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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Spinocerebelldre Ataxie Typ 3

Die Spinocerebellire Ataxie Typ 3 (SCA3) ist eine autosomal dominant vererbte
neurodegenerative Erkrankung, die erstmals zwischen 1972 und 1976 beschrieben wurde
(Nakano et al., 1972; Rosenberg et al., 1976; Woods & Schaumburg, 1972). Sie ist die
weltweit am hdufigsten vorkommende autosomal dominant vererbte Ataxie (Bettencourt
& Lima, 2011; Paulson, 2007). Die SCA3 gehort zu den Spinocerebelldren Ataxien. Diese
sind von weiteren Ataxie-Definitionen abzugrenzen. Der Begriff ,,Ataxie* beschreibt
einerseits eine Gangstorung, andererseits lassen sich cerebelldre Ataxien von sensiblen
Ataxien unterscheiden. Dabei wird der Ursprung - im Kleinhirn oder in den sensorischen
Afferenzen aus der Peripherie - unterschieden. Mittlerweile sind mehr als 40 Subtypen an

Spinocerebelldren Ataxien beschrieben worden (NeuromuscularDiseaseCenter, 2024).
1.1.1 Einordnung der SCA3 in Polyglutamin-Erkrankungen

Bei der Spinocerebelldren Ataxie Typ 3 handelt es sich um eine Polyglutamin-
Erkrankung bzw. eine CAG-Wiederholungs-Erkrankung. Aufler der SCA3 lassen sich 5
weitere Ataxien (SCAIL, 2, 6, 7 und 17) der Poly-Q-Gruppe zuordnen. Ebenfalls zdhlen
die Huntington-Erkrankung (HD), die Spinobulbdre Muskelatrophie (SBMA) sowie die
Dentatorubro-Pallidolysische Atrophie (DRPLA) dazu (Riess et al., 2008). Neu
hinzugekommen ist die Huntington Disease-like 2 als 10. Erkrankung (Costa Mdo &
Paulson, 2012). Alle diese werden autosomal dominant vererbt. Eine Ausnahme stellt die
SBMA dar, welche autosomal rezessiv vererbt wird (Finkel et al., 2017).

Die groBte Gemeinsamkeit besteht im Vorliegen einer Polyglutamin-Kette im
Erkrankungsprotein, die sich aus einer vorliegenden CAG-Wiederholung im codierenden
Abschnitt des betroffenen Gens ergibt. Dadurch neigen alle Erkrankungsproteine zur
Fehlfaltung und der Bildung von Aggregaten sowie Inklusionen in den Zellen bzw.
Zellkernen des zentralen Nervensystems (ZNS). Es wird von einem daraus resultierenden
toxischen Funktionsgewinn ausgegangen. Die Krankheitsproteine werden bei allen

Krankheitsbildern mit Ausnahme der SCA6 und der SBMA ubiquitir im ZNS exprimiert.
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Bei allen Entititen zeigt sich eine selektive ZNS-Degeneration. Die Verdnderungen
zeigen sich fiir jede Erkrankung in spezifischen Bereichen und Zelltypen. Die Pathologie
und klinische Symptomatik sind spezifisch fiir die jeweilige Erkrankung aufgrund der
unterschiedlichen Proteinfunktionen. Es ist daher essenziell, die physiologische Funktion
der Erkrankungsproteine zu kennen, um die pathologischen Verdanderungen zu verstehen.
Dennoch besteht die Moglichkeit, dass therapeutische Ansitze fiir eine der Krankheiten
auf die anderen des Formenkreises iibertragen werden konnen (Costa Mdo & Paulson,

2012; Rodrigues et al., 2007).

1.1.2 Klinik und Diagnose der SCA3

Das Wort Ataxie leitet sich vom Griechischen ,,Ataxia“ ab, was so viel wie ,,in
Unordnung® bedeutet. Konkret liegt eine Koordinationsstorung vor, die sich auf die
verschiedenen motorischen Systeme auswirkt. Es ist festzuhalten, dass die Klinik sehr
variabel ausfallen kann.

Anfangs zeigt sich meist eine progressive Gangstorung. Dysarthrie und Dysphagie sind
hiufige Symptome, die im Verlauf eine Kachexie bewirken. Dariiber hinaus fillt es den
Patientlnnen zunehmend schwer, gezielte Folgebewegungen auszufiihren. Im Verlauf
entwickelt sich oft eine okulomotorische Komponente wie die Entwicklung eines
Nystagmus, verlangsamte Sakkaden oder entkoppelte Bewegungen der Augen mit daraus
resultierenden Doppelbildern sowie ein Exophthalmus. Im fortgeschrittenen
Krankheitsstadium konnen eine Ophthalmoplegie sowie fazial-linguale Faszikulationen
auftreten. Haufig kommt das Restless-Legs-Syndrom vor. Ebenso kann das vestibulére
System betroffen sein, was zu Gleichgewichtsproblemen fiihrt und die Gangunsicherheit
aggravieren kann. Peripher zeigt sich bei manchen Betroffenen eine sensorische und
motorische Polyneuropathie. Starke kognitive Einschrinkungen kommen dagegen
weniger vor. Nur selten entwickelt sich eine leichte Demenz (Bettencourt & Lima, 2011;
Fowler, 1984; Klockgether et al., 1999; Paulson, 2012; Paulson & Shakkottai, 1993; Riess
et al., 2008; Rosenberg, 1992; Schols et al., 1998).

Das durchschnittliche Ausbruchsalter der Erkrankung liegt zwischen 30 und 50 Jahren.
Im Verlauf von 10 — 20 Jahren nach Ausbruch verstérkt sich die Symptomatik immer

weiter. Die Patientlnnen werden immobil und sind an den Rollstuhl gebunden, bis sie



Einleitung

spater bettldgerig werden. Die SCA3 verlduft 20-25 Jahre nach Ausbruch letal (Kieling
et al.,, 2007). Terminal entwickeln sich oft Pneumonien, Dehydratation und ein

Gewichtsverlust aufgrund der Schluckstérungen (Diallo et al., 2018; Rub et al., 2006)

»Spinocerebelldr” beschreibt die Lokalisation der zugrundeliegenden Schidigung im
ZNS. Hauptsichlich liegt diese ndmlich im Cerebellum (Rosenberg, 1992). Die
Gewebsverdanderungen zeigen sich makroskopisch in der Bildgebung. In der
Magnetresonanztomographie (MRT) konnte eine Abnahme des Hirnvolumens der
Patientlnnen festgestellt werden. Genauer gesagt handelte es sich dabei um das
Cerebellum, den Hirnstamm und das Putamen sowie das Striatum, also Anteile der
Basalganglien. Es konnte keine Korrelation zwischen der CAG-Wiederholungsanzahl
und dem Ausmall der Volumenverringerung festgestellt werden (Klockgether et al.,
1998).

Mikroskopisch entspricht dem eine Degeneration der Kleinhirnrinde mit Verlust der
Purkinjezellen. Ebenso findet sich der Neuronenuntergang im Nucleus dentatus, der
Substantia Nigra sowie in kranialen motorischen Nuclei wie auch im Pallidum und im
Striatum (Durr et al., 1996; Takiyama et al., 1994). Aulerdem tritt eine Gliose auf
(Rosenberg, 1992).

»Spinalis® bezieht sich auf das Riickenmark. Die Bewegungsprogramme und Plidne aus
dem Kleinhirn werden iiber die spinocerebelldren Bahnen ins Riickenmark weitergeleitet,
um von dort auf die Muskulatur {ibertragen zu werden. Auf spinaler Ebene wurden im
Vorderhorn des Riickenmarks histologische Verdnderungen mit Degeneration der
Motoneuronen gefunden. AuBBerdem liel sich eine Demyelinisierung des Hinterstrangs,
des lateralen kortikospinalen Trakts sowie des spinothalamischen Strangs feststellen

(Rosenberg, 1992).

Die Kriterien zur klinischen Diagnose wurden erstmals 1980 definiert (Lima & Coutinho,
1980). Es gibt verschiedene Scores, die anhand von Untersuchungen zu einer Punktzahl
kommen, die die individuelle Schwere der Symptomatik einstuft. Hauptsdchlich werden
der SARA-Score (Scale for the Assessment and Rating of Ataxia) sowie der INAS-Score

(Inventory of Non-Ataxia Symptoms) verwendet.



Einleitung

Der SARA-Score, der 2006 entwickelt wurde, evaluiert die motorischen Symptome
anhand der folgenden Merkmale: Gang, Stand, Sitzen, Sprechen, Finger-Folge-Versuch,
Finger-Nase-Versuch, Diadochokinese und Knie-Hacke-Test. Die ProbandInnen fiihren
den Kriterien entsprechende motorische Aufgaben aus und werden durch den bzw. die
UntersucherIn mit einer Punktzahl eingestuft (Schmitz-Hubsch et al., 2006). Es kann eine
Punktzahl von 0 bis 40 erreicht werden, wobei 0 die Abwesenheit von Ataxie und 40 eine
maximal ausgepriagte Symptomatik bedeutet. Es findet eine Trennung tatsdchlich
ataktischer (Score >3) von pri-ataktischen (Score <3) Mutationstrigerlnnen statt.
Anhand dieser kann initial der Beginn und das Vorliegen der Ataxie gemessen und spéater
der individuelle Verlauf der Erkrankung erfasst werden. Der Score soll die
Beobachtungen des Untersuchers/ der Untersucherin objektivieren. Dennoch kdnnen
Unterschiede in der Bewertung genauso wie eine individuelle Streuung durch die
Tagesform des Patienten/ der Patientin vorliegen. Wichtig wird dies in Bezug auf die

Beurteilung von Therapieversuchen bei PatientInnen.

