakt. MT, was dementsprechend 96%

der Probanden ausmachte. Von den Kontrollen bekam zu diesem Zeitpunkt
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niemand PD-Medikamente. Im Gegensatz dazu kann man in 2B erkennen, dass
es sich bei allen Probanden, die andere Medikamente bekamen, also keine PD-
Medikamente, nur noch bei ca. 60% um atakt. MT, aber bei 25 % bereits um
Kontrollen handelte. Nicht atakt. MT bekamen zu 12 % andere Medikamente und
3 % der Probanden konnten diesen Gruppen aufgrund fehlender Angaben des
SARA nicht zugeordnet werden. Bei den Probanden, die keine Medikamente
bekamen, war der Anteil der Kontrollen dementsprechend hoch und lag bei 50
%. 17 % der nicht atakt. MT bekamen keine Medikamente und 29 % der atakt.
MT. Die restlichen 4 % der Probanden, die keine Medikamente einnahmen,
konnten den Gruppen (Kntr., nicht atakt. MT, atakt. MT) nicht zugeteilt werden,

da auch hier keine klinischen Angaben zum SARA-Score vorlagen.

3.4.2 Geschlecht der Probanden mit PD-Medikation

Anschliel’end sollte auch hier ausgeschlossen werden, dass das Geschlecht
einen Einfluss auf die PD-Einnahme hatte. Daher sollten vorerst alle Probanden
von denen das Geschlecht und deren Medikation oder nicht-Medikation bekannt
war analysiert werden. Anschliel3end erfolgte eine Unterteilung dieser Gruppe in
MT und Kontrollen.

In Abbildung 50 wurde somit die Anzahl aller Probanden (MT und Kontrollen),
nach mannlichem und weiblichem Geschlecht unterteilt und in Bezug zu ihrer
Medikation, d.h. mit PD-Medikation, ohne PD-Medikation und ohne (bekannte)
Medikation, dargestellt. Hierbei war zu erkennen, dass keine signifikanten
Unterschiede der Medikation zwischen den Geschlechtern festgestellt werden
konnte. Dies galt sowohl fur die MT (B) als auch die Kontrollen (C). Somit zeigten
ca. die gleiche Anzahl an mannlichen und weiblichen SCA3-Patienten PD-

Symptome, welche mit PD-Medikamenten behandelt wurden.
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Abbildung 50: Anzahl der ménnlichen und weibliche Probanden (MT und Kontrollen) mit PD-
Medikation, mit anderer Medikation und ohne (bekannte) Medikation

Erkennbar war eine gleichméaflige Verteilung ohne signifikante Unterschiede der Patienten zwischen den
Geschlechtern. Hierbei lagen Daten zu folgenden Probanden vor: In A mit PD-Medikation ménnl. (n=23),
weibl. (n=25), mit Medikation ménnl. (n=105), weibl. (n=125), keine Medikation ménnl. (n=58), weibl. (n=49),
in die Unterteilung nicht mit aufgenommen, da fehlende Daten zum Geschlecht vorlagen waren (n=22). In

B wurden nur die MT unter allen Probanden dargestellt, in C nur die Kontrollen innerhalb der Gruppe der
Probanden.

3.4.3 Alter der Probanden mit PD-Medikation

Im Folgenden erfolgte eine Gegenulberstellung des Alters der Probanden mit PD-
Medikation in Bezug zu ihrer Medikation. Detaillierte Tabellen zu diesen
Probanden befinden sich der Ubersichtlichkeit wegen im Anhang (Anhang 13 und
Anhang 14). Hier erfolgte dieselbe Aufteilung der Probanden: mit PD-Medikation,
ohne PD-Medikation und ohne (bekannte) Medikation. In A ist zu sehen, dass
Probanden mit PD-Medikation ein signifikant (p<0,01) hoheres Alter mit
durchschnittlich 52 Jahren hatten als Probanden ohne Medikation, die im
Durchschnitt 43 Jahre alt waren. Zudem war ein signifikanter Unterschied
(p<0,05) zwischen dem Alter der Probanden mit anderer Medikation (PD-
Medikation ausgeschlossen) mit durchschnittlich 49 Jahren und denen ohne
(bekannte) Medikation festzustellen. Die Probanden, die eine Medikation
bekamen waren somit im Durchschnitt alter. Sowohl die Probanden die PD-
Medikamente bekamen als auch die Probanden, die andere Medikamente als

PD-Medikamente bekamen. Dennoch hatten die Probanden mit PD-Medikation
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mit durchschnittlich 52 Jahren das hochste Alter im Vergleich mit den anderen
Gruppen. Dieser Unterschied war auch unter Ausschluss der Kontrollen nur bei
den MT (B) zu erkennen. Hier war das durchschnittliche Alter der MT mit PD-
Medikamenteneinnahme mit einer Signifikanz von p<0,01 héher (Durchschnitt 52
Jahre) als das Alter derer, die keine Medikamente einnahmen mit durchschnittlich
44 Jahren. Diese waren somit im Durchschnitt fast 8 Jahre jlinger als die MT mit
PD-Medikation. AnschlieRend wurde die Gruppe der Kontrollen analysiert. Hier
waren dementsprechend keine Probanden, die PD-Medikamente einnahmen.
Dennoch waren die Probanden die Medikamente einnahmen mit 48 Jahren noch
durchschnittlich 5 Jahre alter als die Probanden, die keine Medikamente
bekamen. Diese waren dementsprechend durchschnittlich 43 Jahre alt. Jedoch
zeigte sich bei den Kontrollprobanden kein signifikanter Unterschied im Alter

zwischen den Gruppen.
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Abbildung 51: Alter der Probanden mit PD-Medikation, mit anderer Medikation und ohne (bekannte)
Medikation

Dargestellt sind alle Probanden (MT und Kontrollen) mit PD-Medikation (n=49), ohne PD-Medikation (n=230)
und ohne (bekannte) Medikation (n=108) in (A). In (B) ist das Alter aller MT und in (C) das Alter aller
Kontrollen dargestellt. Signifikante Unterschiede des Alters zeigten bei signifikant geringerem Alter (p<0,01)
der Probanden ohne bekannte Medikation und den Probanden mit PD-Medikation, sowie ebenfalls bei
geringerem Alter der Probanden ohne Medikation, gegeniiber der Probanden ohne PD-Medikation mit
p=<0,05. Im Vergleich der MT war ebenfalls eine Signifikanz mit p<0,01 zwischen den MT ohne Medikation
und denen mit PD-Medikation mit geringerem Alter der MT ohne Medikation festzustellen.
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3.4.4 Vergleich der Parkin Protein-Level in PBMCs zwischen Kontrollen und MT

in Bezug auf die Medikation
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Abbildung 52: Héhe der Parkin Protein-Level bei Probanden (MT und Kontrollen) mit PD-Medikation,
ohne PD-Medikation und ohne (bekannte) Medikation

In (A) ist die Hohe der Parkin Protein-Level der Probanden mit PD-Medikation (n=43), mit Medikation, die
keine PD-Medikamente bekam (n=160) und Probanden ohne (bekannte) Medikation (n=79). Fiir n=128
Probanden konnten keine Parkin Protein-Level bestimmt werden. Anschlie3end erfolgte eine Aufteilung von

(A): in nur MT (B) und nur Kontrollen (C). Hierbei zeigt sich, dass der signifikante Unterschied aus A
zwischen Probanden ohne PD-Medikation und ohne (bekannte) Medikation innerhalb der MT lagen.

Folgend sollte ein potenzieller Einfluss der Medikation auf die Hohe der Parkin
Protein-Level untersucht werden.

Abbildung 52 zeigt die Hohe der Protein-Level bei Probanden, die Medikamente
zur Behandlung von PD-Symptomen (vgl. Tabelle 41) bekamen, Probanden, die
Medikamente bekamen, jedoch keine zur Behandlung von PD-Symptomen, und
die Hohe der Protein-Level der Probanden, die keine Medikation bekamen, bzw.
fur die keine Medikation bekannt war. Fir 128 Probanden konnte die Hohe der
Protein-Level fur diese Arbeit bisher nicht bestimmt werden, diese sind in
Abbildung 52 daher nicht erfasst worden. In (A) handelte es sich um alle MT und
Kontrollen, in (B) und (C) wurden die in (A) dargestellten Probanden aufgeteilt in

MT (B) und Kontrollen (C). Erkennbar war hierbei in A eine signifikant geringere
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Hohe der Protein-Level flir die Probanden, die keine Medikation bekamen mit
einem Median von Ac=13 im Vergleich zu denen, welche eine Medikation
bekamen mit einem Median von Ac=22 mit PD-Medikation und einem Median
von Ac=25 mit anderer Medikation als PD. Dies auferte sich mit einer Signifikanz
von p<0,05. Weiterhin war erkennbar, dass die Protein-Level der Probanden, die
Parkinson-Medikamente erhielten im Mittel am hochsten ausfiel. Auch in (B) war
diese Signifikanz von p<0,05 bei den MT mit im Median deutlich hoheren Werten
mit PD-Medikation (Ac=22) und anderer Medikation (Ac=24) im Vergleich zu
Probanden ohne Medikamenteneinnahme (Ac=10) festzustellen. Die in (C)
dargestellten Kontrollprobanden zeigten sowohl ohne PD-Medikation (Ac=20) als
auch ohne bekannte Medikation (Ac=18) keine deutlichen Unterschiede in den
Protein-Leveln. Da es sich in (C) um Kontrollen handelte waren unter diesen
keine Probanden mit PD-Medikation. Dennoch war auffallig, dass der Median im
Vergleich bei den Kontrollen ohne Medikation geringer war als bei den MT ohne
Medikation.

3.4.5 Vergleich der PARK2 SNPs in PBMCs zwischen Kontrollen und MT in
Bezug auf die Medikation

Nachdem die PARK2 SNPs bereits mit den Parkin Protein-Leveln korreliert
wurden, sollten diese ebenfalls in Korrelation zu den klinischen Daten gesetzt
werden. Fur diese Analyse war es moglich jeweils 47 Probanden flr den SNP
des Parkin Exon 4 und Exon 10 und 49 Probanden flr den SNP des Parkin Exon
11 einzubeziehen, da fur diese Probanden genetische Daten vorhanden waren.
Eine Auflistung aller Probanden, fur die klinische Daten zur PD-Medikation
vorhanden waren, findet sich im Anhang (Anhang 13 und Anhang 14). Tabelle
42 zeigt lediglich die Anzahl der Probanden mit PD-Medikation fur die jeweiligen
Genotypen. Erkennbar ist, dass keine Probanden vorhanden waren, die sowohl
den seltenen Genotypen A/A des Exon 4 als auch Exon 11 hatten, sowie bei
Exon 10 nur ein Proband den Genotypen C/C aufwies. Eine prozentuale
Verteilung der Genotypen fir die unterschiedlichen SNPs und ihre genomische

Lokalisation (Exone im Parkin) ist in Abbildung 53 ersichtlich. Da eine geringe
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Probenanzahl fur einige Genotypen vorlag, lieBen sich keine Signifikanzen

ermitteln.

Tabelle 42: Probanden mit PD-Medikation und Anzahl der PARK2 SNPs je Genotyp

SNP Genotyp Anzahl
Parkin Exon 4 A/A 0
Bp601 AIG 3
G/G 44
Parkin Exon 10 C/C 1
Bp1239 G/C 16
G/G 30
Parkin Exon 11 A/A 0
Bp1281 G/G 46
AIG 3
Exon 4 Exon 10 Exon 11
o =% - 58
G/IG
Total=47 Total=47 Total=49

Abbildung 53: SNP-Verteilung der Probanden mit PD-Medikation

Zu erkennen ist die Verteilung der SNPs fiir Exon 4, Exon 10 und Exon 11 wie in Tabelle 42 beschrieben.
Bei Exon 4 haben 6 % der Patienten den Genotyp A/G und 94 % den Genotyp G/G, der Genotyp A/A ist
nicht vertreten. Mit 2 % ist der Genotyp C/C bei Exon 10 vertreten, G/C mit 34 % und G/G mit 64 %. 94 %
der Probanden haben den Genotyp G/G bei Exon 11 und 6 % den Genotyp A/G, 0 % der Probanden mit
PD-Medikation haben den Genotyp A/A. Aufgrund der geringen Probandenanzahl fiir viele der Genotypen
lieBen sich keine Signifikanzen statistisch ermitteln.
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3.4.6 Untersuchung der Probanden mit PD-Medikation auf ihre Einteilung in die
INAS-Untergruppen

Anschliel3end sollten auch die INAS-Untergruppen genauer betrachtet werden,
da im INAS nicht-motorische Symptome wie Reflexe, motorische, sensorische
und ophthalmologische Symptome abgebildet werden und dies zusatzliche
Informationen zu weiteren Parkinson-Symptomen wie beispielsweise Rigor und
Tremor liefern. Um den Zusammenhang zwischen der PD-Medikation und
weiteren klinischen Tests zu untersuchen, sollte eine Gegenulberstellung der
INAS-Untergruppen und der Medikation erfolgen. Eine Ubersicht der INAS-
Untergruppen stellt Tabelle 43 dar.

Die Einteilung der INAS-Untergruppen erfolgte Uber einen ja/nein-Entscheid. Die
Auswertung erfolgte bei der BL-Untersuchung mittels eines
Untersuchungsbogens, wie im Anhang zu finden (Anhang 2). Wurde bei den
Probanden eine Auffalligkeit des INAS-Scores festgestellt, waren diese positiv,
also mit ,ja“ bewertet, andernfalls erfolgte eine Einteilung zu ,nein®.

Fir 37 Probanden mit PD-Medikation konnten die INAS-Untergruppen (wie in
Tabelle 43 beschrieben) bestimmt werden, fur alle restlichen Probanden mit PD-
Medikation, waren keine Informationen Uber die INAS-Untergruppen vorhanden,
sowie fur 188 Probanden ohne PD-Medikation und 70 Patienten ohne (bekannte)
Medikation. Fur 133 Probanden hingegen lagen bisher keine INAS-Untergruppen
vor, daher konnten diese nicht mit in die Auswertung einbezogen werden. Diese
Darstellung erfolgte in den Abbildungen 54 und 55. Erkennbar war, dass viele
Probanden ohne PD-Medikation positive INAS-Untergruppen aufwiesen und im
Vergleich dazu wenige Probanden ohne (bekannte) Medikation, bei denen
jedoch auch die geringste Anzahl an Probanden vorlag, positive INAS-
Untergruppen hatten. Mit p<0,001 war die Anzahl der Probanden mit Medikation
hoher, die Auffalligkeiten in den INAS-Untergruppen zeigten, als bei den
Probanden, die keine Medikamente einnahmen. Im Folgenden soll
herausgearbeitet werden, in welchen INAS-Untergruppen am haufigsten

Symptome gezeigt wurden und welche Medikation diese Probanden bekamen.
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Tabelle 43 stellt die einzelnen INAS-Untergruppen dar, sowie die Anzahl der
Probanden (n=295), die in einem ja/nein Entscheid fur ,ja“ zu den jeweiligen
INAS-Untergruppen eingeteilt wurden. Zusatzlich erfolgte die Aufteilung in die 3
Gruppen 1) Mit PD-Medikamenten, 2) mit anderen Medikamenten als PD-
Medikamente und 3) ohne (bekannte) Medikamente. Es erfolgte eine prozentuale
Einteilung innerhalb der 3 Gruppen flr die Probanden, die beim ja/nein Entscheid

mit ,ja“ eingestuft wurden.

Tabelle 43: Ubersicht der INAS-Untergruppen mit Anzahl der Probanden die in den jeweiligen INAS-
Untergruppen Symptome zeigten, sowie deren Medikation eingeteilt in (1) Mit PD-Medikamenten, (2) Ohne
PD-Medikamente und (3) Ohne (bekannte) Medikation (in %) und (4) die Anzahl der Probanden insgesamt
die im ja/nein Entscheid ein ,ja“ der jeweiligen INAS-Untergruppe hatten

INAS-Untergruppen Mit PD- Mit Ohne Anzanhl
Medi- anderen (bekannte) Probanden
kamenten Medi- Medikamente die im
(n=37) kamenten (n=70) ja/nein
(%) als PD- (%) Entscheid
Medi- Jja“ fur die
kamente jeweilige
(n=188) INAS-
(%) Untergruppe
aufwiesen
Hyperreflexie 21,79 67,95 10,26 78
(gesteigerte

Reflexbereitschaft)
Areflexie 19,8 63,37 16,83 101

(vollstandiges Fehlen

eines oder mehrerer

Reflexe)

Plantarstrecker 27,08 62,5 10,42 48
Spastik 25,86 65,52 8,62 58
(Verhartung und

Steifheit von

Muskeln, die
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Bewegung,
Korperhaltung  und
das  Gleichgewicht

erschweren)

Parese

(Teilausfall
motorischer
Funktionen einzelner
Muskel oder
Muskelgruppen oder

einer Extremitat)

30,77

61,54

7,69

52

Muskelatrophie

(Muskelschwund)

33,33

57,14

9,52

42

Faszikulation
(unwillkrliche feine
Zuckungen  kleiner

Muskelfasergruppen)

15,15

75,76

9,09

33

Myoklonie
(rasche unwillktrliche

Muskelzuckungen)

40

44

16

25

Rigiditat
(Steifigkeit)

66,67

33,33

12

Dyskinesie
(durch unwillkurliche,
anhaltende

Muskelspannung)

33,33

66,67

Dystonie
(durch unwillktrliche

Muskelkontraktion)

34,78

56,52

8,7

46

Anhaltender Tremor

(Ruhetremor)

40

20

40
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Sensorische 17,44 66,86 15,7 172
Symptome
(hier gestorter

Vibrationssinn in den

FuRen)

Harnfunktionsstérung 28,92 63,86 7,23 83
Kognitive 38,46 46,15 15,38 26
Dysfunktion

Hirnstamm 26,36 64,55 9,09 110

Okkulomotorische

Stoérung

Fir alle Probanden, die mit ja zu den 16 INAS-Untergruppen zugehorig waren,
wurde der prozentuale Anteil in die 3 Gruppen in den Abb. 53 und Abb. 54
veranschaulicht. In Dunkelgrau sind alle Probanden mit PD-Medikation
dargestellt, in hellgrau die Probanden, die eine Medikation bekamen, aber keine
PD-Medikamente und in weil} die Probanden, die laut eigener Angaben keine
Medikamente einnahmen. Fur jede INAS-Untergruppe ist die totale Anzahl der
Probanden, die Symptome in den jeweiligen INAS-Untergruppen zeigten,
angegeben. Erkennbar ist, dass die meisten Probanden Symptome der Areflexie,
Harnfunktionsstorungen, sowie sensorische Storungen und okkulomotorische
Stérungen zeigten. Wenige Probanden zeigten Symptome wie Rigiditat,
Dyskinesie und einen anhaltenden Tremor. Eine weitere Auffalligkeit zeigte sich
darin, dass es keine Probanden ohne Medikamenteneinnahme gab, die
Symptome wie Rigiditat und Dyskinesie zeigten. Zusatzlich wird veranschaulicht,
dass fur alle INAS-Untergruppen der Anteil der Probanden ohne PD-Medikation
am hochsten war und der Anteil der Probanden, die keine Medikation bekommen,

am geringsten.
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Hyperreflexie Areflexie Planarstrecker