Der INAS-Score dagegen beurteilt die Symptome, die nicht der Ataxie selbst geschuldet
sind. Es gibt 30 Untersuchungsmerkmale, die den folgenden 16 Symptomen oder
Syndromen zugeordnet werden: Areflexie, Hyperreflexie, Babinski-Reflex, Spastizitit,
Rigor, Amyotrophie, Faszikulationen, Myoklonien, Chorea, Dystonie, Ruhetremor,
sensorische Beschwerden, okulomotorische Symptome des Hirnstamms (horizontale und
vertikale Ophthalmoplegie, verlangsamte Sakkaden), Blasendysfunktion und kognitive
Einschriankungen. So wird eine Punktzahl zwischen 0 und 16 vergeben (Schmitz-Hubsch

et al., 2008).

1.1.3 Epidemiologie der SCA3

Die SCA3 ist eine seltene Krankheit (Paulson & Shakkottai, 1993). Es ldsst sich ein
eindeutiger Trend hinsichtlich der geographischen Verteilung erkennen. So erfolgte die
Erstbeschreibung in portugiesischen Familien der Azorischen Insel Sao Miguel (Nakano
etal., 1972), wo auch die hochste Privalenz mit 23-39/ 100.000 zu verorten ist (DeAraujo,
2016).
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Die beschriebenen Familien trugen die Namen Machado, Thomas und Joseph, woraus
1980 der anfingliche Name Machado Joseph Disease (MJD) durch Coutinho et al.
vergeben wurde (Lima & Coutinho, 1980). Besonders héufig findet sich die SCA3 - auller
in Portugal (Silveira et al., 2002) - in Japan (Shibata-Hamaguchi et al., 2009) und in
Brasilien (Jardim et al., 2001) mit beschriebenen Frequenzen von 1-2/ 100.000. Es wird
von einem Griindereffekt durch portugiesische Emigrantlnnen ausgegangen (Gaspar et
al., 2001; Silveira et al., 2002). Das durchschnittliche Erkrankungsalter betragt 40 Jahre
mit einer Spannweite von 4 (Carvalho et al., 2008) bis zu 70 Jahren (Bettencourt & Lima,

2011).

1.1.4 Das Gen Ataxin-3

Als monogenetische, autosomal dominant vererbte Krankheit liegt bei der
Spinocerebelldren Ataxie Typ 3 eine krankheitsauslosende Mutation vor. Das
entsprechende Gen wurde Ataxin-3 (ATXN3) genannt. Das daraus translatierte Protein ist
das Ataxin-3 (ATXN3). Im C-terminal liegenden Exon 10 des ATXN3 befindet sich eine
CAG-Wiederholungssequenz, welche im zugehdrigen Protein zu einer Polyglutamin-
Kette fiihrt (Ichikawa et al., 2001; Kawaguchi et al., 1994; Schols, Vieira-Saecker, et al.,
1995).

Das betroffene Gen ist auf dem langen Arm des Chromosoms 14q24.3-q32 lokalisiert.
(Takiyama et al., 1993). Im Jahr 1994 entschliisselten Kawaguchi et al. den der MJD
zugeordneten genauen Locus 14q32.1 der Mutation (Kawaguchi et al., 1994). Nahezu
gleichzeitig wurde durch Schéls et al. die Mutation, die die SCA3 auslost, auf
Chromosom 14q verortet. Es wurde entdeckt, dass sich die beiden Mutationen
entsprechen. So konnten die MJD und SCA3 als eine Entitdat zusammengefiihrt werden
(Schols, Vieira-Saecker, et al., 1995).

Auch bei Gesunden liegt eine CAG-Wiederholung im ATXN3 vor, diese enthélt jedoch
nur zwischen 12 und 44 Wiederholungen, wiahrend das expandierte Allel der Erkrankten
zwischen 61-87 Wiederholungen enthalten kann (Durr et al., 1996; Kawaguchi et al.,
1994; Maciel et al., 1995). Ein intermedidrer Bereich liegt bei 45 - 60 Wiederholungen
mit unvollstdndiger Penetranz des Phénotyps vor. (Da Silva et al., 2019; Kawaguchi et

al., 1994). Es gibt eine inverse Korrelation zwischen der CAG-Wiederholungsldnge und



Einleitung

dem Ausbruchsalter (Kawaguchi et al., 1994; Maciel et al., 1995). Das bedeutet, je mehr
Wiederholungen vorliegen, desto friither treten die ersten Krankheitssymptome auf. Diese
Korrelation zwischen Anzahl der CAG-Wiederholungen und dem Ausbruchsalter liegt
laut Literatur zwischen ca. 50% und 90% (Bettencourt & Lima, 2011; Paulson, 2007).
AuBerdem scheinen Umwelteinfliisse, weitere genetische Faktoren, der Lebensstil sowie
unbekannte Ursachen das Ausbruchsalter mitzubestimmen (Da Silva et al., 2019). Die
Schwere der Krankheit steigt mit zunehmender Wiederholungsanzahl (Maciel et al.,
1995). Auch die Letalitit steigt mit Anzahl der Wiederholungen, entsprechend ist die
Uberlebenszeit nach Krankheitsausbruch geringer, je mehr CAG-Wiederholungen es gibt
(Kieling et al., 2007).

Bei der Vererbung des Gens, also der Transmission, ist die Anzahl der CAG-
Wiederholungen stabil, dennoch kann es auch zu Verdnderungen zwischen Eltern und
Nachkommen kommen. Die Instabilitdt ist bei Weitergabe durch den Vater stirker
ausgeprigt als bei der miitterlichen Vererbung (Maciel et al., 1995). Bei Expansion der
Wiederholungsanzahl bei der viterlichen Vererbung wird von Antizipation des
Phinotyps gesprochen (Riess et al., 2008). Insgesamt findet eine leichte Zunahme von

0,84 Wiederholungen pro Vererbung statt (Maciel et al., 1995).

1.1.4.1 Einzelnukleotid-Polymorphismen in der SCA3

Unter einem sogenannten Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP, kurz fiir Single-
Nucleotide Polymorphism) versteht man die genetische Variation eines einzelnen
Basenpaares, die vor allem vererbt wird und weniger DeNovo auftritt. Polymorphismen
konnen mit anderen Mutationen in einem benachbarten oder im selben Genabschnitt
assoziiert sein. Durch die Basenvariation im SNP ergibt sich ein verdndertes
Basentriplett, welches ,,stumm® bleiben kann, also ohne Verdnderung der zugehdrigen
Aminoséure oder zur Anderung dieser in der Translation fiihren kann. Auch das Auftreten
eines Stopp-Codons bzw. die Vertauschung eines solchen gegen eine weitere Aminosiure
mit Verldngerung der Aminosdurekette ist moglich. Das Vorliegen eines entsprechenden
SNPs kann die Wahrscheinlichkeit des Vorhandenseins einer anderen Mutation
vorhersagen bzw. damit korreliert werden. Dies bedeutet einen diagnostischen Vorteil.

Weiterhin konnen SNPs auch therapeutisch genutzt werden. Es konnen Therapien
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entwickelt werden, die den Krankheits-korrelierten SNP binden. So wird nur das
pathologische Allel, nicht aber das wildtypische - also das gesunde Allel - reguliert.

Auch das expandierte 47TXN3 weist assoziierte Polymorphismen auf. Bekannt sind
besonders drei intragenisch liegende Polymorphismen. Der SNP ¢.987G>C (rs12895357)
liegt nahe dem 3° Ende des Abschnittes mit den CAG-Wiederholungen, wobei das
wildtypische ATXN3 hiufig ein Guanin (G), das mutante 47XN3 eine Base Cytosin (C)
tragt. In der Aminosduresequenz wird dadurch Glycin an Position 306 zu Arginin
(p-Gly306Arg). Dieser SNP ist bei mehr als 70% der bekannten SCA3-Patientlnnen
vorhanden, bei den Tiibinger PatientInnen sogar in 100% der Fille, wéhrend er nur bei
2% der Normalbevolkerung vorkommt (Alves et al., 2010; Hauser et al., 2022). Er bietet
sich gut fiir eine allel-spezifische Genregulation an. Auflerdem wurden der SNP
c.669T>C (rs75882680) und der SNP c.1118A>T (rs7158733) beschrieben (Goto et al.,
1997; Maciel et al., 1999), welche zu verschiedenen Aminosiureketten und damit

Isoformen des spiteren Proteins fiihren (siche Kapitel 1.1.6).

1.1.5 Die RNA des Ataxin-3

In weiteren Studien wurde der Fokus auch auf die veranderte RNA und damit verbundene
potenziell toxische Effekte gelegt (Li & Bonini, 2010; Li et al., 2008; Tsoi et al., 2011).
Die RNA-Toxizitit spielt in manchen neurodegenerativen Krankheiten sogar die
Hauptrolle, in der SCA3 wird ihr bisher ein Nebeneffekt zugeschrieben. Es werden
Effekte auf die Proteinfunktion, Einfliisse auf die Signalwege der RNA-Interferenz
(RNAI1) und auf wichtige Signalwege der Zellhomdostase unterschieden.

Fiir eine normale Translation liegen verschiedene RNA-bindende Proteine in der Zelle
vor. Die mutante RNA bindet diese auf eine andere Art, was zu einem Aktivitdtsverlust
fiihren kann. AuBlerdem erkannten Li et al. 2008, dass die CAG-Wiederholungen in der
RNA auf den Spleil3faktor Muscleblind (Mbl) wirken. Es wurde gezeigt, dass auch durch
untranslatierte RNA eine Neurodegeneration in Drosophila stattfand, obwohl kein
mutantes Protein vorlag (Li et al., 2008). Dies legt nahe, dass auch die mutante RNA
unabhingig vom Protein an der Entstehung der SCA3 mitwirkt.

Weiterhin konnten Aggregate der RNA, die die CAG-Wiederholungen tragen, im
Nucleus transgener Drosophila Fliegen detektiert werden. Dabei wurde das U2AF50 Gen

untersucht, welches fiir den nukledren Transport von RNA zustindig ist. Die nukleére
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Ablagerung verstirkte sich bei einer reduzierten Expression dieses Gens. Auch in
symptomatischen transgenen SCA3 Méusen war das U2AF50 Gen herunterreguliert,
wodurch sich die nukledren RNA-Ablagerungen zeigten. Die RNA-Aggregate traten
unabhingig von Protein ATXN3-Aggregaten auf. Weiterhin wurde bewiesen, dass auch
das humane U2AF50 mit der verdnderten Ataxin-3 RNA interagiert, insofern kann ein
dhnlicher Mechanismus beim Menschen erwartet werden (Tsoi et al., 2011).

Es ist ebenfalls zu vermuten, dass sich die verdnderte RNA auf die Expression von
ATXN3 selbst auswirkt. Die Mutation der SCA3 befindet sich im translatierten Bereich.
Liegen dort Verdnderungen vor, kann dies auch die Translation selbst beeinflussen. Li et
al. fiigten 2008 eine CAA-Insertion in den Bereich der CAG-Wiederholungen in
Drosophila ein, wodurch sich die RNA-Protein-Ratio weiter in Richtung Protein verschob
(Li et al., 2008). So deutet sich an, dass RNA-Veridnderungen die Proteinbiosynthese

beeinflussen.

1.1.6 Das Protein Ataxin-3

Das in der Translation entstehende Protein wird Ataxin-3 (ATXN3) genannt. Es ist ein
40-43 kDa schweres zelluldres Protein (Costa Mdo & Paulson, 2012; Wang et al., 1997),
welches ubiquitdr im Korper exprimiert wird (Bettencourt & Lima, 2011; Ichikawa et al.,
2001; Paulson, Das, et al., 1997). Die CAG-Wiederholungen {ibersetzen sich in eine
verlingerte Glutamin-(Q)-Kette, auch PolyQ-Bereich genannt. Das ATXN3 ist ein
evolutiondr hochkonserviertes Protein, da es sich in vielen Spezies wiederfindet. Dies
kann bei der Erforschung der Pathologie hilfreich sein und die Ubertragbarkeit von
Tiermodellen auf den Menschen gewéhrleisten (Rodrigues et al., 2007; Yu et al., 2009).
N-terminal trdgt das Protein die hochkonservierte Josephin-Doméne. Darauf folgen die
sogenannten Ubiquitin Interacting Motifs (UIM). Dies sind Stellen, an denen ATXN3 mit
Ubiquitin-Ketten interagieren kann (Berke et al., 2005). Am unstrukturierten C-Terminus
findet sich der PolyQ-Bereich.

Physiologisch fungiert ATXN3 als Deubiquitinase (DUB). Dies wurde damit gezeigt,
dass ATXN3 deubiquitinieren kann, Ubiquitinketten von ubiquitinierten Substraten
abspalten kann und vom Ubiquitin-Proteasen-Inhibitor Ubiquitin-Aldehyd gebunden
wird (Burnett et al., 2003; Mao et al., 2005; Scheel et al., 2003). Der C-Terminus mit den
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UIMs bindet das ubiquitinierte Protein, wihrend die Josephin-Doméne die Spaltung, also
die Enzymfunktion, ausfiihrt (Burnett et al., 2003). ATXN3 bindet und deubiquitiniert
ubiquitinierte Proteine erst ab einer Mindestldnge von 4 oder mehr Ubiquitin-Einheiten,
wie es typisch fiir den proteasomalen Abbau ist (Burnett et al., 2003; Rodrigues et al.,
2007). Damit scheint es an der proteasomalen Funktion der Zelle beteiligt zu sein, erweist
sich aus aktueller Sicht jedoch nicht als obligatorisch fiir eine gesunde Zellfunktion
(Rodrigues et al., 2007; Schmitt et al., 2007).

Der genaue Pathomechanismus zwischen dem verénderten Protein und der vorhandenen
Symptomatik in der SCA3 ist noch nicht ausreichend geklért, dennoch wurden viele
Hypothesen dazu aufgestellt und untersucht. Durch das Vorliegen des Polyglutamin-
Abschnittes wird die Faltung des ATXN3 verdndert und dessen Tertidr- bzw.
Quartérstruktur gestort. Im Besonderen neigt es zur Aggregatbildung, was durch die
zellinterne Prozessierung des Proteins noch verstarkt wird. Die Aggregate weisen selbst
eine Ubiquitinierung auf (Paulson, Perez, et al., 1997). Sie beinhalten das C-terminale
PolyQ-tragende Ende des ATXN3, Transkriptionsfaktoren, molekulare Chaperone und
Anteile des 26S Proteasoms (Hubener et al., 2013). Wildtypisches full-length ATXN3
wird vermehrt in die Aggregate rekrutiert, wenn ein PolyQ-Bereich im Protein vorliegt.
Fehlt dieser, neigt es weniger zur Aggregation (Paulson, Perez, et al., 1997). In vitro
konnte keine verdnderte Aktivitit der Deubiquitinase-Funktion des ATXN3 in der
expandierten Form festgestellt werden (Winborn et al., 2008).

Normalerweise liegt das wildtypische ATXN3 im Zytoplasma vor, wiahrend das mutante
ATXN3 auch vermehrt in Aggregaten im Zellkern vorzufinden ist (Paulson, Das, et al.,
1997; Paulson, Perez, et al., 1997; Trottier et al., 1998). Um den Mechanismus zu
erforschen, der dies bewirkt, wurde 2007 ein transgenes Mausmodell fiir ATXN3 mit 148
CAG-Wiederholungen entwickelt, deren ATXN3 mit einem externen Kernexportsignal
(NES, Nuclear Export Signal) versehen wurde. Die Wiederholungsanzahl lag mit 148
deutlich iiber der Wiederholungsanzahl symptomatischer PatientInnen, die Symptome
sowie die Aggregatmenge fielen daher im Modell deutlich stirker aus als bei Patientlnnen
der SCA3 beschrieben. Die transgenen Tiere, welche das humane ATXN3 mit 148Q und

einem bekannten NES exprimierten, wiesen weniger ATXN3 im Zellkern auf, was mit
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einem schwicheren neurologischen Phénotyp assoziiert war als die transgenen Tiere mit
humanem ATXN3 mit 148Q ohne NES (Bichelmeier et al., 2007). In derselben Studie
wurden transgene Miuse mit dem humanen ATXN3 mit 148Q sowie einem bekannten
Kernlokalisierungssignal (NLS, Nuclear Localisation Signal) versehen, wodurch
vermehrte intranukledre Aggregate sowie aggravierte Symptome beobachtet wurden
(Bichelmeier et al., 2007). Daraus wurde geschlossen, dass das intranukledre Vorliegen
des ATXN3-Proteins entscheidend an der Entstehung der SCA3 mitwirkt (Bichelmeier et
al., 2007). Zwei Jahre spiter wurden interne NLS sowie NES im humanen ATXN3
gefunden, die den Transport der loslichen Form zwischen Zytoplasma und Zellkern
steuern (Antony et al., 2009). Vor allem die internen NES sind deutlich schwécher als das
im zuvor beschriebenen transgenen Mausmodell einklonierte NES. Dies erklirt, wieso
die internen NES moglicherweise nicht ausreichen, um die nukledre ATXN3-
Aggregatbildung bei PatientIlnnen zu verhindern (Antony et al., 2009). Die Josephin-
Doméne trigt die NES, die NLS liegen eher C-terminal (Kristensen et al., 2018; Pozzi et
al., 2008).

Da in den intranukledren Ablagerungen vornehmlich der PolyQ-Bereich gefunden
werden kann, wurde auch ein Mausmodell entwickelt, welches ein verdndertes murines
Atxn3 nur mit N-Terminus ohne C-Terminus mit PolyQ-Bereich trigt (Schmidt et al.,
1998). Doch auch bei diesem Modell traten innerhalb eines Jahres motorische Symptome
sowie ein vorzeitiger Tod auf. Diese Symptome waren vergleichbar mit einem anderen
SCA3-Mausmodell mit full-length ATXN3 bzw. mit SCA3-PatientInnen. Dies deutet an,
dass auch proteolytische Fragmente, die nur den N-Terminus beinhalten, zur Erkrankung
beitragen (Hubener et al., 2011). Andererseits hatten sich in einem fritheren in vitro
Versuch mit N-terminalen Fragmenten keine unldslichen Aggregate gezeigt (Perez et al.,

1998).

Der Fokus wurde auch auf die proteolytische Spaltung des ATXN3 gelegt. Es liegt nahe,
dass diese den nukledren Ablagerungen vorgeschaltet ist (Paulson, Perez, et al., 1997;
Schmidt et al., 1998). Die Prozessierung findet durch zwei Hauptfamilien der Proteasen,
die Caspasen und die Calpaine statt (Hubener et al., 2013). Es konnten zwei
Hauptspaltstellen des ATXN3 an den Aminosdure-Stellen D208 und S256 gefunden
werden (Weber et al., 2017). Dies fiihrt bei der proteolytischen Spaltung durch die
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Calpaine zu einer Trennung des C-Terminus mit NLS vom N-Terminus mit NES.
Dadurch konnte zwar keine verdnderte Lokalisation der Aggregate beschrieben werden,
jedoch erhohte die proteolytische Spaltung die Aggregationsneigung (Weber et al., 2020).
In einem transgenen Mausmodell wurde der Calpain-Inhibitor Calpastatin inhibiert - die
Calpaine konnten also verstirkt arbeiten - was zu ausgeprigteren neurologischen
Symptomen der Tiere flihrte (Hubener et al., 2013). Das expandierte ATXN3 zeigte sich
sensitiver fiir den Abbau durch Calpaine als das wildtypische Protein mit besonderem
Stellenwert des Calpain-2. Doch auch durch eine Reduktion des Calpain-1 konnte die
Symptomatik in transgenen Méiusen verbessert werden (Weber et al., 2020). Die
proteolytische Spaltung scheint aufgrund der Trennung der NES tragenden Bereiche von
den NLS tragenden Bereichen einen wichtigen Einfluss auf die Pathogenese zu haben.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass Fragmente, die den C-Terminus tragen, toxischer
als das full-length ATXN3 sind (Goti et al., 2004; Paulson, Perez, et al., 1997). ATXN3
Fragmente scheinen aullerdem einen toxischen Einfluss auf die Phagozytose und die

Funktion des lysosomalen Abbaus in betroffenen Zellen zu haben (Harmuth et al., 2018).