Total=78 Total=101 Total=48

Spastik Parese Muskelatrophie

Total=58 Total=52 Total=42

Faszikulation Myoklonie Rigiditat

Total=33 Total=25 Total=12

Abbildung 54: INAS-Untergruppen

Darstellung der INAS-Untergruppen: Hyperreflexie, Areflexie, Planarstrecker, Spastik, Parese,
Muskelatrophie, Faszikulation, Myoklonie und Rigiditdt mit Totaler Probandenanzahl, die Symptome in
diesen Gruppen aufwies, sowie einer anteiligen Darstellung der Medikamenteneinnahme in (1) dunkelgrau:
Mit PD-Medikation, (2) hellgrau: Ohne PD-Medikation und (3) weil3: keine Medikation
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Dyskinesie Dystonie Anhaltender Tremor

LI I8

Total=9 Total=46 Total=5
Sensorische Symptome  Harnfunktionsstérung Kognitive Dysfunktion
Total=172 Total=83 Total=26

Hirnstamm Okkulomotorische Stérung

mm Mt Parkinson Medikation
Ohne Parkinson Medikation
Keine (bekannte) Medikation

Total=110

Abbildung 55: INAS-Untergruppen

Darstellung der INAS-Untergruppen: Dyskinesie, Dystonie, anhaltender Tremor, Sensorische Symptome,
Harnfunktionsstérung, kognitive Dysfunktion, Hirnstamm Okkulomotorische Stérungen mit Totaler
Probandenanzahl, die Symptome in diesen Gruppen aufwies, sowie einer anteiligen Darstellung der
Medikamenteneinnahme in (1) dunkelgrau: Mit PD-Medikation, (2) hellgrau: Ohne PD-Medikation und (3)
weill: keine (bekannte) Medikation
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3.4.7 Zusammenhang PD-Medikation und CAG-Wiederholungen des mutierten
ATXN3-Gens

Nachdem bei allen Probanden (MT und Kontrollen) untersucht wurde, welche
Medikation (PD-Medikation, eine andere Medikation oder keine Medikation)
eingenommen wurde und eine Untersuchung des Alters, sowie deren
Geschlecht, Parkin Protein-Level, SNPs und INAS-Untergruppen gemacht
wurde, sollten im Anschluss nur die SCA3-Patienten (MT), die eine PD-
Medikation bekamen, genauer betrachtet werden. Die Analysen sollten zeigen,
ob ein Zusammenhang der Medikamenteneinnahme, speziell von PD-
Medikamenten und der CAG-Repeats in unseren Daten feststellbar waren, der
Ruckschlusse auf einen Zusammenhang der Repeats auf die PD-Symptome
schlielen lasst. Denn dieser Zusammenhang zwischen PD-Symptomen und
Anzahl an CAG-Wiederholungen wurde bereits mehrfach in der Literatur
beschrieben. In Untersuchungen wurde vermutet, dass SCA3-Patienten mit PD-
Symptomen eher eine geringere Anzahl an expandierten CAG-Repeat-
Wiederholungen im Vergleich zu Patienten ohne PD-Symptome zeigten (Gwinn-
Hardy et al., 2001) und diese eher unter 70 CAG-Repeats lagen (Kuo et al.,
2022).

Folgend wurden also vorerst die CAG-Wiederholungen in Bezug zur Medikation
gestellt und in Abbildung 56 dargestellt. Hierbei wurde unterteilt in MT mit PD-
Medikation, ohne PD-Medikation und ohne Medikation. Zwischen den Gruppen
konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Jedoch war
erkennbar, dass in diesen Daten die CAG-Wiederholungen fur alle 3 Gruppen bei
einem Mittelwert von 68 CAG-Repeats lag. Der Mittelwert der SCA3-Patienten
mit PD-Medikation war dabei mit 68,71 geringfligig hdoher als der der Patienten
ohne PD-Medikamente (68,37) und derer ohne Medikamenteneinnahme (68,27).
Unter den hier aufgefiihrten Probanden fanden sich keine Patienten, die eine
Intermediare Repeat-Lange, also eine CAG-Repeat-Lange von 45-54

Wiederholungen hatten.
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Abbildung 56: Anzahl der CAG-Wiederholungen des mutierten ATXN3-Gens bei MT mit PD-
Medikation, ohne PD-Medikation (anderer Medikation) und ohne (bekannte) Medikation

Aufgefiihrt sind die Anzahl der CAG-Wiederholungen des mutierten ATXN3-Gens bei SCA3-Patienten (mit
mutiertem ATXN3-Gen) mit PD-Medikation (n=49), ohne PD-Medikation (n=176) und ohne (bekannte)
Medikation (n=59). Der Mittelwert der CAG-Wiederholungen liegt bei allen Gruppen ungeféhr bei 68 Repeats

und zeigt somit keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die Medikamenteneinnahme und somit auf
die PD-Symptome.

3.4.8 Untersuchung der SCA3-Patienten mit klinischen Daten fiir den SARA-
Untergruppe 7

Die 49 SCA3-Patienten, die PD-Medikation bekamen, sollten anschlieRend auf
mdgliche Unterschiede in ihren klinischen Scores untersucht werden. Hier
erschien es sinnvoll sich vorerst auf den SARA-Score und den INAS-Score zu
beschranken und hierbei lediglich die ITEMS genauer zu beleuchten, die
ebenfalls einen Aufschluss Uber bestehende Parkinson-Symptome geben
kénnen. Daher eigneten sich SARA ITEM 7, INAS 10 und INAS 13. Hierzu findet
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sich im Anhang eine Ubersicht zur klinischen Einteilung der Patienten, sowohl
zum SARA-Score als auch zum INAS-Score (Anhang 1 und Anhang 2). SARA-
Untergruppe 7 beschreibt die schnell wechselnde Handbewegung, INAS 10 die
Steifigkeit und INAS 13 den Ruhetremor. Wie in Tabelle 43 zu entnehmen ist,
erfolgte die Einteilung des SARA einmal flr die rechte Hand und einmal fur die
linke Hand. Aus diesen beiden Werten wurde anschlieRend ein Mittelwert
errechnet, der zur Ubersicht dient. Mittels dieses Wertes konnten die 49 SCA3-
Patienten in drei Gruppen nach dem erzielten Punktwert fir die SARA-
Untergruppe 7 eingeteilt werden: (I) SARA7 0-1, (I) SARA7 1-2, (lll) SARA7 3-4.
Nach Einteilung dieser 3 Gruppen wurden diese untereinander beziglich Anzahl,
Geschlecht, Alter, PD-Medikamente, INAS- Untergruppen 10 und 13, sowie RLS
und RLS-Medikation verglichen. Zur Ubersicht stellt Tabelle 44 diese Vergleiche
dar. Erkennbar ist, dass die meisten Patienten (23) in Gruppe (l), also SARA 7
mit 0-1 erzielten Punkten, eingeteilt werden konnten. Zu Gruppe (ll) und ()
konnten jeweils 13 SCA3-Patienten mit PD-Medikation zugeordnet werden. Die
Verteilung der mannlichen und weiblichen Patienten schien ausgeglichen. Das
durchschnittliche Alter der Gruppe (l) ist mit 52 Jahren ebenso hoch wie bei
Gruppe (ll), bei Gruppe (lll) hatten die Patienten ein geringeres
durchschnittliches Alter von 46 Jahren. Die gegebenen PD-Medikamente zeigten

keine Regelmaligkeit eines bestimmten Medikamentes in einer der Gruppen.
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Tabelle 44: Vergleich von SARA 0-1 (), 1,5-2,5 (ll), 3-4 (lll) beziiglich Anzahl, Geschlecht, Alter, PD-
Medikamente, INAS 10 und 13, RLS, RLS-Medikation. Dabei werden nur SCA3-Patienten mit PD-

Medikation einbezogen.

unbekannt: 2

unbekannt: 2

(I) SARA 0-1 (I SARA 1,5- (lll) SARA 3-4
2,5
Anzanhl Weiblich: 12 Weiblich: 7 Weiblich: 5
Mannlich: 9 Mannlich: 6 Mannlich: 7
unbekannt: 1 unbekannt: 0 unbekannt: 0
Gesamt: 22 Gesamt: 13 Gesamt: 12
Alter 52 52 46
(Durchschnitt)
PD- Amantadine Levodopa Trihexypehnidyl
Medikament Parkadina Ropinorol Parmipexole
Pramipexol Rotigotin, Biperidin
Ropinirole Amantadine Amantadine
Rotigotine Madopa Levodopa
Metodura Parkadina, Carbidopa
Isicom Pramipexole Benserazidehydrochlorid
Levodopa Trihexyphenidyl | Ropinirol
Carbidopa B-Neurax, Selegiline
Trihexypehnidyl | Pramipexole
Benserazid
Trihexypehnidyl
Pregubalin
Tramadol
Madopa
INAS 10 ja: 2 ja: 4 ja: 2
nein: 19 nein: 6 nein: 4
unbekannt: 2 unbekannt: 3 unbekannt: 7
INAS 13 ja: 0 ja: 1 ja: 1
nein: 21 nein: 9 nein: 5

unbekannt: 7
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RLS

ja: 11
nein: 11

unbekannt: 1

ja: 6
nein: 5

unbekannt: 1

ja: 1
nein: 12

unbekannt: 0

RLS-

Medikament

ja: 9

nein: 14

ja: 5

nein: 8

ja: 1

nein: 12

Bei INAS 10 zeigte sich im Vergleich zwischen den Gruppen, dass die anteilige
Haufigkeit des Vorhandenseins (ja) der Rigiditat bei (I1) und (l1l) hdher lag als bei

SARA (1), was jedoch auch an der im Vergleich geringeren Probandenanzahl

liegen kann. INAS 13 (Ruhetremor) kam jeweils nur bei einem Patienten in
Gruppe (lI) und (lll) vor. Das Restless-Leg-Syndrom (RLS) hingegen konnte
haufiger bei SARA (1) und (1), als bei SARA (lll) festgestellt werden. Die meisten

Probanden, die ein RLS hatten, bekamen auch RLS-spezifische Medikamente.
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3.4.9 Zusammenfassung der Ergebnisse aus 3.4.

Nach der Zusammenfassung der Ergebnisse der Parkin Protein-Level soll

folgend auch fiir die klinischen Daten eine tabellarische Ubersicht der Ergebnisse

in Tabelle 45 mit Zusammenfassung der Ergebnisse aus 3.4. gezeigt werden.

Tabelle 45: Zusammenfassung der Ergebnisse aus 3.4.

Klinische Daten

Ergebnisse

PD-Medikamente

- 20 verschiedene PD-Medikamente  wurden
eingenommen

- 49 Probanden mit PD-Medikamenteneinnahme

(I) Einteilung in Probanden (MT und Kontrollen), MT,
Kontrollen

- Alle Probanden (MT und Kontrollen): Grofteil nahm
Medikamente ein, geringer Anteil (12 %) nahm PD-
Medikamente ein, 29 % nahmen keine Medikamente

- von den Kontrollen nahm keiner PD-Medikamente ein,
ca. die Halfte nahm keine Medikamente, die andere Halfte
nahm andere Medikamente als PD-Medikamente ein

- MT: alle Probanden die PD-Medikamente einnahmen
waren MT, mehr MT nahmen keine Medikamente ein als
die, die PD-Medikamente einnahmen

(I1) Einteilung in Kontrollen, nicht atakt. MT, atakt. MT
und MT ohne bekannten SARA

- mit PD-Medikation keine Kontrollen, 4 % nicht atakt. MT
und 96 % atakt. MT

- mit Medikation 25 % Kontrollen, nicht. atakt. MT 12 %,
atakt. MT 60 % und Probanden ohne bekannten SARA 3
%

- ohne Medikation waren 50 % Kontrollen, nicht atakt. MT
20 % und atakt. MT 29 %, 5 % ohne bekannten SARA

Geschlecht

- keine signifikanten Unterschiede zwischen den

Geschlechtern Mannlich und Weiblich
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Alter

(A) Probanden (MT und Kontrollen)

- Probanden mit PD-Medikation waren alter als
Probanden ohne Medikamenteneinnahme

- Probanden mit Medikamenteneinnahme waren alter als
Probanden ohne Medikamenteneinnahme

(B) MT

- MT mit PD-Medikamenten waren alter als MT ohne
Medikation

- Alter MT mit PD-Medikation war signifikant hoher

(C) Kontrollen

- keine Kontrollen mit PD-Medikation

- Kontrollen ohne PD-Medikation waren alter als

Kontrollen ohne Medikamenteneinnahme

Parkin Protein-

(A) MT und Kontrollen

Level - Parkin Protein-Level am hochsten bei Probanden mit
PD-Medikation
- Parkin Protein-Level am niedrigsten bei Probanden
ohne Medikamenteneinnahme
- Protein-Level signifikant niedriger bei Probanden ohne
Medikamenteneinnahme als Probanden mit
Medikamenteneinnahme
(B) MT
- Parkin Protein-Level am hochsten bei MT mit PD-
Medikation
Protein-Level signifikant niedriger bei MT ohne
Medikamenteneinnahme als MT mit
Medikamenteneinnahme
(C) Kontrollen
- Parkin Protein-Level bei Kontrollen mit
Medikamenteneinnahme und ohne
Medikamenteneinnahme vergleichbar niedrig

PARK2 SNPs Exon 4
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- 6 % Genotyp A/G und

- 94 % Genotyp G/G

- Genotyp A/A ist nicht vertreten
Exon 10

- Genotyp C/C 2 %

- G/C mit 34 %

-G/IG64 %

Exon 11

- 94 % Genotyp G/G

- 6 % den Genotyp A/G

- 0 % der Probanden mit PD-Medikation haben den
Genotyp A/A

- aufgrund der geringen Probandenanzahl fur viele der

Genotypen lieRen sich keine Signifikanzen ermitteln

INAS- - 16 Untergruppen

Untergruppen - ohne Medikamenteneinnahme signifikant niedrigere
Anzahl an Probanden, die INAS-Auffalligkeiten zeigten im
Vergleich mit Probanden ohne PD-Medikation
- haufigste Symptome: Areflexie,
Harnfunktionsstorungen, sensorische Storungen und
Okkulomotorische Storungen
- wenige Probanden zeigten Symptome wie Rigiditat,
Dyskinesie und einen anhaltenden Tremor
- keine Probanden ohne Medikamenteneinnahme , die
Symptome wie Rigiditat und Dyskinesie zeigtn
- Anteil der Probanden ohne PD-Medikation am hochsten
ist
- Anteil der Probanden, die keine Medikation bekommen
am geringsten

CAG- - CAG-Wiederholung fur alle 3 Gruppen bei einem MW

Wiederholung von 68 Repeats
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- geringfugig hoher bei MT mit PD-Medikation (68,71)

- keine signifikanten Unterschiede

SARA-Score

- nur Probanden mit PD-Medikation (n=49)

- durchschnittliches Alter in allen Gruppen 52 Jahre

- keine Auffalligkeiten in der Einnahme von PD-
Medikamenten

- die meisten Probanden konnten Gruppe (I) SARA 1-2
zugeordnet werden

- vergleichbare Anzahl INAS 10 und INAS 13 in den 3
Gruppen

- RLS-Symptome und RLS-Medikamente am haufigsten
in Gruppe (I) SARA 1-2
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4 Diskussion

Um die neurodegenerative Erkrankung Spinozerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3)
besser zu verstehen und die groRe Bandbreite an Symptomen der SCA3
nachvollziehen zu kdnnen, sowie bestenfalls zu therapieren, ist es wichtig die
Neuropathologie der strukturellen Basis der SCA3-Patienten besser zu
verstehen. Hierbei spielen sowohl genetische als auch klinische Faktoren eine
grofde Rolle.

Die Forschung befasst sich besonders mit der méglichen Friherkennung des
Krankheitsbeginns  Uber Biomarker, sowie der Untersuchung der
Krankheitsmodulatoren und Einflussfaktoren.

Weitere Ansatze der Therapie sind von gro3em Interesse, da es sich bei der
SCA3 um die haufigste ADCA handelt und es bisher nur moglich ist die klinischen
Symptome zu lindern, eine bewahrte Therapie zur Behandlung der SCA3
hingegen jedoch noch fehlt (McLoughlin et al., 2020; Paulson et al., 2017).
Weitere Erkenntnisse auf genetischer als auch auf klinischer Ebene sollen helfen
schlussendlich therapeutische MalRnahmen zur Bekampfung dieser progressiven
ataktischen Stoérung zu finden.

Diese Arbeit beschaftigt sich mit dem Einfluss des Proteins Parkin auf die
Pathogenese der SCAS.

Um diesen Einfluss in verschiedenen Bereichen zu untersuchen, erfolgte die
Einteilung in Teil A mit der Analyse des Mausmodells mit Metabolomanalyse
einerseits und Verhaltensanalyse andererseits und in Teil B mit der Analyse der
ESMI-Probanden anhand ihrer Parkin Protein-Level und bezuglich der klinischen
Daten. Zudem erfolgt eine genauere Betrachtung hinsichtlich bestehender
Zusammenhange zwischen der SCA3 mit dem Parkinson-ahnlichen Phanotyp,

welcher sich in einigen SCA3-Patienten zeigt (Bettencourt, Santos, et al., 2011).
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4.1 TEIL A: Mausmodell

4.1.1 Auswertung der Metabolomdaten des Mausmodells

Zur Analyse des Einflusses von Parkin auf die Pathogenese der SCA3 fanden
Vergleiche der Metabolite zwischen vier verschiedenen Genotypen im
Mausmodell statt: Zwischen Wildtyp, SCA3 YAC (Cemal et al., 2002), PARK2 ko
(Itier et al., 2003) und der Kreuzung dieser beiden Genotypen: dm-YAC/PARK.

Der Hauptpathogeneseort der SCA3 befindet sich mit der Degeneration des
Kleinhirns und weiterer Bereiche des Nervensystems hauptsachlich im
Cerebellum (Bettencourt & Lima, 2011). Daher erfolgte fur die Untersuchung der
Metabolite eine Probenentnahme des Cerebellums mit 2 und 12 Monaten bei
allen vier Genotypen. Hierbei diente die Probenenthahme mit 2 Monaten als
Baseline der Untersuchung, ohne zu erwartende Pathologie in Form von
Aggregaten und neurologischem Phanotyp, und die Probenentnahme mit 12
Monaten zur Veranschaulichung der neurologischen Entwicklung mit
neurologisch sichtbarer Pathologie, Aggregaten und falls vorhanden, mit
neurologischem Phanotyp. Zusatzlich gab es einen zweiten Entnahmeort, bei
dem Plasmaproben gewonnen wurden. Denn Plasmaproben sind im Vergleich
dazu relativ einfach zu gewinnen und somit auch weniger invasiv fur den
Patienten im Gegensatz zu anderen gangigen Entnahmeorten wie
beispielsweise bei der Gewinnung von Gehirn-Rickenmarks-Flissigkeit
(Cerebrospinal fluid, CSF).

Die Ergebnisse dieses Entnahmeortes sollten als Vergleich dienen, um eine
mogliche Aussagekraft der Plasmaproben zu beurteilen. Sollten sich
Gemeinsamkeiten zwischen Plasma und dem eigentlichen Pathogeneseort
Cerebellum finden lassen, so kdnnten diese Plasmaproben in folgenden Studien
genutzt werden um Biomarker zu gewinnen und den Krankheitsverlauf zu
untersuchen.