ATXN3 unterliegt in der Transkription alternativem Splei3en, wobei {iber 56 beschriebene
verschiedene Spleil Varianten entstehen (Bettencourt et al., 2010). Ein Grofteil der
Varianten beinhaltet ein vorzeitiges Stopp-Codon, oft auch vor dem mutationstragenden
Exon 10, sodass die Variante gar nicht translatiert wird, sondern zelleigen abgebaut wird
oder nicht PolyQ-tragend ist. Aus den iibrigen translatierten Varianten ergeben sich
verschiedene Isoformen des ATXN3-Proteins. Davon betreffen 7 beschriebene Isoformen
die expandierte Variante (Bettencourt et al., 2010). Es finden sich drei Isoformen, die sich
im C-Terminus unterscheiden (Goto et al., 1997). Diese Isoformen werden mit 3a - wobei
es eine kiirzere (3aK) und eine ldngere Variante (3aL) gibt - sowie mit 3¢ bezeichnet. Die
Isoform 3c zeichnet sich durch ein drittes UIM aus. Dieses scheint jedoch nicht
obligatorisch fiir die Bindung von Ubiquitin zu sein (Toonen et al., 2017). Die 3a Variante
besitzt einen wesentlich unstrukturierteren C-Terminus. Bei der kiirzeren 3a Variante
liegt eine Nomsense-Mutation durch den im Kapitel 1.1.4.1 beschriebenen SNP
c.1118A>T vor, welcher in der langen 3a Variante nicht vorkommt. In Untersuchungen
zu den verschiedenen Funktionen und Eigenschaften der Isoformen stellte sich heraus,

dass Isoform 3aK eine signifikant kiirzere Halbwertszeit als die lange Variante 3alL
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besitzt. Dies kann mit einem verstirkten Abbau der kurzen Isoform begriindet werden.
Zudem werden die verschiedenen Isoformen in vitro durch verschiedene Proteinabbau-
Systeme degradiert. Alle Isoformen werden durch Autophagie abgebaut, Isoform 3aK
dagegen zusitzlich iiber den Proteasomkomplex. Insgesamt weisen die expandierten
Isoformen eine ldngere Halbwertszeit im Vergleich zu den wildtypischen Varianten auf
(Weishaupl et al., 2019).

Auch die Lokalisation innerhalb der Zelle ist unterschiedlich, so liegt Isoform 3aK
vermehrt im Zellkern vor. Weiterhin unterscheiden sich die Isoformen in der Affinitét,
mit der sie zelluldre Proteine binden. Unter anderem sind dies Proteine, die an der
Pathogenese der Parkinson-Erkrankung oder der Huntington-Erkrankung beteiligt sind.
Die beiden ATXN3a-Isoformen bilden im Vergleich zur ATXN3c-Isoform schneller
Aggregate. Auflerdem unterscheiden sich alle Isoformen in der Anzahl und Grof3e der
Aggregate sowie ihrem generellen mikroskopischen Erscheinungsbild. Auch bei der
zytosolischen Loslichkeit der Isoformen konnten Unterschiede entdeckt werden, wobei
die 3aS-Form unldslicher war als die anderen Formen und entsprechend mehr zur
Aggregatbildung neigte. Ferner interagieren die verschiedenen Isoformen untereinander
und stabilisieren sich gegenseitig. Auch die wildtypischen und expandierten Varianten
interagieren, wobei die wildtypischen Isoformen die Ldslichkeit der expandierten
Isoformen verbessern und der Aggregatbildung entgegenwirken konnten (Weishaupl et
al., 2019).

Weiterhin wurde ATXN3 eine Rolle im Transkriptionsprozess zugeschrieben. Durch die
Bindung der Co-Aktivatoren CREB-Binding-Protein (CBP), p300 und iiber den P300/
CBP-assoziierten-Faktor (PCAF) scheint es die Transkription hemmen zu kénnen. Die
Josephin-Doméne kann Histone binden und deren Acetylierungsfunktion hemmen, was

ebenso inhibierend auf die Transkription wirkt (Li et al., 2002).

Es konnte gezeigt werden, dass Ubiquitinligasen der Mitochondrien N-terminal
verkiirztes mutantes ATXN3 ubiquitinieren, was zur Akkumulation des ATXN3 in
Mitochondrien fiihrt. Die Mitochondrien werden dabei in ihrem Aufbau und ihrer
Funktion behindert. Es wird oxidativer Stress ausgeldst, da die Zellatmung eingeschrinkt
ist, was zu vermehrtem Zelltod fiihrt. Dies wurde bereits als Pathomechanismus in

anderen neurodegenerativen Krankheiten wie Morbus Alzheimer, aber auch fiir die mit
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der SCA3 verwandten HD beschrieben (Costa et al., 2010; Harmuth et al., 2018). Ferner
finden sich vermehrt Deletionen der mitochondrialen DNA in manchen an der SCA3

erkrankten PatientInnen wieder (Yu et al., 2009).

1.2 SCA3-Tiermodelle

Um die SCA3 besser zu verstehen, wurden verschiedene Tiermodelle, insbesondere
Mausmodelle, entwickelt. Es gibt KnockOut-Modelle, in denen die Funktion des ATXN3
ausgeschaltet wurde, sowie KnockIn-Modelle, die die CAG-Wiederholungen in ihr
endogenes murines Allel eingebracht bekommen. Weiterhin werden transgene Modelle,
die den humanen Genlocus mitsamt aller regulatorischer Einheiten eingebaut bekommen
haben, verwendet. Diese konnen auller zur Erforschung der Erkrankung selbst auch zur
Untersuchung von Therapieansitzen genutzt werden, bevor man solche am Menschen

testet.

KnockOut-Modelle sind wichtig, um den Einsatz potenzieller Therapieansitze, die
sowohl das wildtypische als auch das mutante Ataxin-3 herunterregulieren wiirden,
abzuwigen. Dies sind nur dann sinnvolle Ansétze, wenn das Ausschalten des gesamten
Proteins keine grolen Nebenwirkungen verursachen wiirde.

Zuerst wurde der Effekt einer ATXN3-Defizienz in C. Elegans durch Rodrigues et al.
beobachtet (Rodrigues et al., 2007). Die verdnderten Wiirmer zeigten keinen verdnderten
Phénotyp und waren lebensfdhig. Dies wurde mit der Redundanz der ATXN3-Funktion
und einem Ersatz dieser Aufgaben durch andere Proteine erkldrt. Dennoch wurden
Probleme in der Regulation des Ubiquitin-Proteasom-Signalweges sowie in der
Signaltransduktion durch das fehlende ATXN3 beschrieben. Ataxin-3 KnockOut-Méuse
wiesen keine besonderen Auffilligkeiten auf (Schmitt et al., 2007; Switonski et al., 2011).
Die Tiere zeigten eine unveridnderte Lebenserwartung und Fortpflanzungsfahigkeit. In
Koordinationstests verhielten sie sich vergleichbar zu wildtypischen Tieren. Histologisch
wiesen sie bei Schmitt et al. allerdings mehr ubiquitinierte Proteine auf.

Es zeigten sich auch mogliche Limitationen des KnockOut-Prinzips. Warrick et al.
konnten 2005 in Drosophila zeigen, dass das wildtypische ATXN3 iiber seine

Proteasomfunktion die Neurotoxizitdt reduzieren kann (Warrick et al., 2005). Analog
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verstirkt sich die Symptomatik in homozygoten SCA3-Patientlnnen im Vergleich zu
heterozygoten (Lang et al., 1994; Sobue et al., 1996). Es ldsst sich allerdings streiten, ob
dies dem absoluten Fehlen des wildtypischen Allels oder dem doppelt vorliegenden

mutanten Allel zuzuschreiben ist.

Bei Knockin-Tiermodellen handelt es sich um Modelle, bei denen die
krankheitsbestimmende Mutation in den endogenen murinen Genlocus integriert wird.
Dies bietet den Vorteil, dass die Mutation den physiologischen regulatorischen Abldufen
wie dem Spleilen unterliegt, um so ein mdglichst realistisches Bild der Symptome zu
ergeben. In anderen Modellen wurde nur cDNA, also eine bereits gespleifite Variante des
Atxn3, eingebracht, sodass Einfliisse des alternativen Spleilens und durch Isoformen
nicht zu untersuchen waren.

2015 beschrieben Ramani et al. das erste SCA3-Knockln-Mausmodell. Bei diesem
wurden 82 CAG-Wiederholungen mittels homologer Rekombination in den murinen
Genlocus eingefligt. Dadurch ergaben sich prominente intranukledre Ansammlungen des
mutanten Atxn3 sowie extranukledre Aggregate je nach Hirnregion. Auflerdem konnten
verdnderte Spleiflvarianten und entsprechende Isoformen des mutanten Atxn3 gezeigt
werden, die so auch in Mausen mit Expression des gesamten humanen Genlocus zu finden
waren. Dennoch zeigten sich weder ein motorischer Phinotyp noch neurologische
Defizite, was mit der generell geringen physiologischen Expression des Atxn3 in der
Maus begriindet wurde (Ramani et al., 2015).