Sowie moglicherweise dazu fuhren, dass bereits durch Plasmaproben eine
Aussage Uber den Krankheitsverlauf getroffen werden kénnen und das AAO der

Erkrankung genauer zu bestimmen um dadurch die deutlich invasiveren

202



Methoden zur Bestimmung des Krankheitsverlaufs, wie beispielsweise

Probenentnahme von CSF, abzuldsen.

In neueren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass Biomarker fur die
Neurodegeneration mit hoher Korrelation zwischen Gehirn und Plasma bzw.
Serum existieren. Dies zeigten beispielsweise Untersuchungen des
Markerproteins Neurofilament leichte Ketten (NFL). Hier konnten bereits in
praataktischen SCA3-Mutationstragern erhdohte NFL-Werte auch im Plasma
detektiert werden (Faber et al., 2023; Wilke et al., 2022). Dies kann in weiteren
maoglicherweise longitudinalen Studien dazu fuhren, dass die Bestimmung des
Verlaufs der Serum-NFL-Werte in praataktischen MT Aufschluss dartuber geben
kann zu welchem Zeitpunkt mit dem Ausbruch der Erkrankung zu rechnen ist.
Der Vergleich der Ergebnisse der Metabolomanalyse fand vorwiegend zwischen
den Mutanten (SCA3 YAC, PARK2 ko, dm-YAC/PARK) gegenuber dem Wildtyp
statt.

Betrachtet man also die Metabolite im Vergleich zwischen WT und SCA3 YAC
konnte man erkennen, dass im Vergleich zwischen WT und SCA3 YAC 3-
Hydroxypicolinic-acid und 3-Hydroxybutyric-acid im Alter von 2 Monaten im
Plasma signifikant erhoht waren, Creatinine hingegen mit 12 Monaten im Plasma
signifikant verringert. Im Cerebellum dem gegenuber gestellt zeigten sich zu
keinem Messzeitpunkt signifikante Unterschiede zwischen den Metaboliten der
WT- und SCA3 YAC-Mause.

Zwischen WT und PARK2 ko war mit 2 Monaten im Plasma Thymidine und 5-
AMP | dGMP signifikant verringert. Im Cerebellum war der Valin, Leucin und
Isoleucin Metabolismus signifikant gleich hoch zwischen WT- und PARK2 ko-
Mausen.

Die meisten Signifikanzen zeigten sich somit im Alter von 2 Monate, wo die
SCA3-Mause keinen neurologischen Phanotyp oder neuropathologische
Merkmale wie Aggregate auspragen (Weber et al., 2020). Die Pathogenese der
SCA3-Erkrankung und somit die interessanten Abweichungen in den

Metaboliten, wurde jedoch zum Zeitpunkt von 12 Monaten erwartet.
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Da bereits mit dem gleichen SCA3 Mausmodell Metabolomanalysen
durchgefuhrt wurden, sollten diese Ergebnisse mit den Metabolomanalysen von
Toonen et al. verglichen werden (Toonen et al., 2018).

Auffallig war, dass obwohl beide Analysen vom gleichen Unternehmen
durchgefuhrt wurden, keine vergleichbaren Ergebnisse zwischen Wildtyp und
den SCA3 YAC-Mausen vorlagen. In Tabelle 46 ist eine kurze Ubersicht der
Metabolite, bei denen in beiden Analysen signifikante Unterschiede gefunden
wurden mit Angabe des Entnahmeortes, dem Entnahmezeitpunkt und der
Signifikanz (in p), dargestellt.

Dabei ist jedoch auch wichtig zu beachten, dass Unterschiede zwischen den in
unseren Daten und in den von Toonen et al. untersuchten Datenerhebungen
vorlagen. In unseren Daten erfolgte die Untersuchung von Plasma- und
Cerebellum-Proben mit 2 und 12 Monaten bei jeweils 10 Mausen pro Gruppe (5
mannliche, 5 weibliche). Bei Toonen et al. hingegen erfolgten Untersuchungen
des Hirnstamms, Cerebellums, Striatums und des Cortexes. Zudem erfolgten die
Untersuchungen mit 4, 12 und 16 Monaten bei 4 Mutanten (SCA3 YAC) und 4
WT-Mausen.

Toonen et al. konnten die meisten metabolitischen Veranderungen im Hirnstamm
und Striatum erkennen. In unseren Daten erfolgte jedoch lediglich eine
Probenentnahme im Cerebellum, dem Hauptpathogeneseort der SCA3. Das
Cerebellum und der Cortex waren laut Toonen et al. wenig betroffen, wie auch in
unseren Ergebnissen zu erkennen war.

Die einzigen erhohten Foldchanges die signifikant waren, die sowohl bei Toonen
et al. als auch in den in dieser Arbeit ausgewerteten Daten zu finden waren,
waren bei den Metaboliten L-Citrullin und Tyrosin. Hier waren signifikante
Veranderungen bei Toonen et al., im Cerebellum zu erkennen, in unseren Daten
befanden sich diese signifikanten Unterschiede jedoch im Plasma und auch nicht
fur den Vergleich der WT-Mause mit den SCA3 YAC-Mausen, sondern
ausschlieBlich fur die Gruppe der dm-YAC/PARK Mause im Vergleich mit den
WT-Mausen (Tabelle 46).
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Tabelle 46: Vergleich der Signifikanzen der Daten Toonen et al mit unseren Ergebnissen mit Angabe des
Entnahmeortes, Entnahmezeitpunkt und Signifikanz (in p)

Toonen WT vs. | WT VS. dm-
WT vs. SCA3 YAC | SCA3 YAC | YAC/PARK
Signifikanz (in p) Signifikanz | Signifikanz (in p)
(in p)
Entnahmeort Cerebellum Cerebellum | Plasma
Entnahmezeitpunkt | 4 12 16 |2 12 2 12
(Monat)
Metabolite
L-Citrullin 0,009 |- - - - 0,14 0,023
Tyrosin - 0,049 | - - - 0,033 0,262

Auffallig war, dass die haufigsten signifikanten Veranderungen sich in unseren
Daten im Vergleich der dm-YAC/PARK-Mause zum WT im Plasma zeigten. Mit
signifikant erhdhten FC mit 2 Monaten bei 5-AMP | dGMP, L-Cysteine-S-sulfate,
Triethanolamine, =~ UMP,  Argininosuccinic-acid, Lysine, = Cinnamic-acid,
Nicotinamide, Dihydrouracil | 1-Methylhydantoin, 2-Oxobutyric-acid, 3-
Methylcrotonyl-glycine | N-Tiglylglycine, Biotin, Phenylalanine, 3-Hydroxybutyric-
acid, N-Acetyl-L-alanine, Isoleucine | Leucine | L-Norleucine, N-N-
Dimethylglycine, 3-Amino-3-4-hydroxyphenyl-propanoic-acid | Tyrosine, 2-
Aminoisobutyric-acid | Aminobutyric-acid, Histidine, UMP, Lysine, Arginine,
Panthenol, 5-Deoxy-5-methylthio-adenosine, Cytidine, Phenylalanine, Leucine |
L-Norleucine, Tyrosine, 3-Ureidopropionic-acid, Histidine, L-Glutamine | D-
Glutamine, L-Citrulline, O-Phosphorylethanolamine.

Nur L-Citrulline und L-Aspartic-acid zeigten signifikant erhdhte FC mit 12
Monaten, dem Zeitpunkt zu dem man eine Pathologie im Gehirn der Tiere
erwarten wurde.

Sowohl mit 2 als auch mit 12 Monaten erhéhte FC zeigten sich bei D-Glucuronic-
acid | D-Galacturonic-acid | Galacturonic-acid, Malonic-acid.

Weitere 3 signifikante Unterschiede waren im Vergleich zwischen den WT-

Mausen und den dm-YAC/PARK-Mausen im Cerebellum zu finden. Es zeigten
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sich vergleichbar hohe FC im Alter von 2 Monaten bei Glycerol-3-Phosphat.
Signifikant verringerte FC der dm-YAC/PARK-Mausen waren auch bei N-Acetyl-
D-Glucosamin mit 12 Monaten festzustellen. Signifikant erhdhte FC zeigten sich
hingegen fur Aspartylglycosamine mit 2 Monaten.

Schaut man sich dazu im Vergleich auch Studien in SCA3-Patienten an konnten
ebenfalls bestimmte Metabolite als mdgliche Biomarker in der SCAS3 identifiziert
werden: Unterschiede zwischen SCA3-Patienten und gesunden Kontrollen
zeigten sich bei Metaboliten, die zum Aminosaure- und Fettsaure-Metabolismus
zahlen. Als potenzielle Serum Biomarker konnten palmitoleic acid, linolenic acid,
L-Proline und L-Tryptophan identifiziert werden (Yang et al., 2019).
Ubereinstimmend mit Toonen et al. hatten diese Ergebnisse, dass auch in
dessen Untersuchungen des SCA3 YAC-Mausmodells Tryptophan als
vielversprechender potenzieller Biomarker beschrieben wurde (Toonen et al.,
2018).

In Bezug auf die Ergebnisse in unseren Daten zeigten sich somit keine deutlichen
Gemeinsamkeiten, dennoch waren auch die in Yang et al. und Toonen et al.
identifizierten Metabolite in unseren Daten vertreten, zeigten aber eher eine
geringe Anzahl an signifikanten Auffalligkeiten und konnten somit nicht als
potenzielle Biomarker durch uns verifiziert werden. Zum Vergleich ist eine
Ubersicht aller Metabolite und zugehdrigen Pathways im Anhang zu finden
(Anhang 3, Anhang 4, Anhang 5, Anhang 6).

Aufgrund dieser Ergebnisse scheint das Plasma zur Untersuchung moglicher
Biomarker und daher zur Untersuchung von Unterschieden der Metabolite
zwischen den Genotypen als unzuverlassig, da die Plasmaproben mit den
Ergebnissen der Cerebellumproben im Vergleich zwischen WT und SCA3 YAC
starke Abweichungen darstellten und somit vermutlich zu Ungenauigkeiten und
einer geringen Aussagekraft fuhrten.

Dennoch schien auch das Cerebellum in beiden Mausstudien keinen
aussagekraftigen Aufschluss Uber bestimmte Metabolite als Biomarker in der
SCAZ3 liefern zu kénnen, da sich dort eine geringe Anzahl an signifikanten

Unterschieden in beiden Mausstudien zeigte. Dementsprechend ist die Suche
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nach metabolischen Biomarkern und deren Bewertung Uber Plasmaproben

zumindest aus Tiermodellen als fraglich zu beurteilen.

Da in dieser Arbeit zum einen das PARK2-Gen, welches fur juvenilen PD
verantwortlich ist, analysiert wurde und bei einigen SCA3-Patienten unter
anderem PD-Symptome vorkommen, sollte ebenfalls genauer betrachtet
werden, welche Metabolite in PD bereits bekannt sind und diese sollen mit den
in der SCA3 veranderten Metaboliten im Vergleich zu gesunden Kontrollen
verglichen werden. Dabei fallen einige Gemeinsamkeiten, aber auch deutliche
Unterschiede auf:

Neuere Studien zeigten signifikant reduzierte Konzentrationen von formic acid
bei PD-Patienten und Einfluss auf den Pyruvat Metabolismus, Methan
Metabolismus und den Kynurenine Pathway, welcher bekannterweise in PD
beeinflusst ist, sowie erhdhte Konzentrationen von Succinat (Pathan et al., 2021).
Bleibt man bei den signifikant veranderten Pathways konnte beobachtet werden,
dass der Glycin-, Threonin- und Serin Metabolismus mit dem Alter in PD-
Patienten korreliert. Diese Studien zeigten ebenfalls, dass der Tryptophan
Metabolismus die PD-Erkrankung charakterisiert. Hohe Glycin-Level modulieren
die Freisetzung von Dopamin und Glutamat, aufgrund dessen sich ein gewisses
Ungleichgewicht der dopaminergen und muskarinergen Neurone bildet
(D'Ascenzo et al., 2022). Ahnlich konnte dies auch in Untersuchungen von
Hwangbo et al. festgestellt wurden. Hier zeigte sich ein Zusammenhang von PD
mit Alanin, Kynurenin, Tryptophan und Serin im Vergleich mit gesunden
Kontrollen. Wie daruber hinaus im Vitamin E and Urea Cycle Metabolismus
(Hwangbo et al., 2022).

Dies spiegelte sich teilweise in unseren Daten wider. Hier zeigten sich die
haufigsten Veranderungen im Purin, Pyrimidin, Alanin, Arginin und Prolin,
Aspartat und Glutamat Metabolismus, sowie in der Fructose und Mannose
Degradation (Anhang 4 und Anhang 6).

Andere Untersuchungen in PD-Patienten zeigten im Kontrast dazu erhohte
Konzentrationen von Formic acid (Nagesh Babu et al., 2018), zudem erhdhte

Mengen Arginin und reduzierte Mengen Lysin (Armengou et al., 2003; Virarkar et
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al., 2013). Reduzierte Konzentrationen von Lysin konnten schon frih in
Untersuchungen von PD-Patienten im Vergleich zu gesunden Kontrollen sowonhl
im CSF als auch im Serum/Plasma festgestellt werden (Mally et al., 1997; Molina
et al., 1997) und scheinen einen grof3en Einfluss auf PD-Patienten zu haben.
Denn Lysin ist essenziell fir den Menschen, da der Neurotransmitter Glutamat
im Lysinabbau entsteht (Papes et al., 2001).

In unseren Daten zeigten sich zwar sowohl Lysin als auch Arginin signifikant
verandert, jedoch in erhohten FC mit signifikanten Unterschieden bei Lysin.
Diese waren nur im Vergleich zwischen WT und dm-YAC/PARK bei 2 Monate
alten Tieren festzustellen. Erhéhte FC bei Arginin konnten ebenfalls nur in 2
Monate alten Tieren und im Vergleich zwischen WT und dm-YAC/PARK
beobachtet werden.

Es konnte weiterhin bei PD-Patienten beobachtet werden, dass auch verringerte
Konzentrationen von Glutamat und Taurin zu finden waren, sowie im CSF
erhohte Level von Tyrosin. Im Serum/Plasma stellten sich verringerte Level von
Aspartat, Serin, Tryptophan und Lysin dar und erhohte Serum/Plasma Level von
Prolin und Homocystein (Jimenez-Jimenez et al., 2020).

In weiteren Studien konnten auch Veranderungen in der Dopamin Synthese,
Steroid Hormon Biosynthese, Fettsaure Biosynthese, Synthese und Abbau von
Ketonkorpern festgestellt werden, wie auch veranderte Pyruvat, Arginin, Prolin,
Alanin, Aspartat, Glutamat, Tyrosin, Phenylalanin Konzentrationen. Und ferner
eine Veranderung der Neurotransmission, Stérung der Energieproduktion und
veranderte Zellmembranstrukturen (Toczylowska et al., 2020). Auch dies zeigte
sich in unseren Daten nur bedingt.

Bisher stellten sich in verschiedenen unterschiedlichen Studien somit eher
unterschiedliche Ergebnisse bezuglich der Metabolite dar. Dies bedingt sich zwar
teilweise aufgrund der verschiedenen Entnahmestellen (unterschiedliche
Bereiche des Gehirns) und verschiedenen Proben (CSF, Serum/Plasma, etc),
einen Einfluss auf die Metabolit-Level kbnnen moglicherweise aber auch gewisse
Medikamente nehmen oder auch unterschiedliche und unzahlige andere auliere

Einflisse.
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Hinterfragt man also dahingehend die Aussagekraft der Analyse von
Plasmaproben flr diesen Zweck ist es sinnvoll nach alternativen Moglichkeiten
in der Diagnostik zur Bewertung von Biomarkern Ausschau zu halten. Eine dieser
Maoglichkeiten bietet beispielsweise die Magnetresonanztomografie (MRT),
sowie die Protonen-Magnetresonanzspektroskopie (MRS). Diese
Diagnostikmaoglichkeiten bieten zum einen eine vielversprechende nicht invasive
Moglichkeit der Diagnostik als auch die Moglichkeit der Evaluation der
Wirksamkeit potenzieller Therapien. N-Acetylaspartat, N-Acetylaspartylglutamat,
Glutamat und Taurin waren in Untersuchungen des Cerebellums mit dieser
Technik, unabhangig des Alters der Tiere, signifikant verringertin SCA3-Mausen.
Verringerte N-Acetylaspartat-Level schienen ebenfalls zu einer Verschlechterung
des klinischen Status in SCA3-Patienten zu fihren (Miranda et al., 2022).

Somit scheinen Metabolite im Verlauf der SCA3 Veranderungen zu zeigen, die
bisher in unserer Mausstudie, sowie in den Untersuchungen von Toonen et al.
nicht abgebildet werden konnten (Toonen et al., 2018).

Betrachtet man weitere Studien zeichnet sich als potenzieller Proteinmarker
Interleukin-33 als Biomarker ab, welcher in Proben des Hirnstamms von 6-
Monate alten SCA3 YAC-Mausen als reduziert identifiziert werden konnte
(Ramani et al., 2017), sowie in Proben des Gehirns von 17,5 Monate alten
Mausen (Toonen et al., 2018). Auch Aminoacylase-3 konnte sich in Studien
durch eine hohe Regulation in 6-Monate alten SCA3 YAC-Mausen als
potenzieller Biomarker auszeichnen (Ramani et al., 2017). Aulerdem wurde die
Aminoacylase-3 bereits durch seine hohe Regulation in Studien zu HD mehrfach
beschrieben (Becanovic et al., 2010; Giles et al., 2012; Langfelder et al., 2016)
und ist durch seinen Abbau von N-Acetylaspartat ein haufig verwendeter Marker
in der Magnetresonanztomographie, der seine Verwendung nicht nur bei HD
sondern auch in der SCA3 findet (Klaes et al., 2016; Lopes et al., 2013).

Neben weiteren Biomarkern wie beispielsweise NFL, der als moglicher sensitiver
Biomarker in der SCA3 in Betracht kommt (Faber et al., 2023; Wilke et al., 2022),
ergaben sich bei der Suche nach weiteren Biomarkern der SCA3 in neueren
Untersuchungen an Probanden zwischen Kontrollen, nicht atakt. MT und atakt.
MT anhand von Blutproben die RNA-Expression von SAFB2, SFSWAP und
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LTBP4, MEG3, TSPOAP1 als mdgliche Marker in der Krankheitsprogression der
SCA3 (Raposo et al., 2023). Amyloid Marker sollen in der Lage sein Gedachtnis
Dysfunktion und nicht-ataktische Symptome der SCAS3 zu identifizieren (Shen et
al., 2023).

Es besteht eine hohe Wichtigkeit in der Erforschung der Biomarker, denn durch
diese konnen auch mogliche Therapieansatze erarbeitet werden, die
anschlieBend in weiteren Studien wie Verhaltensanalysen bewertet werden
kénnen. Eine Therapie mit Coenzym Q10 zeigte in genetisch veranderten
Mausen bereits positive Effekte auf das Gangbild sowie ein gesteigertes
Uberleben von Purkinje-Zellen (Wu et al., 2022).

4.1.2 Verhaltensanalyse des Mausmodells und Einfluss von Parkin auf die
klinische Pathogenese der SCA3

Anschlieend an die Untersuchung der Metabolite folgten verschiedene
Verhaltensanalysen (Korpergewichtmessung, RotaRod, CatWalk, LabMaster) in
denen der Einfluss des Proteins Parkin anhand der vier Genotypen (WT, PARK2
ko, SCA3 YAC, dm-YAC/PARK) in seiner phanotypischen Auspragung
untersucht und verglichen wurde.

In friheren Studien konnten die Untersuchungen der SCA3 YAC-Maus zeigen,
dass sich zwar milde, aber langsam fortschreitende zerebellare Defizite finden
lassen. Diese waren erkennbar ab einem Alter von 4 Wochen an Veranderungen
der Korperhaltung, Hypotonie sowie motorischen und sensorischen Verlusten
(Cemal et al., 2002).

In Studien der letzten Jahre konnte dieser frihe neurologische Phanotyp
teilweise jedoch nicht mehr verifiziert werden und es zeigte sich erstmals im Alter
von 75 Wochen ein milder motorischer Phanotyp (Costa Mdo et al., 2013).

Die PARK2 ko Mutanten zeigten kognitive Defizite und eine Inhibition der
amphetamininduzierten Dopaminausschuttung, der Glutamat Neurotransmission
und verringerte GSH-Level im Striatum (ltier et al., 2003). Abweichend zu einer
normalen Performance zeigten sich hingegen Defizite des prozeduralen und

kurzfristigen raumlichen Gedachtnisses, welche auf Defizite in der synaptischen
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Plastizitdat des Hippocampus, ohne groRere olfaktorische, emotionale oder
motorische Beeintrachtigungen, schlielen zu lassen (Rial et al., 2014).
Betrachtet man die Untersuchungsergebnisse dieser Arbeit zeigten sich folgende
Auffalligkeiten:

Die WT-Mause hatten das hochste Gewicht im Vergleich zwischen den
Genotypen, darunter lagen die PARK2 ko-Mause, noch geringer war das Gewicht
der SCA3 YAC- und dm-YAC/PARK-Mause. Demzufolge lasst sich
schlussfolgern, dass die Kombination zwischen dem homozygot ausgeschalteten
PARK2-Gen in Kombination mit dem exprimierten homozygoten murinen Ataxin-
3-Gen in Bezug auf das Gewicht dazu fuhrte, dass die doppelt mutierten Mause
(dm-YAC/PARK) das geringste Gewicht aufwiesen. Jedoch zeigte sich im
LabMaster auch, dass diese Mause die geringste Nahrungsaufnahme hatten.
Interessanterweise wiesen die mannlichen Tiere in unseren Analysen bei allen
Genotypen groflere Gewichtsschwankungen als die weiblichen Tiere und auch
mehrere signifikante Abweichungen zwischen den Genotypen auf. Dennoch
hatten die Mannchen im Vergleich zu den Weibchen ein geringfligig hdheres
Gewicht.

Eine Gewichtsreduktion der hemizygoten YAC84Q Mause (SCA3 YAC) war
jedoch bereits zu Beginn der mit diesen Mausen durchgefuhrten Untersuchungen
erkennbar. Cemal et al. konnte in seiner Studie ein geringeres Gewicht der
transgenen Mause mit Zusammenhang von erhohter transgener Kopienanzahl
sowie erhdhter Polyglutaminlange feststellen (Cemal et al., 2002).

In Vergleichen zwischen WT-Mausen, SCA3 YAC-Mausen, Calpain-1 knockout
Mausen und doppelt mutierten Mausen war ebenfalls eine Gewichtsreduktion der
SCA3 YAC-Maus ab der 36. Woche ersichtlich. Auch hier waren die mannlichen
Mause starker von der Gewichtsreduktion betroffen als die weiblichen, sowohl
bei den SCA3 YAC-Mausen als auch bei den doppelt mutierten Tieren im
Vergleich mit dem WT (Weber et al., 2020).

Nicht nur in Untersuchungen der SCA3 zeigten sich Diskrepanzen zwischen den
mannlichen und weiblichen Mausen, sondern auch in Untersuchungen anderer
transgen veranderter Mause weiterer PolyQ-Erkrankungen. Beispielsweise

waren mannliche Mause und Ratten in der HD-Forschung ebenfalls starker von
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einer Korpergewichtsreduktion betroffen als die weiblichen Tiere (Phan et al.,
2009; Weishaupl et al., 2019).

Zudem war teilweise in Untersuchungen erkennbar, dass auch die Mause, bei
denen das Parkin-Gen ausgeschaltet wurde, eine signifikant geringere
Gewichtszunahme im Vergleich mit WT-Mausen zeigten und somit auch ein
generell geringeres Gewicht hatten (Palacino et al., 2004). In Bezug zum Gewicht
konnte jedoch in anderen Untersuchungen der PARK2 ko-Mause keine
signifikanten Abweichungen im Vergleich zum Gewicht der WT-Mause
festgestellt werden (ltier et al., 2003; Serrano et al., 2005). Dies spiegelte sich
auch in unseren Analysen wider, denn auch hier waren nur geringfligige
Unterschiede des Gewichts zwischen den PARK2 ko- und den WT-Mausen
feststellbar.

Diese Ergebnisse konnten auch in Untersuchungen von SCA3-Patienten
beobachtet werden, bei denen ein haufiger Befund fortschreitender
Gewichtsverlust trotz unverandertem Appetit war (Schmitt et al., 1997).

In neueren Untersuchungen mit SCA3-Patienten wurden diese Ergebnisse
ebenfalls bestatigt. Diese zeigten im Vergleich mit gesunden Kontrollen einen
geringeren body mass index (BMI) (Saute et al., 2011). Zudem fand sich eine
negative  Korrelation zwischen  CAG-Wiederholungslange und dem
Korpergewicht (Saute, Donis, et al., 2012; Saute, Silva, et al., 2012).

Auch in HD-Patienten konnte dies festgestellt werden (Sanberg et al., 1981), was
schon frih zu der Annahme flhrte, dass der Gewichtsverlust haufig mit PolyQ-
Erkrankungen assoziiert ist.

Bei der Untersuchung der Balance und Koordination der unterschiedlichen
Genotypen im RotaRod-Test zeigten die PARK2 ko-Mause durchgehend
bessere Ergebnisse als die beiden anderen Mutanten. Die mutierten Mause mit
ataktischem Phanotyp (SCA3 YAC und dm-YAC/PARK) hatten also die geringste
Laufzeit woraus sich schlie3en Iasst, dass diese ein geringeres Gleichgewicht im
Vergleich mit den nicht mutierten und den PARK2 ko-Mausen hatten.
Demzufolge fuhrt der knockout des PARK2-Gens eher zu einer Verbesserung
der Balance im RotaRod-Test, indem die Mause in der Lage sind, langer auf dem

sich drehenden Stab zu balancieren. Somit ist anzunehmen, dass sich bei den
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PARK2 ko-Mausen eine Steigerung des Gleichgewichts zeigt, welche durchaus
in Zusammenhang mit dem reduzierten Gewicht in Bezug auf die WT-Tiere
stehen kann. Betrachtet man in Bezug auf das Laufverhalten der SCA3 YAC-
Mause auch das geringere Korpergewicht dieser, konnte ein deutlich reduziertes
Gewicht bei den SCA3 YAC-Mausen besonders ab dem Alter von 9 Monaten (ca.
ab der 36. Woche) beobachtet werden. Zwar hatten die SCA3 YAC-Mause somit
also ebenfalls ein geringeres Korpergewicht als die WT-Mause, dennoch war die
RotaRod-Performance der SCA3 YAC-Mause trotz reduziertem Gewicht
schlechter als die der WT- und PARK2 ko-Mause. Daher ist naheliegend, dass
die SCA3 YAC-Mause zusatzlich reduzierte Fahigkeiten in ihrer Balance zeigten
und nicht von dem reduzierten Korpergewicht profitieren.

SCA3 YAC-Mause wiesen bereits in frUheren Untersuchungen reduzierte
Fahigkeiten im RotaRod Test auf. Diese auf3erten sich bei den Mausen zwischen
7,5 und 13 Monaten. Auch kurzere Abdruckmuster mit 13,5 Monaten konnten
dabei festgestellt werden (Chen et al., 2008). Im Gegensatz dazu bestatigen
unsere Ergebnisse bezuglich der PARK2 ko-Mause die Erkenntnisse von ltier et
al., dass sich zumindest in der Balance keine motorischen Defizite zeigten. Im
Vergleich zum WT profitierten die PARK2 ko-Mause vermutlich von dem
verringerten Gewicht und fur diese war weiterhin eine normale Performance im
RotaRod-Test moglich (ltier et al., 2003).

Andere Verhaltensanalysen, wie die Ergebnisse der Catwalk-Analysen, zeigten
sich ebenfalls potenziell durch das Kérpergewicht beeinflusst.

Die PARK2 ko- und SCA3 YAC-Mause hatten durch das geringere Gewicht eine
gesteigerte Regelmaligkeit in ihrem Gangbild zu beiden Messzeitpunkten bei
einer zusatzlich leicht verringerten Durchschnittsgeschwindigkeit der SCA3 YAC-
Mause gegenuber den anderen Genotypen. Die reduzierte Geschwindigkeit
begrindet sich moglicherweise darin, dass die Mutation dazu flihrt, dass sich
diese Mause aufgrund der geschwachten Balance und Gangschwierigkeiten
vorsichtiger fortbewegten. Dies findet sich auch in den Untersuchungen von
Cemal et al. wieder, bei denen die mutierten Mause gegentber dem WT einen

weiten Gang mit Tremor der Extremitaten hatten (Cemal et al., 2002).
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Durch die phanotypische Auspragung der Erkrankung zeigte sich im Gangbild
der Mause ein Tippeln, was zu einem verkleinerten Abdruckbereich fuhrte, und
ab einem Alter von 15 Monaten deutlich durch kleine Abdruckbereich bei den
SCA3 YAC-Mausen festgestellt werden konnte. Verkleinerte Abdruckmuster
konnten auch Chen et al. bereits bei 13,5 Monate alten SCA3 YAC Mausen
feststellen (Chen et al., 2008).

Bei den doppelt mutierten Mausen (dm-YAC/PARK) verzeichneten wir generell
haufig die schlechtesten Ergebnisse und auch Unterschiede zwischen den
Geschlechtern waren zu erkennen. Bei den dm-YAC/PARK-Mausen schienen
die mannlichen Mause durch das geringere Gewicht weniger in ihrem Gangbild
beeinflusst zu sein als die weiblichen Mause.

Es lasst sich vermuten, dass die mutierten Mause mit ataktischem Phanotyp
(SCA3 YAC und dm-YAC/PARK) ein geringeres Gleichgewicht im Vergleich zu
den nicht mutierten und den PARK2 ko-Mausen hatten. Dies entspricht auch den
Ergebnissen von ltier et al. und Rial et al., die keine motorischen
Einschrankungen der PARK2 ko-Mause verzeichnen konnten (ltier et al., 2003;
Rial et al., 2014). In Studien mit anderen doppelt mutierten Mausen,
beispielweise mit einem Calpain-1 knockout und einem SCA3 Mausmodell,
waren teilweise ahnliche Ergebnisse in den Verhaltensanalysen erkennbar. Hier
stellten sich in der Analyse die doppelt mutierten Mause, im Vergleich mit den
SCA3 YAC-Mausen, einerseits mit einer Verschlechterung des motorischen
Phanotyps anhand des RotaRod-Tests dar, andererseits konnte im Gegensatz
zu unseren Ergebnissen kein verringertes Gewicht dieser, stattdessen eine
Verbesserung des allgemeinen Uberlebens, festgestellt werden (Haas et al.,
2022; Weber et al., 2020).

Auch bei Studien mit SCA3-Patienten konnte phanotypisch ein breiter Gang
festgestellt werden, der haufig assoziiert mit einem Tremor war. Dieses Gangbild
steht in Zusammenhang mit Gangunsicherheiten oder Gleichgewichtsstorungen
(Rogers et al., 1997), wodurch versucht wird mit Hilfe des breiten Gangs eine
bessere Balance, bei bestehendem ataktischen Phanotyp, zu erlangen (Riess et
al., 2008).
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Um eine moaglichst hohe automatisierte Standardisierung der Ergebnisse zu
gewahrleisten, wurde der LabMaster Test genutzt, welcher bereits in Studien mit
SCA3-Mausen zeigte, dass diese Standardisierung zu einer Minimierung von
aulBeren Einflissen fuhrte und ein geeignetes Verfahren darstellt, um das
Verhalten der SCA3-Mause zu analysieren. Dieser Test ermoglicht die simultane
Detektion von mehreren Parametern, wie beispielsweise der Aktivitat, Nahrungs-
und Flissigkeitsaufnahme und das Angstverhalten der Tiere Uber einen Zeitraum
von 70 Stunden (Hubener et al., 2012).

Bei den Verhaltensanalysen im LabMaster-Test zeigte sich eine geringere
Aktivitat der PARK2 ko- und dm-YAC/PARK-Mause mit 3 Monaten. Die
Anpassung an eine neue Umgebung zeigte eine geringere Aktivitat mit 9
Monaten bei allen mannlichen Mutanten im Vergleich zum WT.

Dies spiegelt teilweise das bereits von Cemal et al. beschriebene Verhalten der
SCA3-Mause wider, welche weniger aktiv, weniger neugierig und weniger
wachsam waren als die WT-Mause (Cemal et al., 2002). Bei der Anpassung an
eine neue Umgebung waren die PARK2 ko- und dm-YAC/PARK-Mause am
wenigsten aktiv, was durch die von Rial et al. beschriebenen
Verhaltensauffalligkeiten zu erklaren waren (Rial et al., 2014).

Da im Labmaster neben Aktivitat auch die Nahrungs- und Wasseraufnahme
getrackt wird, kann somit ein Bezug zum Gewicht der Mause hergestellt werden.
Im Vergleich zeigte sich eine geringere Nahrungsaufnahme der PARK2 ko- und
dm-YAC/PARK-Mause sowohl mit 3 als auch mit 9 Monaten, welche
wahrscheinlich auch im Gewicht dieser Genotypen zum Ausdruck kommen.
Zusammenfassend |asst sich feststellen, dass sich der motorische Phanotyp bei
den doppelt mutierten Mausen im Vergleich mit den anderen Genotypen
verschlechterte.

Da der ataktische Phanotyp, der durch die SCA3 YAC-Maus dargestellt werden
soll (Cemal et al., 2002) in einigen Studien nicht ausreichend reproduziert werden
konnte (Toonen et al.,, 2019; Weber et al., 2020), wurde bereits fur weitere
Studien ein SCA3 knock-in Mausmodell mit einer Hyper-Expansion von mehr als
150 Glutaminen entwickelt (Haas et al., 2022).
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4.2 TEIL B: ESMI-Probanden
4.2.1 Analyse der Parkin Protein-Level in SCA3 Patienten

Das Protein Parkin ist eine neuroprotektive E3-Ubiquitin-Ligase, welches durch
das PARK2-Gen konjugiert wird und einen Interaktionspartner des Ataxin-3
darstellt. Es erfolgt eine direkte Bindung der beiden Proteine ATXN3 und Parkin
N- und C-terminal. Parkin wird durch diese Interaktion indirekt deubiquitiniert,
indem die mit Parkin interagierende E2-Konjugase an ATXNS3 bindet und folglich
Ubiquitin auf ATXN3 an Stelle von Parkin transferiert wird, was demnach zur
Degradation von Parkin flhrt. Bei einem expandierten PolyQ-Bereich des
ATXNS3-Proteins wird diese Degradation sogar verstarkt (Durcan et al., 2012;
Durcan et al., 2011). Umgekehrt scheint Parkin in den Abbau von Proteinen mit
expandiertem PolyQ-Bereich involviert zu sein. Versuche im Zellmodell zeigten
bei einer Uberexpression von Parkin reduzierte Aggregation und Zytotoxizitat von
expandierten ATXN3-Protein-Fragmenten (Tsai et al., 2003).

Da Parkin nicht nur die Hauptursache bei familiarem PD darstellt und Risikofaktor
bei sporadischem PD ist (Dawson & Dawson, 2014), sondern ebenfalls eine
bestimmende Rolle in verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen wie
Alzheimer, ALS und HD (Hebron et al., 2014; Rosen et al., 2010; Tsai et al., 2003)
spielt, sollte die Rolle von Parkin in der SCA3 anhand der Parkin Protein-Level
im Blut von SCA3-Patienten genauer analysiert werden.

Um den gegenseitigen Einfluss dieser beiden Proteine zusatzlich an humanen
DNA- und PBMC-Proben zu untersuchen, erfolgte die Analyse der Hohe der
Parkin Protein-Level aus PBMC-Proben mit verschiedenen Parametern (Alter,
Geschlecht, Entnahmezentrum, PARK2 SNPs) der Patienten und einer
anschlieBenden Einteilung dieser in Kontrollen, nicht atakt. MT und atakt. MT.
Da der Einfluss von Parkin bereits in einigen neurodegenerativen Erkrankungen
wie Alzheimer, ALS und HD in der Literatur beschrieben wurde (Zhang et al.,
2015), ist die Vermutung naheliegend, dass die Parkin Protein-Level durch die
Korrelation zwischen den Proteinen Parkin und ATXN3 mdoglicherweise
unterschiedlich hohe Level zwischen nicht atakt. MT und den atakt. MT

aufweisen und diese Veranderungen in den Parkin Protein-Leveln
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gegebenenfalls das AAO oder den Krankheitsverlauf besser voraussagen
konnten.

Betrachtet man Untersuchungen in PD-Patienten sollen sich Parkin-Substrate
dabei einerseits sowohl in PD-Patienten als auch im Tiermodell ansammeln,
andererseits scheint Parkin bei Uberexpression ein multifunktionales
neuroprotektives Protein zu sein (Dawson & Dawson, 2014). Zusammenhange
zwischen der Proteinkonzentration von Parkin und der Auspragung eines
Parkinsonismus konnten bereits in SCA3-Patienten festgestellt werden (Park et
al., 2015; Paulson, 2007).

In dieser Arbeit zeigte sich, dass im Vergleich zwischen MT und Kontrollen, die
MT signifikant hohere Parkin Protein-Level hatten. Erfolgte die Aufteilung in
Kontrollen, nicht atakt. MT und atakt. MT hatten die Kontrollen die niedrigsten
Parkin Protein-Level, die nicht atakt. MT im Median hohere als diese und die atakt
MT ahnlich hohe Parkin Protein-Level wie die nicht atakt. MT. Jedoch waren die
Unterschiede nach dieser Aufteilung nicht mehr signifikant. Daher ist die
Hypothese, dass mit voranschreitender Krankheitsprogression die Menge der
Parkin Protein-Level ansteigt.

Jedoch konnte zudem festgestellt werden, dass im Vergleich zwischen
mannlichen und weiblichen Probanden, die mannlichen Probanden unabhangig
vom Genotyp signifikant hohere Parkin Protein-Level aufwiesen. Aufgrund
dessen ist fraglich, ob das Geschlecht ebenfalls die Hohe dieser Protein-Level
beeinflusst.

Solche geschlechtsspezifischen Unterschiede wurden in der Literatur bereits
beschrieben. In einer neueren Studie konnten beispielsweise gewisse
Unterschiede zwischen Mannern und Frauen in Bezug auf Beginn, Verlauf und
Auspragung von motorischen und nicht-motorischen Symptomen von PD, sowie
Unterschiede zwischen dem generellen Risiko an Parkinson zu erkranken,
identifiziert werden (Cerri et al., 2019).