Ein weiteres Modell wurde entwickelt, um eine humanisierte Variante des mutanten
Atxn3 mit 91 CAG-Wiederholungen in den murinen Genlocus zu integrieren. Dieses
Modell weist ebenso SCA3 typische histologische Verdnderungen wie eine
Neuroinflammation und Neurodegeneration der Purkinjezellen auf. Motorisch zeigte sich
spat (nach 90 Wochen) eine Verdanderung der koordinatorischen Fahigkeiten. Es wurde
eine abgemilderte Form des SCA3-Phénotyps abgebildet (Switonski et al., 2015).

Haas et al. entwickelten ein SCA3 Knockln-Mausmodell, bei dem die Expansion einer
unterbrochenen CAACAG-Sequenz mit 304 Wiederholungen entweder hetero- oder
homozygot in das murine Atxn3 eingefiigt wurde. Das Ziel war, den vollstindigen SCA3-
Phanotyp abzubilden, da die vorherigen Modelle die humane Symptomatik nicht

vollstindig abbildeten. Die genetische Veridnderung rief einen PolyQ-Bereich im murinen
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Atxn3 hervor, was zu der bekannten Aggregation in neuronalen Zellen fiihrte. Auch
klinisch zeigten sich typische Symptome der SCA3 wie der Motorphénotyp mit einer
Gang- und Gleichgewichtsunsicherheit. Der Koordinationsverlust wurde jedoch nur bei
den weiblichen Tieren im Vergleich zu wildtypischen Tieren signifikant, bei den
minnlichen Tieren deutete er sich nur an. Die Ganganalyse zeigte fiir beide Geschlechter
Ataxie-typische Auffilligkeiten, wie beispielsweise einen breiteren Stand zur
Stabilisierung. Der fiir die SCA3 typische Gewichtsverlust zeigte sich nur fiir die
méannlichen Tiere, die weiblichen Tiere hatten diesbeziiglich keine signifikanten
Unterschiede zwischen den verschiedenen Genotypen. Auch die Lebenserwartung der
Maiuse fiel im Gegensatz zur reduzierten Lebenserwartung von SCA3 Patientlnnen
normal aus. Insgesamt waren die homozygoten Tiere deutlich stirker von den
Symptomen betroffen als die heterozygoten Tiere (Haas et al., 2022) . Weiterhin konnte
in Cerebellum-Analysen der Maiuse entdeckt werden, dass diese - ebenso wie
menschliche post-mortem Analysen - eine verdnderte Genexpression im Bereich der fiir

Myelin zustidndigen Gene aufwiesen (Haas et al., 2022).

Transgene Tiermodelle weisen zusdtzlich zum endogenen murinen ein artifiziell
eingeschleustes humanes Gen auf. Cemal et al. entwickelten 2002 fiir A7XN3 transgene
YAC84Q-C57Bl6-Méuse der Linie B6;CBA-Tg(ATXN3*)84.2Cce/lbez] (Cemal et al.,
2002). Die Tiere tragen hemizygot den gesamten humanen 4A7XN3 Locus mit 84 CAG-
Wiederholungen. Das bedeutet, dass sie zusitzlich zu ihren zwei murinen Azxn3-Allelen
ein weiteres humanes 4 TXN3-Allel aufweisen. Thr Genotyp kann daher als WT/YAC84Q
beschrieben werden. Weisen die Tiere zwei humane ATXN3-Allele auf, werden sie als
homozygot fiir das Transgen bezeichnet. Durch Tragen des gesamten humanen 47XN3-
Genlocus werden alle regulatorischen Einheiten sowie auch der humane Promotor
abgebildet. Dadurch soll das Modell die Pathogenese des Menschen besser abbilden und
fiir den Menschen entwickelte Therapien kdnnen an den transgenen Méusen getestet
werden. Phénotypisch kann bei den WT/YAC84Q-Maiusen bereits nach 4 Wochen eine
leichte Gangstorung gesehen werden. Ebenso sollen mit 24 Wochen stirkere
neurologische Symptome wie Tremor, Hypoaktivitit oder Clasping auftreten. Die
Neurodegeneration zeigt sich in den Hauptpathogenese-Orten wie dem Cerebellum. Dort

finden sich auch neuronale intranukleédre Einschliisse des Ataxin-3 mit Ubiquitinierung,
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wie sie auch beim Menschen zu finden sind (Cemal et al., 2002). Heutige Analysen in
unterschiedlichen Laboren weltweit zeigen allerdings, dass der 2002 beschriebene
Phanotyp der Tiere nicht mehr abbildbar ist, wenn die Tiere nicht homozygot 84Q-
Wiederholungen tragen (Costa Mdo et al., 2013; Shakkottai et al., 2011; Toonen,
Overzier, et al., 2018; Weber et al., 2020). Dennoch eignet sich dieses Modell fiir die
Untersuchung neuer Therapieansitze im Organismus, da die ATXN3-Aggregate sowie
sonstigen histologischen Auffalligkeiten weiterhin auftreten (Moore et al., 2017; Toonen

etal., 2017).

Insgesamt ergidnzen sich alle drei Modellformen in den daraus gelieferten Erkenntnissen

und Einsatzbereichen, sodass sie alle ihre Berechtigung und Wichtigkeit besitzen.

1.3 Bisherige Therapieansitze

Da bislang keine kausale Therapie der Spinocerebelldren Ataxie 3 vorliegt, kann nur
symptomatisch behandelt werden (Costa Mdo et al., 2013; Kieling et al., 2007). Ein
Ansatz beruht auf intensiver Physiotherapie mit dem Ziel, die Progredienz der
Bewegungsstorung zu verlangsamen. Logopddie kann der Dysarthrie und Dysphagie
entgegenwirken. Besondere Brillengliser konnen zudem Abhilfe bei den
Augenproblemen verschaffen (D'Abreu et al., 2010; Klockgether et al., 2019; Riess et al.,
2008).

Medikamentds werden verschiedene Pharmazeutika getestet, um die Symptome zu
lindern. So kann Amantadin bei Dystonie und Bradykinesie helfen (Riess et al., 2008;
Woods & Schaumburg, 1972). Aufgrund der Ahnlichkeit zum Parkinsonismus werden
auch weitere Medikamente aus diesem Bereich verwendet. Behandlungen sowohl mit L-
Dopa als auch mit Dopamin-Agonisten konnen die Dystonie behandeln und das Restless-
Legs-Syndrom positiv beeinflussen (Buhmann et al., 1995; Nandagopal & Moorthy,
2004; Schols et al., 2000; Tuite et al., 1995; Wilder-Smith et al., 2003). In Kombination
mit Baclofen, Tizanidin oder Memantin kann auch die Spastizitit behandelt werden
(Riess et al., 2008). Die vorkommenden Muskelkrimpfe konnen mit Magnesium,
Chininen oder Mexiletin therapiert werden (Kanai et al., 2003). Aus dem Bereich der

Antiepileptika zeigten sich einige Substanzen wirksam. Lamotrigin forderte bei
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Patientlnnen mit frither stammbetonter Ataxie die Gangsicherheit und konnte sogar
mutante ATXN3-Level in Lymphoblasten reduzieren (Liu et al., 2005). Die Substanzen
Sulfamethaxol und Trimethoprim, die eigentlich als Antibiotika verwendet werden,
wirkten sich in Studien positiv auf Gang und Koordination der SCA3-Patientlnnen aus
(Correia et al., 1995; Sakai et al., 1995). Dies konnte allerdings in spiteren Studien nicht
repliziert werden (Sakai et al., 1996; Schulte et al., 2001).

Die nicht-ataktischen Symptome wie Schmerz, Schlaflosigkeit, Gewichtsverlust bis hin
zur Kachexie und Depressionen konnten mit dem Serotonin-Rezeptor-Antagonisten
Tandospiron behandelt werden (Takei et al., 2005).

Dennoch handelt es sich bei allen Substanzen nur um Medikamente, die Symptome
lindern, nicht aber die Kausalitdt behandeln. Zudem wurden die Substanzen nur in kleinen
PatientInnenkollektiven getestet, sodass eine Verallgemeinerung bzw. Ubertragbarkeit

infrage zu stellen ist (Klockgether et al., 2019).

1.4 Antisense-Oligonukleotide

1.4.1 Wirkprinzip einer ASO-Therapie

Antisense-Oligonukleotide (ASO) sind gentherapeutische Mittel, die auf RNA-Ebene in
die Proteinbiosynthese eingreifen. Es handelt sich um Nukleotid-Einzelstrange, welche
aus einer Sequenz an 18-30 (,,0ligo*)-Nukleotiden bestehen. Diese werden gegensinnig
(Antisense) zur Target-RNA zusammengestellt. Das Prinzip beruht darauf, dass die ASOs
die funktionelle mRNA mittels Watson-Crick-Basenpaarung binden. Der Vorteil liegt
darin, dass die Entschliisselung des krankheitsverursachenden Gens mit zugehoriger
RNA ausreicht, um eine passende ASO zu designen und bereits vor der
Proteinbiosynthese eingegriffen werden kann. Die tatsdchliche Funktion des
krankheitsverursachenden Proteins muss zur Therapie nicht gekannt werden (Bennett &

Swayze, 2010; Pulst, 2019).