Durch die hohe Standardisierung bei der Blutentnahme und Verarbeitung
(Santana et al., 2023) konnte glucklicherweise festgestellt werden, dass das
Entnahmezentrum keinen Einfluss auf die Hohe der Protein-Level hatte, denn es

waren keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Zentren
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feststellbar. Dennoch konnte in diesen kleineren Gruppen keine Regelmafigkeit
der Hohe der Parkin Protein-Level zwischen Kontrollen, nicht atakt. MT und atakt.
MT erkannt werden. In London hatten die Kontrollen die hochsten Werte, auf den
Azoren, in Coimbra und Tubingen hatten die nicht atakt. MT die hochsten Parkin
Protein-Level und in Bonn die atakt. MT. Besonders in Bonn waren die Protein-
Level zwischen den mannlichen nicht atakt. MT und den atakt. MT signifikant
hoher bei den atakt. MT. Dabei wurde durch die deskriptive Kohortenstatisik
ausgeschlossen, dass sich in einer Gruppe signifikant mehr Manner als Frauen
befanden.

Die Interaktion zwischen ATXN3 und Parkin fuhrt zudem dazu, dass besonders
Genotypen der PARKZ2 SNPs als genetische Modifikatoren der SCA3 in Betracht
kommen.

Da hier die Untersuchung der Parkin Protein-Level im Vordergrund steht, sollte
ein Bezug zwischen den PARK2 SNPs und den jeweiligen Protein-Leveln
untersucht werden.

Aufgrund der indirekten Deubiquitinierung des Proteins Parkin durch ATXN3
besteht die Annahme, dass eine veranderte Interaktion dieser beiden Proteine in
Abhangigkeit der PARK2 SNPs auch zu einer veranderten Ubiquitinierung dieser
fuhren kann und sich damit einhergehend auch in einer Veranderung der Parkin
Protein-Level widerspiegeln kann.

Dieser Arbeit zufolge konnte jedoch kein modifizierender Einfluss auf die
Abbauprozesse in Bezug auf die Parkin Protein-Level erkannt werden.

In der Literatur zeigte sich bisher, dass bei SCA3-Patienten der Genotyp A/G an
Bp 601 signifikant haufiger zu finden war als die homozygoten Genotypen A/A
und G/G im Vergleich zu Kontrollen (Satoh & Kuroda, 1999). Die Homozygoten
Genotypen G/G des PARK2 SNP Bp 1239 scheinen zudem mit sporadischem
PD, sowie bei dem PARK2 SNP Bp 1281 mit familiarem PD assoziiert zu sein.
Die seltenen Varianten hingegen sollen einen protektiven Effekt gegen
autosomal-rezessiven juvenilen Parkinson (ARJP) haben (Lucking et al., 2003).
Eine krankheitsmodifizierende Rolle des PARK2 SNP Bp 1239 konnte diesem

SNP in der bisher unveroffentlichten Diplomarbeit von Dr. rer. nat. Jonasz J.
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Weber zugeschrieben werden. Dort zeigte sich ein verringertes AAO von 3
Jahren bei dem Genotyp C/C.

Da fur diese Arbeit lediglich 5 Probanden den Genotyp C/C des PARK2 SNP Bp
1239 aufwiesen ist eine Aussagekraft diesbezlglich hier jedoch eher zu
vernachlassigen.

Fir alle Exone und deren Genotypen waren vergleichbare Werte mit einem Ac
von 25 in der Gesamtkohorte festgestellt worden. Bei Exon 4 Bp 601 und
Genotyp G/G sowie bei Exon 10 Bp 1239 und Genotyp C/C lag der Median der
Parkin Protein-Level geringfugig hoher als bei den restlichen Genotypen. Jedoch
war auch hier jeweils ein groRer Unterschied in der Anzahl der Probanden
vorhanden. Zudem zeigte sich eine grolde Streuung der Parkin Protein-Level flr
fast alle Genotypen. Ausgenommen war der Genotyp G/A des Exon 11 Bp 1281
bei dem hingegen aber auch nur 20 Probanden der Gesamtkohorte (MT und
Kontrollen) vorhanden waren.

Interessant war, dass nach der Einteilung der Probanden in Kontrollen, nicht
atakt. MT und atakt. MT in Bezug auf die Genotypen beobachtet werden konnte,
dass je nach Gruppe unterschiedliche Genotypen die hdchsten Parkin Protein-
Level aufwiesen. Moglicherweise liefern die PARK2 SNPs in Bezug auf die
Parkin Protein-Level einen interessanten und effektiven Ansatz fur die weitere
SCA3-Forschung.

Wichtig fur das Verstandnis der gemessenen Parkin Protein-Level ist die
Detektion der Parkin Protein-Level mittels TR-FRET. Dieser wurde in unserem
Institut bereits erfolgreich fur ATXN3 (Gonsior et al., 2021), wie auch fur die
Bestimmung der Parkin Protein-Level, etabliert (siehe Dissertation von Dr. Patrik
Pelz). Weiterhin konnte der TR-FRET Assay zusatzlich fur die Bestimmung von
I6slichem Ataxin-2 etabliert werden (Bux et al., 2023).

Bei der Messung der Werte ist die eingesetzte Proteinkonzentration ein wichtiger
Parameter flr die Entstehung verlasslicher Messwerte. Denn wenn zu hohe
Konzentrationen des Substrats eingesetzt werden, kommt es zum HOOK-Effekt,
auch ,prozone effect* genannt. Bei zu hoher Substratkonzentration, sprich einer

Ubermaligen Auslastung der Antikérper, kdnnen diese nicht an demselben
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Molekul binden. Daraufhin erfolgt eine Bindung dieser an zwei verschiedenen
Proteinen und es kann kein Energietransfer stattfinden (Schiettecatte, 2012).
Folgend nimmt die Signalstarke ab, obwohl eine hohe Menge an Protein in der
Probe enthalten ist. Der HOOK-Effekt konnte auch bei einem TR-FRET Assay
fur Huntingtin-Protein gezeigt werden. Hier erzeugte eine Proteinmenge von ca.
0,1 ng/Well abnehmende Signalstarken trotz nachweislich erhohter
Proteinmenge der Probe (Cui et al., 2014). Eine Abmilderung des HOOK-Effekts
konnte in einer Studie mit Calmodulin durch die Nutzung von positiven
kooperativen Bindungen (allosterische Aktivatoren oder Inhibitoren) erzielt
werden (Roy et al., 2017). Fraglich ist jedoch, inwiefern solche Linker-Proteine in
den vorliegenden Assay eingebaut werden konnten.

Auch wenn der TR-FRET Assay einige Vorteile aufweist und ein sensitiveres
Verfahren darstellt, um Proteinmengen zu bestimmen, weist dieser auch in der
Parkin-Detektion zum jetzigen Zeitpunkt noch Defizite und Nachteile auf. Diese
sollten besonders bei der Interpretation spaterer Messwerte immer berucksichtigt
werden. Zu den moglichen Fehlerquellen des Assays zahlen beispielsweise
durch den Anwender verursachte Pipettierfehler, wie z.B. Ungenauigkeiten beim
Pipettieren, was zu erhdhten Abweichungen des Duplikats flihren wirde.
Besonders Anwenderfehler lassen sich unproblematisch bereinigen oder direkt
vermeiden. Problematischer ist die Verhinderung von anwenderunabhangigen
Fehlerquellen. Diese sind beispielsweise storende Schwebeteilchen oder
Lichtausbleichungen der Fluoreszenz-markierten Antikorper. Diese wurden
bereits in anderen TR-FRET Studien beschrieben und thematisiert (Liang et al.,
2014). Sie konnen einen indirekten Einfluss auf die Signalstarke der Probe
nehmen, was zu Verzerrungen der Messung fuhren kann. Einer dieser
Storfaktoren ist Hamoglobin. Durch den Ham-Farbstoff, welcher eine
Eigenfluoreszenz aufweist, wird die Messung gestort und im Endeffekt verfalscht
(Cohen et al., 2016). Auch bei sorgfaltiger Vorbereitung der Proben kann es in
einigen Fallen zu Verunreinigungen der PBMC-Proben mit Erythrozyten
kommen.

Laut einer Studie zur PD1-PDL2 Wechselwirkung kdnnen Salicylate, welche zur

Behandlung von Schmerzen und zur Blutverdinnung eingesetzt werden,
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ebenfalls mit dem TR-FRET Assay interagieren (Hanley et al.,, 2016). Bei
entsprechender Medikation konnen diese in den Blutproben der Probanden
enthalten sein. Mdglicherweise kdonnen die beschriebenen Ausrei’er in den
Messwerten durch eine dieser Fehlerquellen erklart werden. Dies bedarf
allerdings weiterer Messreihen und Analysen.

Weitere Limitationen des TR-FRET Assays konnen durch die Ungenauigkeiten
und den starken Einfluss der Bestimmung der Gesamtproteinmenge der PBMC-
Probe entstehen, welche fir die Berechnung der Ac-Werte genutzt wurde. Zur
Bestimmung der Gesamtproteinmenge diente in dieser Arbeit der Bradford-
Assay, im Gegensatz zu anderen TR-FRET Anwendungen, bei denen der BCA-
Assay genutzt wurde (Cui et al., 2014; Weiss et al., 2012). AuRerdem kdnnte die
in den lysierten PBMC-Proben enthaltene Reagenz TritonX100 laut
Herstellerangaben ein Problem bei der Gesamtproteinbestimmung darstellen
und einen weiteren mdglichen Storfaktor bilden (Thermo Fischer Scientific,
2012).

Alternativen zur Bestimmung der Protein-Level mittels PBMC-Proben bietet
beispielsweise der ELISA Test zur Bestimmung dieser anhand von CSF-Proben,
wie es bei der Bestimmung der Parkin Protein-Level zur Untersuchung von
Parkin als potenziellen Biomarker bei Multipler Sklerose durchgeflhrt wurde
(Cossu et al., 2021). Auch bei der Bestimmung von Huntingtin konnte diese
Methode ebenfalls erfolgreich anhand von CSF-Proben genutzt werden (Wild et
al., 2015). Als sensitivere Methoden im Vergleich zum TR-FRET Assay konnte
beispielsweise das Single-molecule-counting, also der SMC-Assay (Singulex-
Assay von Evotec) herangezogen und fur Parkin erprobt werden, wie es ebenfalls
fur die Evaluation der Plasma-Level von einigen potenziellen Biomarkern fur PD
bereits durchgefihrt wurde (Youssef et al., 2023). CSF ist aufgrund der engen
raumlichen Beziehung zum erkrankten Organ in der SCA3 von besonderem
Interesse und wird daher auch haufig als Ausgangsmaterial in der Forschung an
neurodegenerativen Erkrankungen genutzt.

Dennoch stellt Plasma als Ausgangsmaterial ein leichter zu gewinnendes
Biomaterial als CSF dar, welches zudem weniger invasiv fur den Patienten

gewonnen werden kann.
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Auffallig war, dass zwar viele Daten von Probanden bei der Baseline
Untersuchung gewonnen werden konnten, jedoch die longitudinalen Daten zur
Auswertung im Verlauf der Untersuchungen immer geringere Anzahlen hatten.
Bei zu geringer Anzahl an Probanden pro Gruppe im longitudinalen Setup sind
keine aussagekraftigen Ergebnisse mehr zu erwarten. Sinnvoll ist es diese Daten
weiterhin zu fullen, um auch den Krankheitsverlauf analysieren zu konnen.
Besonders sinnvoll ist die Untersuchung der nicht atakt. MT und den Zeitpunkt
ab dem diese als atakt. MT (SARA >3) eingestuft werden kdnnen. Hier ware es
interessant, den Vergleich der Parkin Protein-Level zu bestimmen und zudem
bezuglich der klinischen Daten zu vergleichen. In Bruchsticken konnte der
Vergleich in dieser Arbeit betrachtet werden, jedoch fehlten ausreichende Daten,
um eine Auswertung dieser Daten zu erstellen und diese zu bewerten. Die
geringe Anzahl der Daten ist womdglich zum einen darauf zurickzufuhren, dass
die Daten in verschiedenen Zentren gesammelt werden und eine
Zusammenstellung dieser Daten eine gewisse Zeit in Anspruch nehmen wird.
Weiterhin war sicherlich die Corona-Pandemie ein Storfaktor, der dazu fuhrte,
dass Daten in geringerem Ausmal} aufgenommen werden konnten und die
Probanden sich ggf. nicht zur Untersuchung einfinden konnten. Zum anderen
besteht die Mdglichkeit, dass einige Probanden mit frihem AAO und langer
Erkrankungsdauer moglicherweise schon verstorben sein kdnnen oder diesen
der Weg ins Spezialzentrum beschwerlich erscheint. Besonders schwierig ist es
longitudinale Daten von Kontrollprobanden zu erhalten, da diese sich ggf. nicht
zu erneuten Untersuchungen einfinden werden.

Zur Beurteilung der Veranderung der Parkin Protein-Level ist es daher also
besonders wichtig bedeutend mehr praataktische Patienten (nicht atakt. MT)
einzubeziehen und diese gezielt zu untersuchen. Eine Schwierigkeit in der
Rekrutierung der nicht atakt. MT liegt darin, dass diese lediglich Uber bereits

erkrankte (atakt. MT) Verwandte ausfindig gemacht werden kénnen.
Untersuchungen von SCA3-Patienten zeigten, dass ein bestimmter SNP im

APOE-Gen zu einem durchschnittlich 4 Jahre friheren Erkrankungsbeginn fihrte
(Peng et al., 2014).
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Untersuchungen auf den Azoren zeigten zudem, dass weitere SNPs in
Genotypen des APOE-Gens als Modifikatoren der SCA3 besonders bei
Parkinson-ahnlichem Phanotyp ursachlich sein konnen. Es konnte gezeigt
werden, dass das Epsilon2/Epsilon3 Allel bei zwei SCA3 Patienten mit
Parkinson-ahnlichem Phanotyp vorhanden war (Bettencourt, Raposo, et al.,
2011; Lima & Raposo, 2018). Weitere Untersuchungen zu den APOE SNPs
anhand der ESMI-Kohorte erscheinen sinnvoll, um das Zusammenspiel dieser
SNPs weiter zu untersuchen und auch in Zusammenhang zu klinischen Daten
und dem Parkinson-ahnlichem Phanotyp zu stellen. Dies war auch Ziel dieser
Arbeit, allerdings konnten aufgrund der aufwandigen Etablierung dieser Methode
aus zeitlichen Grinden keine weiteren Messungen und Analysen zur
Untersuchung der APOE SNPs im Rahmen dieser Arbeit stattfinden.

4.2.2 Analyse klinischer Daten in SCA3 Patienten

Da sich die SCA3 phanotypisch in breiter Variation zeigt sollte die phanotypische
Auspragung der SCA3-Patienten genauer analysiert werden. Diese
neurodegenerative Erkrankung aul3ert sich in zentralen klinischen Merkmalen,
wie beispielsweise der Ataxie der oberen Extremitaten und des Rumpfes. Die
Patienten zeigen Bewegungsstorungen der Extremitaten besonders beim
Gehen, aber auch beim Stehen und bereits im Sitzen. Haufig werden auch
motorische Stérungen mit pyramidalen Zeichen, Nystagmus, Dysarthrie und
Gesichtsfaszikulation beobachtet. Ein fruher Krankheitsbeginn ist haufig mit
Spastiken, extrapyramidaler Steifheit und Dystonie vergesellschaftet,
wohingegen ein spater Krankheitsbeginn eher mit distaler Atrophie und
Sinnesverlust vergesellschaftet ist (Coutinho & Andrade, 1978; Rub et al., 2003;
Rub, de Vos, Brunt, et al., 2002; Rub, de Vos, Schultz, et al., 2002; Sudarsky &
Coutinho, 1995).

Dies spiegelte sich ebenfalls in den Ergebnissen dieser Arbeit wider. Die meisten
Patienten zeigten Symptome der Areflexie mit vollstdandigem Fehlen eines oder

mehrerer Reflexe, sensorische und okkulomotorische Stdérungen. Unter den
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Probanden (MT und Kontrollen) ohne Medikamenteneinnahme waren keine
Symptome wie Rigiditat oder Dyskinesie festzustellen.

Einige der SCA3-Patienten zeigen zudem einen Parkinson-ahnlichen Phanotyp
(Durr et al., 1996; Tuite et al., 1995). Auch wenn dies in der Literatur mittlerweile
haufig beschrieben wurde, sind es jedoch nur wenige Patienten, die einen
Parkinson-ahnlichen Phanotyp auspragen, was der Grund dafir ist, warum diese
bisher wenig untersucht wurden.

In einem two-case report wurden 2 SCA3-Patienten dargestellt, die unter der
Parkinson‘schen Trias (Tremor, Bradykinesie, Rigiditat) leiden, und die
genetische Variation dieser untersucht (Bettencourt, Santos, et al., 2011).

Da es bisher keine kausale Therapie jedoch symptomatische Therapieansatze
gibt, sollen diese im Folgenden erwahnt werden.

Bei einigen SCA3-Patienten konnte in Untersuchungen eine gewisse
Responsivitat auf Dopamin und somit eine Sensitivitat auf Levodopa festgestellt
werden, was eine mogliche symptomatische Therapie fir diese Patienten
darstellt (Tuite et al., 1995; Zhang et al., 2021).

Betrachtet man den SARA-Score konnte fur die Gabe von Riluzol eine
signifikante Verbesserung dessen nachgewiesen werden, sodass eine Riluzol-
Therapie in den S1-Leitlinien der Deutschen Gesellschaft flr Neurologie
aufgefuhrt wird und als optionaler Therapieversuch bei SCA3-Patienten
beschrieben wird (Romano et al., 2015).

Um die Probanden mit Parkinson-ahnlichem Phanotyp hier genauer zu
betrachten, wurden diese anhand ihrer Medikation mit PD-Medikamenten
herausgefiltert, zu welchen auch Levodopa zahlt. Insgesamt konnten somit 49
SCA3-Patienten dieser Gruppe zugeteilt und deren Kklinische Daten
dementsprechend analysiert werden.

Probanden, die PD-Medikamente bekamen, waren hauptsachlich atakt. MT
(n=47), nur 2 Probanden waren bisher nicht ataktisch. Unter den Probanden
befanden sich demzufolge keine Kontrollen.

Zum Vergleich dieser Gruppe dienten Probanden, die Medikamente bekamen,
bei denen es sich jedoch nicht um PD-Medikamente handelte. 60 % der

Probanden dieser Gruppe waren atakt. MT, 12 % waren nicht atakt. und 25 %
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waren Kontrollen. 3 % der Probanden mit dieser Medikation konnten keiner der
3 Gruppen zugeteilt werden, da die klinische Angabe des SARA-Score fehlen.

Probanden, die keine Medikation bekamen bzw. bei denen keine Medikation
bekannt war, waren nur zu 29 % atakt. MT, zu 17 % nicht atak. MT und zu 50 %
Kontrollen. Auch hier konnten 4 % der Probanden nicht in die Gruppen zugeteilt
werden. Um jedoch Effekte anhand des SARA-Score zuverlassig messen zu
kénnen werden grolde Stichproben von ca. 200 Probanden bendtigt. Daher stellt
sich die Frage ob mit lediglich 49 Probanden ein aussagekraftiges Ergebnis

zustande kommen konnte.

Bekannt ist bereits, dass die CAG-Wiederholungsanzahl direkt mit dem AAO
korreliert (Maciel et al., 1995). Sowie der Zusammenhang eines fruhen AAO,
einer langen CAG-Wiederholungsanzahl und eines schweren
Erkrankungsverlaufs (Durr et al., 1996). Dieser kausale Zusammenhang lasst
darauf schlie3en, dass die CAG-Lange des expandierten Allels ein signifikanter
Pradiktor zur Bestimmung des AAO darstellen kann (Diallo et al., 2018; Tezenas
du Montcel et al., 2014). Dieser kausale Zusammenhang konnte auch in der
ESMI-Kohorte beobachtet werden.

Das AAO steht zwar in Korrelation mit der CAG-Wiederholungszahl, dennoch
bleibt eine Varianz des AAO, die nicht auf die CAG-Wiederholungszahl
zurtuckzufuhren ist. Denn auch weitere genetische oder umweltbedingte
Faktoren, sowie Lebensstil, Ernahrung und mogliche Therapien oder
Medikamente koénnen einen Einfluss auf den Erkrankungsbeginn nehmen
(Akcimen et al., 2020; Schmitz-Hubsch et al., 2008; B. P. van de Warrenburg et
al., 2005). Als eine weitere genetische Modifikation des AAO konnten
beispielsweise DNA-Reparaturenzyme in einer Genome-wide association study
(GWAS) bestatigt werden (Bettencourt et al., 2016).
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Tabelle 47: Vergleich AAO, CAG-Wiederholungsanzahl, SARA-Score, INAS-Score zwischen Kontrollen,
nicht atakt. MT, atakt. MT und SCA3 Patienten mit PD-Medikation, Mutationstrdger mit anderen
Medikamenten und MT ohne Medikamenteneinnahme

Kon- | nicht atakt. | SCA3- MT mit | MT ohne
trolle | atakt. MT (n= | Patienten | anderen Medi-
n(n= | MT 235) mit  PD- | Medi- kamenten-
115) | (n=54) Medi- kamenten einnahme
kation (n=239) (n=119)
(n=49)
CAG 245 |66 69 69 68 68
AAO - - 39 37 40 38
SARA | 0,6 3 14 18 12 8
INAS | 0,7 1,7 5 6 4 3

Zum Vergleich der demografischen Daten zwischen den in 3.3. und 3.4.
erarbeiteten klinischen Parametern (CAG-Wiederholungsanzahl, AAO, SARA-
Score, INAS-Score) ist in Tabelle 47 eine Gegenuberstellung dargestellt, die
gewisse Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen zeigt und somit
Unterschiede zwischen den SCA3-Patienten und denen mit Parkinson-
ahnlichem Phanotyp demonstriert. Zur Ubersichtlichkeit sind die Gruppen der MT
mit Kontrollen bezuglich der Medikamenteneinnahme nicht erneut erfasst
worden, sondern lediglich die Gruppen der MT ohne Kontrollen.

Die CAG-Repeat-Lange bei Patienten mit PD-Medikation und atakt. MT lag mit
einer Repeat-Lange von jeweils 69 Repeats, wie in Tabelle 47 ersichtlich, im
Vergleich mit den nicht atakt. MT (Repeat-Lange: 66) deutlich hoher. Die MT mit
anderen Medikamenten als PD oder ganz ohne Medikamenteneinnahme hatten
eine Repeat-Lange von ebenfalls 68 Repeats und lagen somit geringflgig
unterhalb der SCA3-Patienten mit PD-Medikation und atakt. MT, aber hatten
langere Repeats als die nicht atakt. MT. Da die Erkrankungsauspragung auch in
Zusammenhang mit der Anzahl an CAG-Repeats steht, lasst sich vermuten, dass
die Patienten mit einer hoheren Repeat-Lange starker erkrankt sind als die der
anderen Gruppen. Dies spiegelt sich auch in den klinischen Daten, dem SARA-
und INAS-Score, wider. Dieser ist bei den SCA3-Patienten mit PD-Medikation,
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also mit Parkinson-ahnlichem Phanotyp, im Vergleich hoher als bei allen anderen
Gruppen. Zudem war erkennbar, dass auch ein friheres AAO von
durchschnittlich 2 Jahren bei den SCAS3-Patienten mit Parkinson-ahnlichem
Phanotyp zu erkennen war. Dennoch zeigten sich in unseren Ergebnissen eher
ahnliche Repeat-Langen zwischen den SCA3-Patienten und den SCAS3-
Patienten mit parkinson-ahnlichem Phanotyp. Auch Socal et al. konnte in seinen
Untersuchungen ahnliche Repeat-Langen zwischen SCA3-Patienten und SCA3-
Patienten, die zusatzlich Parkinson-Symptome zeigten, feststellen (Socal et al.,
2009). Andere Untersuchungen lieRen die Vermutung zu, dass SCA3-Patienten
mit PD-Symptomen eher reduzierte CAG-Repeat-Langen gegenuber SCA3-
Patienten aufweisen (Gwinn-Hardy et al., 2001). In neueren Untersuchungen
wurde zudem diskutiert, ob SCA3-Patienten mit PD-Symptomen eher weniger als
70 CAG-Repeats zeigten (Kuo et al., 2022). Daher ist fraglich ob tatsachlich ein
Zusammenhang zwischen der Repeat-Lange und einer PD-Symptomatik
besteht.

Im Vergleich erkennt man, dass die SCA3 Patienten mit PD-Medikation zwar die
gleiche CAG-Wiederholungsanzahl hatten wie die atakt. MT, zu denen die SCA3-
Patienten mit PD-Medikation gehdéren, jedoch waren sowohl der SARA- als auch
der INAS-Score der SCA3-Patienten mit PD-Medikation im Vergleich eher hoher
(SARA: 18, INAS: 6) als bei den atakt. MT (SARA: 14, INAS: 5).

Mit einem durchschnittichen AAO der atakt. MT von 39 Jahren liegt dieser
innerhalb des durchschnittlichen AAO in bereits publizierten Daten bei einem
durchschnittlichen AAO zwischen 36 und 42 Jahren (Durr et al., 1996; Kieling et
al., 2007; Klockgether et al., 1998). Der durchschnittiche SARA-Score der atakt.
MT lag bei 14 Punkten und somit bei einer identischen mittleren Punktzahl wie
bei den atakt. MT der europaischen EuroSCA-Kohorte (Jacobi et al., 2015). Der
durchschnittliche INAS-Score bei den atakt. MT lag bei 5.

In dieser Arbeit zeigte sich im Vergleich des AAO zwischen SCA3-Patienten mit
PD-Medikation, dementsprechend Patienten, die einen Parkinson-ahnlichen
Phanotyp zeigten und den MT mit anderen Medikamenten ein Unterschied im
AAOQ von 2 Jahren friheren Erkrankungsbeginn (p=0,0719). Jedoch lag das AAO
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der MT ohne jegliche Medikamenteneinnahme ebenfalls bei 37 Jahren, also dem
gleichen AAO wie bei den SCA3-Patienten mit PD-Medikation.

Zur Einteilung der nicht atakt. Symptome sollte der INAS-Score herangezogen
werden.

Erkennbar bei der Untersuchung der INAS-Untergruppen war, dass die meisten
Probanden Symptome der Areflexie, Harnfunktionsstérungen, sowie
Okkulomotorische Stérungen zeigten.

Auf die INAS-Untergruppen 10 und 13 wurde ein besonderes Augenmerk gelegt,
da diese mit Parkinson‘schen Merkmalen assoziiert werden. Die Untergruppe 10
beschreibt den Parkinson-typischen Rigor und Untergruppe 13 den Ruhetremor.
Von insgesamt 295 Probanden, fiur die die INAS-Untergruppen bekannt waren,
zeigten lediglich 12 Probanden eine Rigiditat und 5 einen Ruhetremor. Darunter
waren keine Probanden ohne Medikamenteneinnahme bei der Rigiditat, der
Ruhetremor zeigte keinen Zusammenhang mit der Medikation der Probanden.
Weitere nicht-motorische Stérungen wie Schlafstérungen konnten in der
Vergangenheit gehauft bei SCA3-Patienten festgestellt werden. Diese aulierten
sich besonders im Restless-Leg-Syndrom (RLS) (Schols et al., 1998). Weitere
Untersuchungen zeigten zudem, dass RLS-Symptome gehauft bei einer
Intermediaren CAG-Wiederholungszahl vorkam (van Alfen et al., 2001).

In dieser Arbeit konnten bei beinahe 50 % der SCAS3-Patienten mit PD-
Medikation bei einem geringen SARA-Score von 0-1 RLS-Symptome festgestellt
werden. Auch die SCA3-Patienten mit einem SARA-Score von 1,5-2,5 hatten
beinahe zu 50 % RLS-Symptome. Patienten, die einen héheren SARA-Score
aufwiesen, zeigten deutlich seltener RLS-Symptome.

Bei den Kklinischen Scores gilt es zu beachten, dass selbst etablierte
Bewertungsmalistabe wie der INAS- und SARA-Score einerseits von einer nicht
zu vermeidenden Subijektivitat in der Bewertung des Krankheitsprozesses durch
den Behandler und andererseits auch von der Tagesform des Patienten
abhangig sind (Weir et al., 2011). Zudem stellen sie eine geringe Sensitivitat
gegentiber geringfligigen Anderungen im Krankheitsprozess dar.

Im longitudinalen Vergleich ergeben sich zudem Schwierigkeiten bei

wechselnden Behandlern und der damit verbundenen subjektiven Einschatzung
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des Krankheitsverlaufs auch in Korrelation zur Erfahrung des Behandlers. Auch
in Bezug auf die Probanden ist ein Nachteil in der longitudinalen Untersuchung
der mogliche Lerneffekt dieser bei Verwendung gleicher
Untersuchungsmethoden und Ubungen, die den Vergleich zwischen den
Untersuchungszeitpunkten darstellen sollen.

AnschlieRend sollten erneut die PARK2 SNPs mit einbezogen werden. In
Vorstudien unserer Abteilung zeigten sich keine Unterschiede in klinischen
Parametern zwischen den verschiedenen Genotypen, daher war es interessant
die Genotypen-Verteilung zwischen den Kontrollen, nicht atakt. und atakt. MT zu
betrachten, sowie gezielt die 49 beschriebenen SCA3-Patienten mit PD-
Medikation. Jedoch hatten die meisten Probanden mit PD-Medikation bei allen
SNPs (Bp 601, Bp 1239, Bp 1281) den Genotypen G/G (Vergleich Tabelle 42).
Abweichungen zeigten sich in der Betrachtung der zugehdorigen Parkin Protein-
Level. Die Untersuchungen zeigten bei den atakt. MT die hochsten Parkin
Protein-Level bei Exon 4 Bp 601 SNP G/G, Exon 10 Bp 1239 SNP G/C und bei
Exon 11 Bp 1281 SNP G/G mit signifikant hoheren Werten mit p=0,05 gegenuber
dem Genotyp G/A.

Somit lasst sich vermuten, dass der Genotyp G/C des Exon 10 Bp 1239
maoglicherweise einen beeinflussenden Faktor auf die Pathogenese der SCA3
darstellt. Auch wenn die ESMI-Kohorte derzeit die grof3te europaische Kohorte
ist, sollte dies in einer grofieren Kohorte belegt bzw. weiter untersucht werden.
Die Tatsache, dass jeder Organismus anders auf &auflere und innere
Gegebenheiten reagiert und auch jeder Patient auf gewisse Medikationen
unterschiedlich reagiert, sollte ebenfalls nicht aulRer Acht gelassen werden.
Weiterhin bestehen moglicherweise auch Wechselwirkungen bei Einnahme
mehrerer Medikamente, die in dieser Arbeit nicht miterfasst wurden.

Zudem sollen auch weitere klinische Faktoren wie beispielsweise das
Korpergewicht einen Einfluss auf die Auspragung der Erkrankung der SCA3
haben. Untersuchungen zeigten eine signifikante hypothalamische Atrophie mit
verringertem tubularen Hypothalamusvolumen der mit dem Body Mass Index
(BMI) assoziiert werden konnte und bei dem sich aulderdem ein indirekter Effekt

zur CAG-Wiederholungszahl zeigte (Guo et al., 2022). Diesen Aspekt ebenfalls
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anhand der ESMI-Kohorte zu untersuchen, ware sicherlich interessant gewesen,

leider lagen zum Gewicht keine Angaben der Patienten vor.

4.3 Fazit und Ausblick

Derzeitig scheint die Forschung mehrere Biomarker in Bezug auf die SCA3
Erkrankung in Betracht zu ziehen, die je nach Fragestellung gezielt eingesetzt
werden (Lima & Raposo, 2018). Anhand der in dieser Arbeit durchgefuhrten
Analyse der Metabolomdaten im Mausmodell lieRen sich keine Anhaltspunkte
auf Metabolite oder mogliche Biomarker in Bezug auf die Interaktion von Parkin
und ATXN3 feststellen. In anderen Maus-Modellen zeigten Analysen des
Plasmas zwischen an SCA3 erkrankten und gesunden Tieren jedoch 32
verschiedene Metabolite, die potenzielle Biomarker darstellen kénnten (Toonen
et al., 2018). Da in dieser Studie zwar das gleiche Mausmodell verwendet wurde,
aber die Untersuchungen und Analysen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
stattfanden, konnte dies moglicherweise nicht validiert werden.

Der Einfluss von Parkin auf die Pathogenese der SCA3 hatte in den
durchgefuhrten Verhaltensanalysen eher einen negativen Effekt auf die
phanotypische Auspragung. Die double mutant Mause zeigten in den
durchgefuhrten Verhaltensanalysen im Vergleich mit den single mutant SCA3
YAC- und PARK2 ko-Mause einen ausgepragteren motorischen Phanotyp.
Daher ist aufgrund der Verhaltensanalysen zu vermuten, dass die Interaktion von
Parkin und ATXN3 eher einen verschlechternden Effekt auf die phanotypische
Auspragung der Ataxie bezuglich des Gleichgewichts und des Gangbildes haben
konnte.

Leider konnte die Messung der Parkin Protein-Level und die Korrelation dieser
zu verschiedenen Kklinischen Daten in SCA3-Patienten bisher keine
Anhaltspunkte liefern, um als Einflussfaktor der SCA3 in seiner Proteinmenge
aussagekraftige Ergebnisse zu liefern.

Es zeigten sich in der Messung der Protein-Level noch gro3e Schwankungen,

die keinen kausalen Zusammenhangen zugeordnet werden konnten. Zusatzlich
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konnte ein Einfluss des Geschlechts auf die Parkin Proteinmenge beschrieben
werden.
Es erscheint sinnvoll longitudinale Messungen durchzufuhren, um diese

Untersuchungen zu verifizieren.

Vielleicht konnte diese Arbeit dennoch einen Grundbaustein fur weitere
Forschungen der Parkin Protein-Level und den Zusammenhangen zwischen den
Proteinen ATXN3 und Parkin liefern, um die Forschung in diesem Bereich
voranzutreiben. Sinnvoll erscheint es, um die Korrelation der Parkin Protein-Level
und ATXN3 Protein-Level genauer zu analysieren, diese gezielt in Bezug
zueinander darzustellen und einen direkten Vergleich der Hohe dieser Level
zueinander zu vergleichen. Und zwar ebenfalls in Abgrenzung der verschiedenen
Gruppen: Kontrollen, nicht atakt. MT, atakt. MT, sowie SCA3-Patienten mit
Parkinson-ahnlichem Phanotyp.

Besonders interessant scheint der Ansatz dies in einem longitudinalen Zeitraum
zu untersuchen, um mogliche Veranderungen der Level festzuhalten und daraus
weitere interessante Schllsse beziglich der Interaktion des Zusammenspiels

zwischen den beiden Proteinen ziehen zu konnen.

Maglicherweise sollte in Betracht gezogen werden die Messung anhand des
sensitiven TR-FRETs noch weiter zu verbessern, auch bezuglich der genutzten
Bradford-Bestimmung zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge, oder eine
andere sensitivere Methode flur die Messung der Protein-Level zu etablieren.
Alternativen fur die Gesamtproteinkonzentration konnten Verfahren wie der BCA-
Assay darstellen. Dieser wurde bereits in vergleichbaren Studien genutzt.
Forschungen im Bereich anderer neurodegenerativer Erkrankungen fihrten
daher Protein-Messungen mittels ultra-sensitiven Methoden wie das Single-
molecule-counting (SMC-Assay, Singulex) durch, wie beispielsweise in der
Bestimmung des Huntingtin-Proteins, oder nutzten die Simoa-Technologie zur
Messung von Neurofilamenten in einer Vielzahl von neurodegenerativen
Erkrankungen wie beispielsweise HD, SCA3, ALS, PD und MS.
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Hierbei scheint es auch sinnvoll nicht nur die Messung anhand von PBMC-
Proben durchzuflhren, sondern auch andere Proben wie beispielsweise CSF in
Betracht zu ziehen, um einen naheren Zusammenhang zum Pathogeneseort der
SCA3 zu haben. Denn die Ergebnisse der Metabolomanalysen zeigten in dieser
Arbeit gravierende Unterschiede zwischen den Ergebnissen der Entnahme im
Cerebellum im Vergleich zum Plasma. Daher liegt die Annahme nahe, dass eine
Entnahme im Plasma womoglich zu Ungenauigkeiten in den Ergebnissen fuhren
kann.

Sinnvoll waren zudem weitere Untersuchungen der Probanden, die sich in der
ESMI-Kohorte befinden, anhand der APOE SNPs, um diese weiter zu
analysieren. Besonders in Bezug zu den 49 SCA3-Patienten mit Parkinson-
Medikation, um festzustellen, ob auch diese primar das €2/ €3 Allel, wie in der
Literatur beschrieben, zeigen und diese Kombination moglicherweise als
Biomarker dienen kann, um SCA3-Patienten herauszufiltern, die einen
Parkinson-ahnlichen Phanotyp entwickeln konnten (Bettencourt, Santos, et al.,
2011).

Bei der Suche nach weiteren Biomarkern der SCA3 ergaben sich in
Untersuchungen zwischen Kontrollen, nicht atakt. MT und atakt. MT anhand von
Blutproben die Expression von SAFB2, SFSWAP und LTBP4, MEG3, TSPOAP1
als mogliche Marker in der Krankheitsprogression der SCA3 (Raposo et al.,
2023). Auch der Biomarker NfL schien in Untersuchungen als maoglicher
sensitiver Biomarker in Betracht zu kommen (Faber et al., 2023). Denn bereits in
praataktischen Mutationstragern zeigte sich eine Erhdhung der Plasma NFL-
Werte. Amyloid Marker sollen in der Lage sein Gedachtnis-Dysfunktion und nicht-
ataktische Symptome der SCA3 zu identifizieren (Shen et al., 2023).

Eine Therapie mit Coenzym Q10 zeigte in genetisch veranderten Mausen bereits
positive Effekte auf das Gangbild sowie ein gesteigertes Uberleben von Purkinje-
Zellen (Wu et al., 2022)

Auch andere Moglichkeiten der Diagnostik wie MRT und MRS zur Untersuchung
von Biomarkern scheinen einen interessanten Ansatz fir weitere Forschungen
zu liefern (Miranda et al., 2022).
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Weitere Ansatze in der SCA3-Forschung beziehen sich derzeitig auf Antisense-
Oligonukleotide (ASO), die zur Reduktion des Ataxin-3 Proteins durch Silencing
des ATXN3 Gens dienen sollen, von welchen vielversprechende Ergebnisse in
naher Zukunft zu erwarten sind.