Die Entwicklung der ASOs fing in den spaten 1970er Jahren an, urspriinglich, um die

Translation viraler RNA in menschlichen Zellen zur Behandlung viraler Infekte zu
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unterbinden (Zamecnik & Stephenson, 1978). 1998 wurde das erste ASO-Medikament
zur Behandlung der CMV-Retinitis in Amerika zugelassen (Marwick, 1998).

RNaseH1
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MM "+ Translation
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Abbildung 1.1 Funktionsweise der Antisense-Oligonukleotide,

In der Abbildung erkennt man vereinfacht die Wirkweisen der ASOs. In der unteren linken Ecke
ist ein Ausschnitt aus dem Nukleus abgebildet, in welchem die DNA transkribiert wird. Diese
verldsst den Nukleus in Richtung Zytoplasma, wo sie auf die komplementdre ASO trifft. Im oberen
Bereich ist das Wirkprinzip des RNA-Abbaus mittels RNAseH1 dargestellt. Nach Bindung der
ASO an ihre spezifische mRNA wird die RNAseH1 rekrutiert, welche die mRNA zerschneidet,
wodurch diese nicht mehr translatiert werden kann. Das entsprechende Protein wird nicht mehr
translatiert und somit herunterreguliert.

Im unteren Bereich ist der Wirkmechanismus des Exon-Skippings abgebildet. Die ASO bindet ein
spezifisches Exon, wodurch dieses bei der Translation iibersprungen wird. Es entsteht ein
verdndertes, verkiirztes Protein. Die Abbildung wurde mithilfe von Biorender.com erstellt.

Es gibt zwei Prinzipien, nach welchen ASOs wirken. Einerseits konnen sie komplementér
zur mRNA konfiguriert werden, die reguliert werden soll. Durch die Komplementaritét
bildet sich ein Doppelstrang aus Ziel-mRNA und ASO, welcher die zelleigenen
Abbausysteme aktiviert. Die Ribonuklease (RNAse) H1 wird rekrutiert und zerschneidet
den Komplex, sodass die RNA nicht mehr translatiert werden kann (Lima et al., 2016;
Wu et al., 2004). Folglich wird das zugehdrige Protein herunterreguliert (Becker et al.,
2017; Benson et al., 2018; DeVos et al., 2017; McCampbell et al., 2018; McLoughlin et
al., 2018). Die ASO selbst ist nicht zugénglich fiir die RNAse, da die ASO aus

Desoxyribonukleotiden - wie in der DNA vorkommend - aufgebaut wird. Dennoch
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werden DNA-ASOs durch zelleigene Nukleasen abgebaut (Bennett & Swayze, 2010;
Pulst, 2019).

Alternativ bindet die ASO eine SpleiB3stelle der mRNA. So kann sie dafiir sorgen, dass
bestimmte Exone ein- bzw. ausgeschlossen werden. Der zweite Mechanismus wird daher
auch als Exon-Skipping bezeichnet. Dies ist ein Vorteil bei Mutationen, die ein
bestimmtes Exon betreffen, welches durch eine ASO ausgeschlossen werden kann.
Ebenso kann bei Krankheiten, bei denen ein Exon, welches entscheidende Bereiche des
Proteins codiert, aber nicht translatiert wird, wieder eingeschlossen werden. Fiir Exon-
Skipping ASOs werden vor allem modifizierte Ribonukleotide verwendet, da diese besser
vertriglich sind und eine hohere Target-Affinitit aufweisen. (Chang et al., 2018; Finkel
et al., 2017; Hinrich et al., 2016; Lim et al., 2017; Mercuri et al., 2018; Toonen et al.,
2017).

Die beiden Wirkweisen sind in Abbildung 1.1 vereinfacht dargestellt.

1.4.2 Chemische Modifikationen der ASOs

Die ASOs werden immer weiter modifiziert, um ihre Stabilitit, Verfiigbarkeit, Affinitét
und Spezifitdt zu verbessern sowie um ihre Toxizitdt zu verringern. Dadurch kénnen
heutzutage schon verschiedene Generationen an ASOs unterschieden werden, wobei die
meisten bereits verdffentlichten und zugelassenen ASOs der 1. und 2. Generation
angehoren (Egli & Manoharan, 2023). In laufenden Studien werden bereits ASOs der 3.
Generation untersucht, die eine verbesserte Stabilitit aufweisen und eine geringere Dosis

zur Wirkung benétigen sollen (Mansoor & Melendez, 2008).

ASOs werden schneller degradiert, wenn sie als Doppelstrang vorliegen oder eine
neutrale Ladung aufweisen. Fallen die ASOs eher klein bzw. kurz aus, wird ihre renale
Ausscheidung erhoht, wodurch die Halbwertszeit im Blut verringert wird. Stabiler sind
ASOs, je groBBer sie sind und je mehr Modifikationen sie aufweisen. Ebenso fillt ihre
Halbwertszeit hoher aus, wenn sie als Einzelstrang vorliegen ebenso wie bei negativer

Ladung, da diese ihre Bindung an Serumproteine erhoht.
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Die Modifikationen konnen das Riickgrat der ASOs betreffen. Der Sauerstoff im
Phosphodiester kann durch Sulfur ersetzt werden, sodass ein Phosphothioat entsteht (PS)
Dies erhoht die Stabilitit aufgrund eines verminderten Abbaus durch Nukleasen. Ebenso
wird die Halbwertszeit im Serum und im Liquor durch eine verbesserte Albumin-Bindung
mittels Disulfidbriicken erhoht und ihre zellulire Aufnahme mittels Endozytose
verbessert (Bennett & Swayze, 2010; Crooke et al., 2017; Helm et al., 2022; Juliano &
Carver, 2015; Pulst, 2019). Andererseits erhoht das PS die Immunreaktion. Dies kann
durch ein gemischtes Riickgrat aus Phosphodiestern und PS verhindert werden (Rook &
Southwell, 2022). Weiterhin wurde untersucht, dass die stereochemische Konfiguration

der PS-ASOs einen Einfluss auf ihre Wirksamkeit hat (Iwamoto et al., 2017).

Auch der Zucker der Nukleotide kann modifiziert werden. Dies fiihrt zu einer erhhten
RNA-Affinitdt, verhindert das Erkennen der ASO durch die Nuklease und reduziert
Protein-Interaktionen (Geary et al., 2001; Scoles et al., 2019). Modifikationen betreffen
dabei vor allem das 2’Ende der Ribose. Es wurde ein 2’O-Methoxyethylrest eingesetzt,
was die Bindung an RNA verbesserte, ebenfalls eine verringerte Serumproteinbindung
bedeutete und die ASO weniger toxisch gestaltete. Sie werden dadurch weniger hepatisch
verstoffwechselt und eher renal ausgeschieden. Diese Modifikation verringert allerdings
die Erkennung durch die RNAseH1, da diese auf die Erkennung von RNA-DNA-
Doppelstrangen ausgelegt ist (Geary et al., 2001). Daher wurden sogenannte Gapmers
entwickelt. Dabei wird die innere DNA-Antisense-Sequenz auflen von der modifizierten
RNA flankiert, sodass die Stabilitit erhoht wird, gleichzeitig aber die eigentliche
Wirkung erhalten bleibt (Geary et al., 2015; Helm et al., 2022; Lima et al., 2007; Monia
et al., 1993; Rook & Southwell, 2022).

Eine weitere Moglichkeit, die Ribose-Konfiguration zu verdndern, besteht darin,
sogenannte ,,Schlosser* zu bilden. Dies wird als Locked Nucleic Acid (LNA) bezeichnet.
Das 2¢ Sauerstoffatom wird iiber eine Methylenbriicke mit dem 4° Kohlenstoffatom
verbunden, wodurch die Ribose in einer zirkuldren Form fixiert wird. Demzufolge kann
die Desoxyribose-Konfiguration wie in DNA-Nukleotiden nicht eingegangen werden,
was den Abbau durch Nukleasen verhindert und eine verbesserte Erkennung der Target-
mRNA erwirkt. Allerdings zeigt sich fiir diese Modifikation eine erhohte hepatische
Toxizitdt (Burdick et al., 2014; Scoles et al., 2019).
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Letztlich kénnen die Basen angepasst werden. Diese haben die grofite Auswirkung auf
die Spezifitit der ASOs gegentiber ihrer Target-RNA. Es kommen 5‘Methylierungen, das
Anhidngen von 5‘Propynylgruppen und 2’Thio-Pyrimidin-Modifikationen zum Einsatz
(Helm et al., 2022; Scoles et al., 2019).

1.4.3 Chancen und Grenzen einer ASO-Therapie

Die Bedingung einer ASO-Therapie ist aktuell das Vorliegen einer monogenetischen
Erkrankung. Diese sind in der Regel leicht kausal zu behandeln, indem die Expression
des Gens und damit des Proteins herunterreguliert oder ganz ausgeschaltet wird.

Weiterhin ist es essenziell, mogliche Off-Targets der ASOs zu vermeiden. Sobald die
RNA eines anderen Genabschnittes dieselbe oder eine sehr dhnliche Basenabfolge in ihrer
Sequenz beinhaltet, binden die ASOs mdglicherweise auch diese und regulieren das
Protein, was potenziell hoch toxisch fiir den Organismus sein kann. Durch eine Exom-
bzw. Transkriptomanalyse konnen bereits vorab mogliche Off-Targets identifiziert
werden. Gegebenenfalls kann die Sequenz der ASO angepasst werden, indem sie
beispielsweise verldngert wird, sodass sie die unerwiinschte RNA nicht mehr bindet.
Letztlich ldsst sich iiber das Vorliegen von Off-Targets nur nach der Testung im
Organismus eine Aussage treffen. Es kann zum Beispiel mittels qPCR die Expression

potenzieller miss-match RNAs analysiert und tiberpriift werden (Scoles et al., 2019).