Denn diese zeigten im Maus-Modell bereits eine Reduktion des pathologischen
Proteins um bis zu 50 % in den betroffenen Gehirnregionen (Moore et al., 2017).
Somit lasst sich insgesamt sagen, dass es sinnvoll erscheint in der SCA3-
Forschung weiterhin die Forschung in verschiedene Richtungen fortzufihren, da
bisher in einigen Gebieten vielversprechende Ansatzpunkte erarbeitet werden
konnten. Der Einfluss des Proteins Parkin auf die Pathogenese der SCA3 konnte
bisher in den Untersuchungen weder widerlegt noch bestatigt werden. Da Parkin
jedoch in zahlreichen neurodegenerativen Erkrankungen Einfluss zu haben

scheint, erscheint es sinnvoll diesen Zusammenhang weiter zu analysieren.
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5 Zusammenfassung

Bei der seltenen Erkrankung der Spinozerebellaren Ataxie Typ 3 (SCA3) handelt
es sich um eine autosomal dominant vererbte neurodegenerative Erkrankung,
welche dem Formenkreis der Polyglutamin-Erkrankungen zugehdrig ist. Zur
Einschatzung des Krankheitsstadiums und -verlaufs zahlen klinische
Bewertungsskalen wie beispielsweise der SARA-Score. Dabei existiert jedoch
zum aktuellen Zeitpunkt kein heiltherapeutischer Ansatz. Im Ataxin3-Gen
(ATXN3) kommt es ursachlich fur diese Erkrankung zu einer Expansion einer
CAG-Wiederholungssequenz mit daraus folgendem verlangertem
Polyglutaminbereich im Ataxin3-Protein (ATXN3) und einhergehend mit dem
Untergang von Neuronen durch Proteinaggregation. Unter physiologischen
Bedingungen interagieren das ATXN3-Protein und das Protein Parkin, welches
durch das PARK?2-Gen codiert wird, miteinander. Parkin ist am Abbau von
Proteinen mit expandiertem Polyglutaminbereich beteiligt, wahrend ATXN3
Parkin deubiquitiniert.

Anhand der Kreuzung eines SCA3 Mausmodells mit einem Parkin knockout
Modells sollte der Einfluss von Parkin auf die Pathogenese der SCA3 untersucht
werden. Dafur wurden Metabolomdaten und Verhaltensanalysen eines doppelt-
mutierten Mausmodells, welche das humane ATXN3 mit 84 CAG-
Wiederholungen hemizygot Uberexprimiert (SCA3 YAC) und parallel das PARK2-
Gen homozygot ausgeschaltet hat, verglichen und ausgewertet.

Die Untersuchung der Metabolite brachte jedoch keinen Aufschluss auf mdgliche
bereits in der Literatur beschriebene Biomarker und es konnte kein
aussagekraftiger Vergleich zwischen Metaboliten des Cerebellums im Vergleich
mit der Probenentnahme im Plasma hergestellt werden.

In den Verhaltensanalysen waren bei den SCA3 YAC-Mausen alle
phanotypischen Merkmale der SCA3 ausgepragt, die PARK2 ko-Mause zeigten
keine negative motorische Beeinflussung in den Untersuchungen. Bei den
doppelt mutierten Mausen (dm-YAC/PARK) konnte eine zunehmende
Verschlechterung der motorischen Fahigkeiten im Vergleich zu den anderen

Mutanten und dem WT beschrieben werden.
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Zudem wurde der Einfluss des Proteins Parkin ebenfalls in SCA3-Patienten in
Bezug auf die Parkin Protein-Level und den Phanotyp in SCA3-Patienten anhand
von klinischen Parametern untersucht. Die Parkin Protein-Level Bestimmung
erfolgte mittels der sensitiven Messmethode des TR-FRETs. Aulderdem wurden
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) im PARK2-Gen (Bp 601, Bp 1239, Bp
1281) mittels Fragmentlangenanalyse und spezifischen Primer bestimmt und auf
klinische Parameter und die Parkin Protein-Level korreliert.

Die Bestimmung der Parkin Protein-Level lie® vermuten, dass Mutationstrager
(MT) im Vergleich zu gesunden Kontrollen zwar héhere Parkin Protein-Level
aufwiesen, aber auch mannliche Probanden schienen hdhere
Proteinkonzentrationen von Parkin zu haben als weibliche Probanden. Ein
Zusammenhang zwischen den Parkin Protein-Leveln und bereits bekannten
PARK2 SNPs (SNP Bp601, Bp1239, Bp1281) konnte in dieser Studie nicht
verifiziert werden.

Da sich einige SCA3-Patienten mit klinischem Phanotyp eines Parkinsonismus
zeigten, erfolgte eine weitere Einteilung dieser Patienten. Dabei sollten die
Patienten, die Parkinson (PD) Medikamente bekamen auch anhand von
klinischen Bewertungsskalen (SARA-Score, INAS-Score) genauer analysiert
werden.

Diese SCA3-Patienten mit Einnahme von PD-Medikamenten zeigten im
Vergleich zu den ataktaktischen MT, sowie im Vergleich zu MT mit anderer
Medikamenteneinnahme oder ohne Medikamenteneinnahme ein friheres Age at
Onset (AAO), sowie eine hohere CAG-Wiederholungsanzahl und hohere Score-
Werte bei den klinischen Bewertungsskalen SARA und INAS.
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Glauben in mich selbst zu finden.
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Anhang 1: Scale of the assessment and rating of ataxia (SARA)
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Anhang 2: Inventory of Non-Ataxia Signs (INAS)
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Anhang 3: Zusammenfassung aller assoziierten metabolischen Pathways im Plasma

Plasma

Anzahl

In %

Associated Metabolic Pathways

Gesamt 365 = 100%

Xenobiotics 7 1,97
Methionine Metabolism 2 0,56
Arginine and Proline Metabolism 11 3,09
Fatty Acid Biosynthesis | Unassigned | Unassigned | | 8 2,25
Unassigned

Amino Sugar Metabolism 8 2,25
Taurine and Hypotaurine Metabolism 2 0,56
Aspartate Metabolism | Dipeptide 23 6,46
Glutathione Metabolism 7 1,97
Selenoamino Acid Metabolism 7 1,97
Beta-Alanine Metabolism 13 3,65
Alanine Metabolism | Bile Acid Biosynthesis 10 2,81
Unassigned 77 21,63
Valine, Leucine and Isoleucine Metabolism 2,53
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism 0,56
C5-Branched dibasic acid metabolism | Unassigned | Valine, | 2 0,56
Leucine and Isoleucine Metabolism

Pentose Phosphate Pathway 5 1,40
Inositol Metabolism 5 1,40
Citrate cycle (TCA cycle) | Unassigned 6 1,69
Ascorbate and Aldarate Metabolism 6 1,69
Glutamate Metabolism 9 2,53
Glycerol Phosphate Shuttle 2 0,56
Nicotinate and Nicotinamide Metabolism 9 2,53
Cysteine Metabolism 4 1,12
Inositol Metabolism | Unassigned | Unassigned 3 0,84
Fructose and Mannose Degradation 4 1,12
Sphingolipid Metabolism 2 0,56
Lactose Synthesis 2 0,56
Lysine Metabolism 13 3,65
Dipeptide 4 1,12
Phenylalanine and Tyrosine Metabolism 13 3,65
Pyrimidine Metabolism 14 3,93
Steroidogenesis 3 0,84
Purine Metabolism 17 4,78
Glycine, serine and threonine metabolism 7 1,97
Betaine Metabolism 8 2,25
Tryptophan Metabolism 10 2,81
Histidine Metabolism 14 3,93
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Caffeine Metabolism | Unassigned 1 0,28

Pantothenate and CoA Biosynthesis 1 0,28

Spermidine and Spermine Biosynthesis 1 0,28

Oxidation of Branched Chain Fatty Acids 1 0,28

Ammonia Recycling 3 0,84

Retinol Metabolism 1 0,28

Total 365 100

Anhang 4: Zusammenfassung aller signifikanten Pathways im Plasma

Plasma Anzahl insgesamt davon Nah an | nicht
signifikant Signifikanz | signifikant
(p=0,05) (p=0,08) (p>0,08)

Xenobiotics 7 1 0 6

Arginine and Proline | 11 1 1 9

Metabolism

Fatty Acid Biosynthesis | | 8 1 0 7

Unassigned | Unassigned |

Unassigned

Amino Sugar Metabolism 1 7

Taurine and  Hypotaurine 1 1

Metabolism

Aspartate Metabolism | | 23 8 0 15

Dipeptide

Glutathione Metabolism 7 0 1 6

Selenoamino Acid Metabolism 7 1 0 6

Beta-Alanine Metabolism 13 3 0 10

Alanine Metabolism | Bile Acid | 10 4 0 6

Biosynthesis

Unassigned 77 5 3 69

Valine, Leucine and Isoleucine | 9 1 0 8

Metabolism 4x

Pentose Phosphate Pathway 1 0 4

Glutamate Metabolism 0 1

Nicotinate and Nicotinamide | 9 0 1 8

Metabolism

Cysteine Metabolism 4 1 0

Inositol Metabolism | 1 0

Unassigned | Unassigned

Sphingolipid Metabolism 2 1 0 1

Lactose Synthesis 2 2 0 0

Lysine Metabolism 13 3 0 10

Phenylalanine and Tyrosine | 13 4 0 9

Metabolism

Pyrimidine Metabolism 14 3 2 9

Betaine Metabolism 8 1 0 7

Histidine Metabolism 14 2 0 12

Pantothenate and CoA | 1 1 0 0

Biosynthesis
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Spermidine  and  Spermine | 1 1 0 0
Biosynthesis

Ammonia Recycling 3 3 0 0
Total 283 51 9 223
Total (%) 100 18,02 3,18 78,80

Anhang 5: Zusammenfassung aller assoziierten metabolischen Pathways im Cerebellum (NA= nicht

analysiert)
Cerebellum
Associated Metabolic Pathways 338 gesamt als 100%
Xenobiotics 11 3,25
Aspartate Metabolism | Dipeptide 4 1,18
NA 39 11,54
Glycerol Phosphate Shuttle 4 1,18
Pentose Phosphate Pathway 7 2,07
Glycogen Metabolism | Starch and Sucrose Metabolism 1 0,30
Amino Sugar Metabolism 15 4.44
Glutamate Metabolism 16 4,73
Arginine and Proline Metabolism | Arginine and Proline Metabolism | | 2 0,59
Arginine and Proline Metabolism
Aspartate Metabolism 22 6,51
Alanine Metabolism 17 5,03
Citrate cycle (TCA cycle) | Fatty Acid Biosynthesis 11 3,25
Glutathione Metabolism 2 0,59
Glycine and Serine Metabolism 2 0,59
Ascorbate and Aldarate Metabolism 5 1,48
Nucleotide Sugars Metabolism 6 1,78
C5-Branched dibasic acid metabolism | NA | NA | Valine, Leucine and | 2 0,59
Isoleucine Metabolism
Vitamin B6 Metabolism 2 0,59
Citrate cycle (TCA cycle) | NA | NA | Vitamin K Metabolism 8 2,37
Fatty Acid Biosynthesis 5 1,48
Cysteine Metabolism 4 1,18
Fructose and Mannose Degradation 12 3,55
Homocysteine Degradation 2 0,59
Sphingolipid Metabolism 2 0,59
Phospholipid Biosynthesis 2 0,59
Inositol Metabolism 3 0,89
Galactose Metabolism | Glycogen Metabolism | Lactose Synthesis | | 4 1,18
Trehalose Degradation
Dipeptide 6 1,78
Arginine and Proline Metabolism 12 3,55
Spermidine and Spermine Biosynthesis 1,18
Nicotinate and Nicotinamide Metabolism 2,07
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Phenylalanine and Tyrosine Metabolism 8 2,37
Pantothenate and CoA Biosynthesis 2 0,59
Pyrimidine Metabolism 12 3,55
Tryptophan Metabolism 6 1,78
Purine Metabolism 2x 29 8,58
Steroid Biosynthesis 1 0,30
Valine, Leucine and Isoleucine Metabolism 10 2,96
Betaine Metabolism 5 1,48
Histidine Metabolism 8 2,37
Glycine, serine and threonine metabolism 5 1,48
Carnitine Synthesis 2 0,59
Methionine Metabolism 3 0,89
Ammonia Recycling 4 1,18
Bile Acid Biosynthesis 2 0,59
Taurine and Hypotaurine Metabolism 2 0,59
Total 338 100

Anhang 6: Zusammenfassung aller signifikanten Pathways im Cerebellum (NA=nicht analysiert)

Cerebellum Anzahl davon Nah an | nicht
insgesamt | signifikant Signifikanz signifikant
(p=0,05) (p=0,08) (p>0,08)
NA 39 1 0 38
Glycerol Phosphate Shuttle 4 1 0 3
Amino Sugar Metabolism 15 2 0 13
Purine Metabolism 29 2 1 26
Valine, Leucine and Isoleucine | 10 1 0 9
Metabolism
Methionine Metabolism 3 1 0 2
Total 100 8 1 91
Anhang 7: Zusammenfassung der im Diagramm dargestellten Signifikanzen
Diagramm Plasma Diagramm Cerebellum
Metabolite Gesamt | 365 100% Metabolite 338 100%
Gesamt
Signifikant 51 13,97 Signifikant 8 2,37
Nah an 9 2,47 Nah an | 1 0,30
Signifikanz (p<0,08) Signifikanz
(p=0,08)
Nicht 305 83,56 Nicht signifikant 329 97,33
signifikant
Diagramm Diagramm
Pathways Gesamt 43 100% Pathways 45 100%
Gesamt
Signifikant 27 62,79 Signifikant 13,33
Nah an Signifikanz | 3 6,98 Nah an 0
(p<0,08) Signifikanz
(p<0,08)
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Nicht 13 30,23 Nicht signifikant 39 86,67
signifikant
Diagramm Diagramm
Metabolite 283 100% Metabolite 100 100%
Signifikant 51 18,02 Signifikant 8 8
Nah an Signifikan | 9 3,18 Nah an | 1 1
(p<0,08) Signifikanz

(p=0,08)
Nicht signifikant 223 78,80 Nicht signifikant 91 91

Anhang 8: Metabolite des Plasmas mit Pathways, FoldChanges (FC) und Signifikanzen fiir den Vergleich
der WT jeweils mit den Mutanten SCA3 YAC, PARK2 ko und dm-YAC/PARK. Die grau hinterlegten Zahlen
markieren die Signifikanzen (NA=nicht analysiert)

Metabolit Path- WT vs. SCA3 YAC WT vs. PARK2 ko WT vs. dm-YAC/PARK
way

FC | FC | p= p= FC | FC | p= p= FC | FC | p= p=
2 12 2 12 2 12 2 12 2 12 2 12
Mo Mo [Mo [Mo Mo |Mo | Mo [ Mo [ Mo | Mo | Mo | Mo
nat |nat | nat | nat | nat | nat | nat | nat | nat | nat | nat | nat

e e e e e e e e e e e e
3- NA o4 (17 (00 |05 (05 |11 |00 |09 |06 |15 |04 |08
Hydroxypicol 6 5 203 | 515 | 9 7 984 | 998 | 7 6 075 | 862

inic-acid
Creatinine Arginin {09 (06 |09 |00 |11 |08 |07 |09 |09 |08 |09 |03
e and 2 8 821 | 362 | 2 3 403 | 916 | 9 2 996 | 185
Proline
Metab
olism
3- Valine, | 20 |07 |00 (06 |16 |06 |01 |02 (21 |09 |00 |09
Hydroxybuty | Leucin | 3 3 325 | 511 | 5 0 581 | 272 | 3 6 504 | 860
ric-acid e and
Isoleuc
ine

Metab
olism
Thymidine Pyrimi | 1,3 (08 |08 |06 (23 |06 |00 [02 |15 |07 |04 |02
dine 5 6 536 | 314 | 8 8 378 | 100 | 5 4 075 | 893
Metab
olism
5-AMP | Alanin 114 (04 (08 |03 |28 |09 (00 (09 |23 |09 |02 |09
dGMP e 1 9 991 | 556 | 4 3 203 (385 | 0 1 407 | 703
Metab
olism |
Purine
Metab
olism
L-Citrulline Aspart |12 |13 |09 |06 |11 114 (09 |04 |15 |18 |01 |00
ate 3 7 886 | 281 | 6 6 186 | 957 | O 0 411 | 234
Metab
olism
L-Aspartic- Aspart |09 (13 |09 |05 |10 |12 |09 |05 |15 |13 |00 |03
acid ate 4 0 933 | 084 | 6 7 933 | 746 | 8 7 378 | 185
Metab
olism
D- Inositol | 1,3 |16 |04 | 0,0 | 11 1,5 [ 0,9 | 01 14 (18 (0,0 | 0,0
Glucuronic- Metab | 7 5 075 | 666 | 1 6 633 | 375 | 8 5 279 | 209
acid | D- olism |
Galacturonic | Unassi
-acid | gned |
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Galacturonic | Unassi
-acid gned
5-AMP | Alanin 1,5 ({06 (09 |06 |22 |11 (01 |09 |28 |12 |00 |09
dGMP e 3 5 186 | 528 | 1 1 964 | 999 | 6 5 061 | 993
Metab
olism |
Purine
Metab
olism
UMP Lactos |13 |07 |08 (09 |17 |08 |01 (09 (19 |09 |00 |09
e 2 7 991 | 019 7 255 | 984 | 8 8 073 | 999
Synthe
Sis
Malonic-acid | Fatty 40 (10, (0,2 |05 |22 |25 |04 |04 |11, |71 |00 |00
Acid 6 50 178 | 915 | 7 8 395 | 699 | 22 6 203 | 497
Biosynt
hesis
Argininosucc | Aspart | 1,3 (0,7 | 0,5 |04 16 [ 0,7 10,3 |05 |20 1,2 10,0 | 0,9
inic-acid ate 6 7 739 | 373 | 0 7 181 | 746 | 5 4 203 | 770
Metab
olism
Lysine Lysine |16 |16 |09 |04 |12 |16 (08 |05 |21 1,9 [ 0,0 | 01
Metab | 2 8 985 | 855 | 7 3 774 | 746 | 9 6 437 | 338
olism
L-Cysteine- Cystei (19 |07 |00 (08 |11 1.6 (09 |08 |19 |21 |00 |06
S-sulfate ne 8 2 665 | 789 | 7 8 821 | 417 | O 2 239 | 353
Metab
olism
Lysine Lysine | 1,3 |14 |09 |06 | 1,1 1,3 (08 |07 |17 |14 |00 |02
Metab | 5 0 965 | 380 9 278 | 048 | 8 378 | 064
olism
Cinnamic- NA 12 (09 (07 |10 |13 |07 |06 |05 |24 |13 |00 |09
acid 6 9 403 | 000 | 4 7 421 | 482 | 8 7 124 | 398
Nicotinamide | Nicotin |09 |08 |09 (07 (12 |09 |08 [09 (17 |13 |00 |04
ate 4 2 933 (959 | O 8 278 | 969 | 4 1 437 | 112
and
Nicotin
amide
Metab
olism
Dihydrouraci | Beta- 2,1 12 (01 |09 |18 |07 |02 (04 |18 |12 |00 |09
I 1- Alanin | 2 0 113 | 241 3 407 | 699 | 8 6 437 | 999
Methylhydan | e
toin Metab
olism |
Unassi
gned
2- Seleno {18 (09 (01 |09 |13 [0,7 |05 |08 |20 {12 |00 |04
Oxobutyric- amino 0 3 411 | 977 | 6 5 739 792 | 0 2 104 | 851
acid Acid
Metab
olism
3- Unassi {25 |09 |01 |09 (16 |05 |05 |02 |21 1,0 [ 0,0 | 0,9
Methylcroton | gned | 2 2 581 | 820 | 4 2 058 | 452 | 7 8 437 | 987
yl-glycine | Unassi
N- gned
Tiglylglycine
Biotin Alanin 10 (09 (09 |09 |13 |09 (05 |09 |17 |13 |00 |08
e 5 5 933 [ 402 | 5 0 739 | 257 | 2 5 437 | 700
Metab
olism
Phenylalanin | Phenyl {10 |10 (09 |09 |11 (09 |06 |09 (14 |12 |00 |06
e alanine | 6 3 358 | 680 | 8 8 421 | 946 | 6 1 437 | 232
and
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Tyrosin
e