1.4.4 Praktikabilitit einer ASO-Therapie

Die meisten ASOs konnen die Bluthirnschranke (BHS) aufgrund ihrer Grée und Ladung
nicht iiberwinden, was im Falle der neurodegenerativen Erkrankungen eine intrathekale
oder intracerebroventrikuldre (ICV) Applikation voraussetzt (Agrawal et al., 1991; Geary
et al., 2015). Es wurde gezeigt, dass durch die Zirkulation des Liquor cerebrospinalis die
Distribution der ASOs vor allem in das Riickenmark und die kortikalen Bereiche, aber
auch in tiefer liegende Hirnareale stattfindet. Es gibt bereits zugelassene ASO-
Behandlungen fiir den Menschen, die mittels intrathekaler Applikation das ZNS erreichen
(Finkel et al., 2017; Geary et al., 2015; Scoles et al., 2019)

-21 -



Zudem wurden Partikel entwickelt, die regulatorische RNA tiiber die BHS transportieren,
sodass sie intravends appliziert werden konnen (Conceicao et al., 2016; Tang et al., 2023).

Dabei stellt sich die Frage der Ubertragbarkeit auf ASOs.

Einleitung

1.4.5 ASO-Therapien mit Fokus auf neurodegenerativen Erkrankungen

In den letzten Jahren gab es viele Studien zu ASO-Therapien in neurologischen
Erkrankungen, aber auch in anderen Krankheitsbildern. Hier soll zuerst auf zugelassene
Therapeutika eingegangen werden. Folglich werden Therapieversuche mit ASOs in
anderen neurodegenerativen Krankheiten beschrieben und letztlich werden ASO-

Therapieansitze in der SCA3 aufgefiihrt. Ein orientierender Uberblick iiber die aktuelle

Studienlage ist in Tabelle 1.1 zu finden.

Tabelle 1.1 Studienlage zu ASO-Therapien in neurodegenerativen Erkrankungen

Krankheit

Klinische Studien

Zugelassene Therapie

SCA3

VO659
NCT05822908 Rekrutierungsphase

ASO BIIB132
NCT05160558 abgebrochen

HD

Tominersen
NCT03842969 Phase I1I abgebrochen

WVE-120101 & 120102
NCT05032196 Phase I/II abgebrochen
allel-spezifisch

V0659
NCT05822908 Rekrutierungsphase

WVE(03
NCT05032196 Rekrutierungsphase

SCA1

V0659
NCT05822908 Rekrutierungsphase

SCA2

ION541 (BIIB105S)
NCT04494256 Phase I/I1

ALS

Jacifusen/ION36
NCT04768972 Phase 111

ION541 (BIIB105)
NCT04494256 Phase /11

TIONIS-C9rx (BIIB078)
NCT04288856 Phase I/II abgebrochen

WVE(004
NCT04931862 Phase I/11

Tofersen

(Miller et al., 2020)
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Krankheit Klinische Studien Zugelassene Therapie
SMA Nusinersen

(Mercuri et al., 2018)
DMD Eteplirsen

(Lim et al., 2017)

hATTR Inotersen
(Benson et al., 2018)

1.4.5.1 Bisher zugelassene ASO-Therapien in Amerika und Europa

In den vergangenen Jahren wurden ASOs zur Behandlung der Spinalen Muskelatrophie
(SMA), der Duchenne Muskeldystrophie (DMD) und der hereditiren Transthyretin-
Amyloidose. (hATTR) in Amerika und/ oder Europa zugelassen. Neu zugelassen in
Amerika wurde eine ASO, die eine Untergruppe der Betroffenen der Amyotrophen
Lateralsklerose (ALS) behandeln kann. Besonders herausstechend ist die ASO
Nusinersen zur Behandlung der SMA, die die ansonsten infauste Prognose der
betroffenen Kinder massiv verbessern konnte. Doch auch die anderen ASOs leiten eine

Zeitenwende in der Therapie monogenetischer Krankheiten ein.

1.4.5.1.1 Behandlung der Spinalen Muskelatrophie mit Nusinersen

Die Spinale Muskelatrophie (SMA) ist eine autosomal rezessive Erkrankung, die bei
betroffenen Kindern zu einer fortschreitenden Muskelschwéche und Atrophie fiihrt.
Verantwortlich ist eine Deletion oder Mutation im Survival Motoneuron 1 Gen (SMNI),
wodurch das entsprechende Protein nicht mehr synthetisiert wird. Die Motoneuronen im
Riickenmark und im Hirnstamm degenerieren. Gliicklicherweise gibt es ein weiteres Gen
(SMN2), welches das Protein ebenfalls codiert. Es weist allerdings veridnderte
Spleifeigenschaften auf, wodurch physiologisch verkiirzte, nicht funktionsfihige
Isoformen des Survival Motoneuron Proteins (SMN) entstehen. Mithilfe der ASO
Nusinersen, die an dieser Splei3stelle ansetzt, konnte das Spleilen des SMN2-Gens so
modifiziert werden, dass ein funktionsfdhiges Protein entsteht, welches den Ausfall des
SMN1-Gens kompensiert. Es kommen verschiedene Anzahlen an Kopien des SMN2-Gens
vor. Nusinersen wirkt umso besser, je mehr Kopien vorliegen, da mehr Target-RNA

vorliegt und mengenmiflig mehr verldngertes Protein translatiert werden kann. Das
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Medikament erwies sich in Phase III Studien als so wirksam, dass es ethisch nicht ldnger
vertretbar war, eine Kontrollgruppe mit Placebo zu behandeln. Daher wurde die Studie
vorzeitig beendet und in eine unverblindete Erweiterungsstudie iiberfiihrt. Auch in
weiteren klinischen Studien mit Einsatz bei der late-onset SMA zeigte sich Nusinersen
als signifikant wirksam auf die motorische Entwicklung der Patientlnnen. Die Kinder
verbesserten ihre motorischen Fahigkeiten. Einige, wenn auch keine signifikante Anzahl,
konnten weitere motorische Meilensteine der Entwicklung erreichen, was in
symptomatischen Kindern typischerweise nicht beobachtet werden kann. In beiden
Studien zeigte sich kein erhohtes Vorkommen an Nebenwirkungen. Typisch fiir den
intrathekalen Applikationsweg, also mittels Lumbalpunktion, sind Riickenschmerzen,
Ubelkeit, Kopfschmerzen und Unwohlsein. Nusinersen war umso wirksamer, je jiinger
die behandelten Kinder waren und je kiirzer sie Krankheitssymptome aufwiesen, also je
weniger fortgeschritten die Krankheit war (Finkel et al., 2017; Mercuri et al., 2018). Dies
bestitigte sich in einer offenen Behandlungsstudie an prasymptomatischen Sduglingen,
die eine genetische Diagnose der SMA aufwiesen. Ein Grofiteil erreichte motorische
Entwicklungsstufen, die bei einer SMA nicht zu erwarten gewesen wiren. Keines der
Kinder mit drei SMN2-Kopien und 47% der Kinder mit zwei SMN2-Kopien erfiillten am
Ende der Studie die Kriterien zur Diagnose einer SMA (De Vivo et al.,, 2019).
Mittlerweile wurde Nusinersen deshalb nicht nur in den USA, sondern auch in Europa

durch die European Medicines Agency (EMA) zugelassen (EMA, 2017).

1.4.5.1.2 Behandlung der Duchenne Muskeldystrophie mit Eteplirsen

Die Duchenne Muskeldystrophie (DMD) ist eine X-chromosomal rezessiv vererbte
Erkrankung und betrifft daher vor allem ménnliche Patienten. Sie tritt bereits im
Kindesalter auf und hat als Leitsymptom eine muskuldre Schwiche, die zu Geh-
Unfahigkeit sowie kardialen und pulmonalen Komplikationen fiihrt, was oft den Tod der
Betroffenen im Alter von ungefdhr 20 Jahren bedeutet. Betroffen ist das Gen des
Dystrophins, das DMD-Gen. Dieses ist mit 2.4 Mbp das ldngste menschliche Gen,
wodurch dort besonders viele Mutationen auftreten konnen. Dies fithrt zu einer
Variabilitidt der krankheitsverursachenden Mutationen wie Deletionen ganzer Exone

(60%), Duplikationen (6%) oder kleinerer Mutationen, was auch das verdnderte
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Dystrophin verschieden konfiguriert und so die Klinik hochst variabel gestaltet.
Eteplirsen ist eine ASO, die mit der pri-mRNA von Dystrophin interagiert und an einer
SpleiBistelle ansetzt, um Exon 51 auszulassen. Daher konnen nur Patientlnnen damit
behandelt werden, deren Mutation in diesem Bereich liegt, dies wiren nach aktueller
Datenlage 14% der Betroffenen (Lim et al., 2017).

In Phase II und III Studien wurde ein verdndertes Dystrophin durch die ASO erreicht,
jedoch nur in geringen Mengen. Dies bewog die FDA zur vorldufigen Zulassung.
Dennoch werden Zweifel an der tatsdchlichen Wirksamkeit geduBlert. Eteplirsen
verldngerte die Zeit bis zur Gehunfihigkeit und vor allem bis zur Notwendigkeit
pulmonaler Unterstiitzung. Allerdings wurde kritisiert, dass nicht geniigend Daten
gesammelt wurden und diese nicht statistisch aussagekréftig mit historischen Daten
verglichen wurden (Lim et al., 2017). Laut EMA wurde nicht ausreichend gezeigt, dass
das verinderte Dystrophin einen positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf hat. Daher

verweigerte sie die Zulassung in Europa (EMA, 2018a).