Metab
olism
3- Valine, | 25 {13 |01 (08 |24 |08 |06 |06 |36 |10 |00 |09
Hydroxybuty | Leucin | 5 581 | 854 | 5 1 421 | 795 | 9 0 437 | 703
ric-acid e and
Isoleuc
ine
Metab
olism
N-Acetyl-L- NA 09 |13 |09 |09 (13 (11 |06 |09 |17 (11 |00 |1,0
alanine 8 1 886 | 460 | 9 3 421 | 687 | 5 2 378 | 000
Isoleucine | Valine, | 1,1 1,2 {09 |06 |11 1,1 (0,7 |09 |15 |14 |00 |02
Leucine | L- Leucin | 2 0 358 | 148 | 8 4 710 | 115 | 4 2 437 | 302
Norleucine e and
Isoleuc
ine
Metab
olism
Xenobi
otics
N-N- Betain |15 |12 |01 (08 |14 |08 |04 |08 (23 |14 |00 |03
Dimethylglyc | e 4 5 964 | 257 | 6 2 723 | 960 | O 8 051 | 999
ine Metab
olism
3-Amino-3- Phenyl | 1,1 1,1 (08 |09 |13 |09 |06 (09 |17 |14 |00 |05
4- alanine | 7 5 991 | 927 | 8 9 081 | 984 | 9 4 378 | 213
hydroxyphen | and
yl-propanoic- | Tyrosin
acid | e
Tyrosine Metab
olism |
Phenyl!
alanine
and
Tyrosin
e
Metab
olism
2- Pyrimi | 6,8 (17 |00 |08 (27 |08 |04 (10 {83 |23 [00 |03
Aminoisobut | dine 5 0 665 | 486 | 7 5 395 | 000 | 1 4 073 | 021
yric-acid | Metab
Aminobutyric | olism |
-acid Unassi
gned
Histidine Ammo |10 (11 |09 |08 |10 (10 (08 |09 |14 (12 |00 |0,2
nia 2 0 933 | 854 | 8 3 774 | 946 | O 3 173 | 646
Recycli
ng
UMP Lactos |12 |07 |09 (05 |16 |08 |01 (08 (19 |09 |00 |09
e 9 2 186 | 348 | 8 1 411 [ 792 | 9 7 203 | 978
Synthe
Sis
Lysine Lysine |13 (12 |09 |07 (12 |13 |06 |06 |18 |15 |00 |02
Metab | 2 8 738 | 613 | 4 5 756 | 011 | 2 5 239 | 248
olism
Arginine Aspart |11 |11 |09 |09 |14 (12 |02 |06 (16 |13 |00 |02
ate 0 1 738 | 566 909 | 795 | 3 0 239 | 988
Metab
olism
Panthenol Pantot | 0,2 {14 |02 (09 |01 |04 |00 (05 |01 1,1 [ 0,0 | 1,0
henate | 6 6 178 | 710 | 9 7 504 | 746 | O 7 203 | 000
and
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CoA
Biosynt
hesis

5-Deoxy-5-
methyilthio-
adenosine

Spermi
dine
and
Spermi
ne
Biosynt
hesis

0,9
985

0,1

0,5
058

0,9
762

0,0
437

0,7
106

Triethanola
mine

NA

0,2
407

0,9
998

0,3
181

0,8
611

0,0
173

0,9
827

Cytidine

Pyrimi
dine
Metab
olism

0,9
933

0,9
554

0,7
084

0,8
792

0,0
437

0,9
240

Phenylalanin
e

Phenyl
alanine
and
Tyrosin
e
Metab
olism

0,9
633

0,9
968

0,7
403

0,7
997

0,0
378

0,8
248

Leucine | L-
Norleucine

Valine,
Leucin
e and
Isoleuc
ine
Metab
olism |
Xenobi
otics

0,7
403

0,8
070

0,6
756

0,9
993

0,0
104

0,5
132

Tyrosine

Phenyl!
alanine
and
Tyrosin
e
Metab
olism

0,8
991

0,9
690

0,3
765

0,9
946

0,0
325

0,2
617

3-
Ureidopropio
nic-acid

Beta-
Alanin
e
Metab
olism

0,2
178

0,9
934

0,9
738

0,3
047

0,0
378

0,9
727

Histidine

Ammo
nia
Recycli
ng

0,9
358

0,7
123

0,8
002

0,9
115

0,0
203

0,1
576

L-Glutamine
| D-
Glutamine

Aspart
ate
Metab
olism |
Glutam
ate
Metab
olism

0,7
084

0,8
630

0,3
181

0,9
993

0,0
378

0,7
373

L-Citrulline

Aspart
ate
Metab
olism

0,4
723

0,8
699

0,4
395

0,8
213

0,0
173

0,0
434

L-Citrulline

Aspart
ate
Metab
olism

0,7
084

0,9
995

0,6
756

0,9
257

0,0
239

0,1
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O-
Phosphoryle
thanolamine

Sphing
olipid
Metab
olism

0,9
358

0,2
399

0,1
765

0,6
275

0,0
437

0,7
429

Anhang 9: Metabolite des Cerebellums mit Pathways, FoldChanges (FC) und Signifikanzen fiir den

Vergleich der WT jeweils mit den Mutanten SCA3 YAC, PARK2 ko und dm-YAC/PARK. Die grau
hinterlegten Zahlen markieren die Signifikanzen

Metabolit Path- | WT vs SCA3 YAC WT vs PARK2 ko WT vs dm-YAC/PARK
way
FC | FC | p= p= FC | FC | p= p= FC | FC | p= p=
2 12 2 12 2 12 2 12 2 12 2 12
Mo Mo Mo |Mo [Mo (Mo |[Mo |Mo | Mo | Mo | Mo | Mo
nat | nat | nat nat nat | nat nat | nat nat nat | nat nat
e e e e e e e e e e e e
3-Hydroxy- | Valine | 10 |09 |06 |06 (10 (10 (00 (06 |10 |09 |00 |06
3- , 6 6 756 | 853 | 8 1 325 | 666 | 6 3 866 | 990
methylgluta | Leuci
ric-acid ne
and
Isoleu
cine
Metab
olism
Glycerol-3- | Glyce |08 (10 |08 |02 (09 |09 |04 (08 |10 |09 (0,0 |09
phosphate | rol 5 5 991 | 208 | 6 6 889 | 316 | 3 3 258 | 164
Phosp
hate
Shuttl
e
N-Acetyl- Amino {04 |08 (03 |08 |07 |07 |09 |0, 08 |06 (08 |00
D- Sugar | 7 2 615 | 322 | 2 6 912 | 092 | 5 6 774 | 441
glucosamin | Metab
e| N- olism
Acetylman | |
nosamine | | Amino
N- Sugar
Acetylgalac | Metab
tosamine olism
| NA
Aspartylgly | Amino | 1,2 |10 |06 |03 [13 |11 00 |06 (12 |13 |00 |04
cosamine Sugar | 9 8 756 | 865 | 3 8 665 | 795 | 9 2 437 | 831
Metab
olism
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Anhang 10: Metabolite im Plasma im Vergleich zwischen dm-YAC/PARK und SCA3 YAC mit H6he der
FoldChanges (FC) und Angabe der Signifikanz in p zu den Zeitpunkten 2 und 12 Monate. Die grau
hinterlegten Zahlen markieren die Signifikanzen

Metabolite FC FC p= p=
Plasma 2 Monate 2 Monate 2 Monate 12 Monate
dm-YAC/PARK vs SCA3

YAC

Taurine 1,25 1,03 0,0147 0,9809
L-Aspatrtic-acid 1,68 1,05 0,0173 0,9691
N-Acetyl-a-D-glucosamine- | 1,72 1,16 0,0203 0,7861
1-phosphate | N-Acetyl-D-

glucosamine-6-phosphate

L-Cysteine 2,07 1,17 0,0147 0,4207
D-Ribulose-5-phosphate | | 1,80 1,21 0,0437 0,9536
D-Xylulose-5-phosphate |

D-Ribose-1-phosphate | D-

Ribose-5-phosphate

5-AMP | dGMP 1,87 1,94 0,0437 0,4799
Nicotinamide 1,84 1,60 0,0866 0,0256
N-Acetyl-L-alanine 1,79 0,86 0,0147 0,9461
Methylimidazoleacetic-acid | 0,15 2,11 0,0088 0,2542
Imidazolelactic-acid 0,88 1,65 0,8278 0,0310
Histidine 1,38 1,13 0,0378 0,5594
Lysine Metabolism 1,61 1,62 0,1255 0,0325
N-Acetyl-L-asparagine 0,84 1,61 0,9186 0,0272

Anhang 11: Metabolite im Plasma im Vergleich zwischen dm-YAC/PARK und PARK2 ko mit Hbhe der
FoldChanges (FC) und Angabe der Signifikanz in p zu den Zeitpunkten 2 und 12 Monat. Die grau
hinterlegten Zahlen markieren die signifikanten Bereiche

Metabolite FC FC p= p=
Plasma 2 Monate 2 Monate 2 Monate 12 Monate
dm-YAC/PARK vs.

PARK2 ko

Carnosine 0,70 0,21 0,4395 0,0391
Alanine 1,41 1,09 0,0437 1,0000

Anhang 12: Metabolite im Cerebellum im Vergleich zwischen dm-YAC/PARK und SCA3 YAC mit Héhe der
FoldChanges (FC) und Angabe der Signifikanz in p zu den Zeitpunkten 2 und 12 Monate. Die grau
hinterlegten Zahlen markieren die Signifikanzen

Metabolite FC FC p= p=
Cerebellum 2 Monate 2 Monate 2 Monate 12 Monate
dm-YAC/PARK vs.

SCA3 YAC

Adenosine 0,98 , 0,0239 0,6174
Guanine 1,68 , 0,7858 0,0442

Anhang 13: Patienten (MT) mit PD-Medikation. Aufgelistet ist die jeweilige Patienten ID, Geschlecht, Alter
zum Zeitpunkt der Probenentnahme, eingenommene PD-Medikament(e), SARA 7, INAS 10

Pat. ID Geschlecht Alte | PD-Medikation SARA ITEM 7 INAS 10
r Rigor

Lo59 m 59 Levodopa Rechts 1 unbekannt
Links 2
Insg. 1,5

Lo26 m 48 Trihexyphenidy! Rechts 3 unbekannt
Links 3
Insg. 3
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Tus 46 Ropinorol, Levodopa, | Rechts 1 unbekannt
Rotigotin, Amantadine, | Links 2
Madopa Insg. 1,5
Co1 68 Amantadine Nur follow up unbekannt
Rechts 1
Links O
Insg. 0,5
Co4 73 Amantadine Rechts 1 nein
Links 1
Insg. 1
Cob 63 Parkadina Rechts 0 nein
Links O
Insg. 0
Co7 59 Parmipexole Rechts 2 unbekannt
Links 3
Insg. 2,5
Co8 56 Amantadine, Rechts 0 unbekannt
Pramipexol Links 1
Insg. 0,5
Co9 44 Amantadine Rechts 1 nein
Links 1
Insg. 1
Co11 37 Trihexyphenidyl, Rechts 4 unbekannt
Biperiden Links 4
Insg. 4
Co13 60 Amantadine Rechts 2 nein
Links 2
Insg. 2
Co15 27 Amantadine, Levodopa, | Rechts 4 ja
Carbidopa, Links 4
Trhexyphenidyl Insg. 4
Co16 48 Amantadine Rechts 2 nein
Links 2
Insg. 2
Co17 37 Parkadina, Pramipexole | Rechts 1 ja
Links 2
Insg. 1,5
Co18 54 Amantadine Rechts 4 nein
Links 4
Insg. 4
Co20 39 Ropinirole Rechts 0 nein
Links 1
Insg. 0,5
Co22 40 Amantadine, Rechts 1 nein
Trihexyphenidyl Links 2
Insg. 1,5
Co24 46 Amantadine Nur follow up nein
Rechts 1
Links 1
Insg. 1
Lo7 32 Levodopa/Benserazide | Rechts 3 nein
hydrochlorid Links 3
Insg. 3
Lo9 41 Ropinirol Rechts 3
Links 3 nein
Insg. 3
Lo11 53 Pramipexole Rechts 0 nein
Links 2
Insg. 1
Lo16 53 Pramipexole Rechts 1 nein
Links 3
Insg. 2
Lo18 57 Amantadin Rechts 1 nein
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Links 1

Insg. 1
Lo31 48 Ropirinole Rechts 1 nein
Links 1
Insg. 1
Bo1 61 Levodopa/B-Neurax, Rechts 2 nein
Pramipexole Links 1
Insg. 1,5
Bo12 56 Levodopa/Benserazid Rechts 2 ja
Links 2
Insg. 2
Bo14 46 Pramipexole Rechts 0 nein
Links 1
Insg. 0,5
Bo17 52 Rotigotine Rechts 1 nein
Links 1
Insg. 1
Bo27 52 Pramipexole, Metodura | Rechts 1 nein
Links O
Insg. 0,5
Bo30 60 Isicom Rechts 0 nein
Links 1
Insg. 0,5
Lo55 53 Ropirinole Rechts 4 unbekannt
Links 4
Insg. 4
Co33 56 Amantadine Rechts 1 ja
Links 2
Insg. 1,5
Co35 33 Amantadine Rechts 0 ja
Links 1
Insg. 0,5
Co37 63 Pramipexole Rechts 0 ja
Links 1
Insg. 0,5
Co38 53 Amantadine Rechts 1 ja
Links 2
Insg. 1,5
Co39 39 Levodopa, Carbidopa, | Rechts 3 ja
Selegiline Links 3
Insg. 3
Co50 56 Rotigotin, Levodopa Rechts 1 nein
Links 1
Insg. 1
Co51 55 Amantadine Rechts 1 nein
Links 1
Insg. 1
Cob52 55 Levodopa, Rechts 2 nein
Tryhexiphenidy! Links 3
Insg. 2,5
Az2 38 Carbidopa/Levodopa, Rechts 0 nein
Trihexypehnidyl Links O
Insg. 0
Az43 49 Carbidopa/Levodopa, Rechts 0 nein
Ropinirol Links O
Insg. 0
Az59 46 Carbidopa/Levodopa, Rechts 3 unbekannt
Trihexyphenidyl Links 3
Insg. 3
Tu32 51 Pregubalin, Tramadol, | Rechts 2 unbekannt
Madopa Links 2
Insg. 2
Bo43 52 Levodopa Rechts 0 nein
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Links 2
Insg. 1

Lo72

62

Levodopa/Benserazid

Rechts 3
Links 3
Insg. 3

unbekannt

Bo52

72

Pramipexole

Rechts 1
Links 1
Insg. 1

nein

Bo68/Bo10 | m

58

Pramipexole (Sifrol)

Rechts 2
Links 2
Insg. 2

nein

Co70

58

Levodopa

Rechts 3
Links 3
Insg. 3

unbekannt

Co72

unbekannt

unb
eka
nnt

Ropirinole

Rechts 0
Links 1
Insg. 0,5

nein

Anhang 14: Patienten (MT) mit PD-Medikation. Aufgelistet sind die zugehérigen Pat. ID, INAS 13, RLS
ja/nein und Medikation ja/nein, Parkinlevel, SNPs fiir PARK2

Pat. ID | INAS 13 RLS RLS Parkin SNPs SNPs SNPs
Ruhetremor Ja/nein Medikation Proteinlevel | PARK2 | PARK2 PARK2
ja/nein Exon 4 | Exon 10 | Exon 11
Lo59 Unbekannt nein nein 385,53 G/G C/IG G/G
Lo26 Unbekannt nein nein 20,14 G/G G/G G/G
Tu5 Unbekannt ja ja 27,60 G/IG G/IG G/G
Co1 unbekannt nein nein 12,81 G/G CIG G/G
Co4 nein nein nein 15,50 G/G G/G G/G
Cob nein nein nein 17,68 G/G C/IG G/G
Co7 unbekannt nein nein 2,99 G/G G/G G/G
Co8 unbekannt ja ja 3,17 AIG G/IG G/G
Co9 nein ja nein 8,03 G/IG G/IG GIG
Co11 unbekannt nein nein - G/G G/G G/G
Co13 nein ja nein 29,22 G/IG C/G G/IG
Co15 nein nein nein - G/G G/G G/G
Co16 nein unbekannt nein 16,83 G/G G/G G/G
Co17 nein ja ja 43,04 G/IG G/G G/G
Co18 ja nein nein 128,92 G/IG G/IG GIG
Co20 nein ja ja 93,63 G/IG C/G G/G
Co22 nein nein nein 1,48 G/G G/G G/G
Co24 nein unbekannt nein - G/G G/G G/G
Lo7 nein nein nein 22,18 G/G G/G G/G
Lo9 nein ja ja - G/IG C/G G/G
Lo11 nein ja nein 0,64 A/IG C/IG G/G
Lo16 nein ja ja 68,84 G/IG G/IG G/G
Lo18 nein ja ja 37,14 G/IG C/G G/G
Lo31 nein ja ja 21,01 G/IG C/G G/G
Bo1 nein ja ja 125,05 G/IG G/G G/G
Bo12 nein nein nein 15,12 G/G G/G G/G
Bo14 nein ja ja 102,26 G/IG C/IG G/G
Bo17 nein ja ja 31,00 G/IG G/IG G/G
Bo27 nein nein nein 1,90 G/G CIG G/G
Bo30 nein nein nein 7,53 G/G G/G G/G
Lo55 unbekannt nein nein 2999,61 - - G/G
Co33 nein nein nein 13,25 G/G C/IG G/G
Co35 nein nein nein 43,42 G/G G/G G/G
Co37 nein Ja ja 409,45 G/IG C/C G/G
Co38 nein nein nein 86,48 G/G G/G G/G
Co39 nein nein nein 823,93 G/G G/G G/G
Co50 nein nein nein 48,81 G/G C/IG G/G
Co51 nein nein nein 6,79 G/G CIG AIG
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Co52 nein nein nein - G/G CIG G/G
Az2 nein nein nein - G/G G/G G/G
Az43 nein nein nein 27,91 - - G/G
Az59 unbekannt nein nein - G/G G/G G/G
T(32 unbekannt ja ja 27,14 G/IG C/G A/G
Bo43 nein ja ja 40,01 G/IG G/IG G/G
Lo72 unbekannt nein nein 16,63 G/A G/G G/G
Bo52 nein ja ja 4,17 GI/IG G/IG AIG
Bo68/ | ja nein nein 3,68 G/IG G/IG G/G
Bo10

Co70 unbekannt nein nein 2,53 G/G G/G G/G
Co72 nein nein nein 1,66 G/G G/G G/G
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