1.4.5.1.3 Behandlung der hATTR mit Inotersen

Bei der hereditdren Transthyretin-Amyloidse (hATTR) liegt eine Punktmutation im Gen
des Transthyretin-Rezeptors (TTR) vor, was zu einer Fehlfaltung dessen und einer
Destabilisierung des Proteinkomplexes fiihrt. Daraus resultiert eine Amyloidablagerung
in den Organen, was unter anderem eine Polyneuropathie, Kardiomyopathie,
Nephropathie und gastrointestinale Dysfunktion bewirkt. Da die Leber der
Hauptpathogenese-Ort ist, war eine Lebertransplantation lange die einzige wirksame
Therapie. Die ASO Inotersen bindet die mRNA des TTR und rekrutiert die RNAseH1,
wodurch die mRNA degradiert wird. Die Rezeptorproduktion in der Leber wird
unterbunden, was der Bildung der Ablagerungen vorbeugt. Inotersen erhielt die
Zulassung, nachdem die Phase III Studie signifikante Vorteile der ASO-Behandlung
gegentiber Placebogaben erzielen konnte. Die ASO wurde wochentlich subkutan durch
die PatientInnen selbst zuhause verabreicht. Die unverblindete Erweiterungsstudie konnte
die Ergebnisse bestdtigen (Benson et al., 2018). Daher lie die EMA Inotersen zur
Behandlung der hATTR zu (EMA, 2018b).
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1.4.5.1.4 Behandlung der Amyotrophen Lateralsklerose mit Tofersen

Die Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) ist eine schwere neurodegenerative Erkrankung
der Motoneurone des motorischen Cortex und des Riickenmarks. Dies fiihrt zu
progredienter Muskelschwidche bis hin zu Paralysen und zum Tod. Haufige
Komplikationen sind durch die Einschrankung der Lungenfunktion bedingt. Mittlerweile
gibt es verfligbare symptomatische Therapien (Riluzol/ Edavaron).

Etwa 2% der Patientlnnen insgesamt und 10-20% der Fille mit familidrer ALS haben
eine Mutation im Gen der Superoxiddismutase 1 (SODI), die zur Dysfunktion des
zugehorigen Proteins fiihrt, welches den oxidativen Stress in Zellen reduziert. Ist dieses
Gen veréndert, fiihrt dies zu einem erhohten oxidativen Stress und zum Zelluntergang.
Die ASO Tofersen wurde entwickelt, um das mutante SOD1 herunterzuregulieren (Blair,
2023). In Phase I/II Studien wurde gezeigt, dass die Konzentration der SOD1 im Liquor
durch Tofersen um bis zu 33% reduziert werden konnte, ebenso wurde eine Reduktion
des Neurofilaments Leichtkette (NFL) beschrieben, was fiir eine neuroprotektive
Wirkung sprach. Dieses wurde lange als Biomarker der ALS genutzt (Blair, 2023; Miller
et al., 2020). In einer aktuellen Phase III Studie wird erfasst, wie die Auswirkung auf die
Lungenfunktion, auf die motorische Kraft und auf einen spezifisch die ALS
objektivierenden Score ausfiel. Es konnten signifikante Reduktionen der SOD1 und des
NFL im Liquor erreicht werden, jedoch zeigte sich kein signifikanter Unterschied im
Score und in der motorischen Kraft zwischen Behandlungsgruppe und Placebo. Bei
Betrachtung der Vitalkapazitit, einem Wert fiir die Elastizitdt der Lunge, konnte keine
signifikante Verbesserung erreicht werden, es gab aber einen Trend in diese Richtung.
(Blair, 2023; Cerillo & Parmar, 2023). Tofersen wurde Anfang des Jahres 2024 vorldufig
durch die FDA und die EMA zur Behandlung der ALS bei assoziierter SOD1-Mutation
zugelassen (EMA, 2024).

1.4.5.2 Klinische Studien zur ASO-Behandlung der HD

Drei ASOs zur Behandlung der mit der SCA3 verwandten HD erreichten Phase III
Studien, wurden jedoch abgebrochen. Bei der HD handelt es sich um eine PolyQ-
Erkrankung, deren Mutation im Huntingtin-Gen (H7T) liegt. Es handelt sich um eine

neurodegenerative Erkrankung, die aktuell nicht heilbar ist. Patientlnnen weisen einen
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progressiven Verlust der willkiirlichen motorischen Kontrolle auf, welcher von kognitiver
Dysfunktion sowie psychiatrischen Beschwerden begleitet wird. Die HD verlduft
innerhalb von 15-20 Jahren nach Symptomausbruch letal. Daher wurden ASOs
untersucht, die das mutante Erkrankungsprotein Huntingtin (HTT) herunterregulieren
sollten, in der Hoffnung, den Symptomen vorzubeugen bzw. den Progress zu inhibieren
(Rook & Southwell, 2022).

In Studien wurde gezeigt, dass HTT eine entscheidende Rolle in der embryonalen
Hirnentwicklung spielt, im adulten Gehirn ist seine Aufgabe jedoch noch ungeklért. In
préklinischen Studien wurde beschrieben, dass eine Reduktion des mutanten HTT von
50% bereits eine Verbesserung der Symptomatik bewirkt, eine Reduktion des
wildtypischen HTT um bis zu 75% schien dabei in den Mausmodellen auBerhalb der
Embryonalentwicklung keine fatalen Folgen zu haben (Duyao et al., 1995; Kordasiewicz
et al.,, 2012). Daher wurde die allel-unspezifische ASO Tominersen entwickelt. Die
intrathekale Gabe von Tominersen hatte sich zuvor in der Phase I/Ila Studie und einer
unverblindete Erweiterungsstudie bewéhrt. FEine Reduktion des mHTT fand
dosisabhingig im Liquor statt. Es stiegen jedoch das NFL und das Tau Protein im Liquor,
was Zeichen eines axonalen Untergangs und damit der Neurodegeneration sind. Die
Konzentration sank einige Wochen spéter wieder auf den Ausgangswert (Giuffre et al.,
2023; Moscoso et al., 2021; Rook & Southwell, 2022). Die Phase III Studie wurde
abgebrochen, da durch ein unabhingiges Komitee der Nutzen gegeniiber dem Risiko als
zu gering eingestuft wurde. Eine der beiden Behandlungsgruppen zeigte keinen
Unterschied zur Placebo-kontrollierten Gruppe. Die Gruppe mit héiufigerem
Behandlungsintervall verschlechterte sich sogar in der motorischen und kognitiven
Fahigkeit. AuBerdem konnte ein Anschwellen der Ventrikel beobachtet werden (Rook &
Southwell, 2022).

Weiterhin wurden zwei allel-spezifische ASOs zur Behandlung der HD entwickelt, die
mutationsassoziierte SNPs (rs362307 und rs362331) nutzen. In Kombination beider
wiren 36-70% der europdisch abstammenden Mutationstragenden behandelbar. In der
Phase I/Ila Studie wurde keine ausreichende Reduktion des mHTT erreicht. Eine
Erhohung der Dosis konnte keine Steigerung der Reduktion hervorrufen. Es fand sich
weder ein Anstieg des NFL im Liquor noch ein Krankheitsprogress, trotzdem brachen 7

der 13 Teilnehmenden die Studie ab. Priaklinisch wurden Tests in PatientInnenzellen und
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gesunden Mausen zur Vertriglichkeit durchgefiihrt, es fehlten jedoch Effektivitatsstudien
in einem HD-Tiermodell. Diese hétten das Problem der zu geringen Regulation aufzeigen
konnen (Rook & Southwell, 2022). Eine weitere allel-spezifische ASO wurde unter
Beriicksichtigung dieser Erkenntnisse designt. Aktuell befindet sich diese ASO WVE-
003 in der Rekrutierungsphase fiir eine Phase I/Ila Studie (NCT05032196).

1.4.5.3 Bisherige ASO-Therapieansétze in der SCA3

Es wurden bereits ASOs entwickelt, die ATXN3 regulieren sollen. Die meisten wurden
in verschiedenen SCA3-Mausmodellen getestet. Die ASO VO659 soll in einer Phase I/11a
Studie getestet werden. Eine weitere Phase I Studie zur ASO BIIB132 wurde aus

unbekannten Griinden abgebrochen.

1.4.5.3.1 Praklinische ASO-Studien in der SCA3

Moore et al. haben 2017 eine Reihe ASOs getestet, die allel-unspezifisch ATXN3
regulieren sollten. Zuerst wurden die ASOs in Fibroblasten von Patientlnnen auf ihre
Wirksamkeit getestet. Sie wirkten sowohl auf das wildtypische als auch auf das
expandierte ATXN3. Die wirksamen ASOs wurden weiter in vivo untersucht. Nach einem
Toxizitdtstest an wildtypischen Tieren wurden die ASOs transgenen WT/YAC84Q-
Mausen in den rechten Ventrikel injiziert. Alle verwendeten ASOs konnten im Gehirn
nachgewiesen werden, sodass eine gute Verteilung mittels CSF-Fluss garantiert wurde.
Bei einigen der ASOs konnte eine signifikante Reduktion des ATXN3 nachgewiesen
werden. Diese war je nach Hirnregion verschieden, wobei sie im Frontalen Cortex am
geringsten ausfiel. In den tiefen cerebelldren Nuclei sowie im Pons konnten sogar
ATXN3-Aggregate im Zellkern reduziert werden. Es fand sich kaum ein Anhalt fiir
toxische Effekte der ASOs. Dafiir wurden die Transkriptionslevel immunreaktiver
Proteine in Astrozyten und Mikroglia getestet. Es fand sich eine generelle Immunreaktion
um die Injektionsstelle herum, in welcher auch eine erhdhte ASO-Konzentration zu
finden war (Moore et al., 2017). 2019 entwickelten Moore et al. darauthin das erste
humane SCA3-Modell mit embryonalen Zellen. Diese stammten von einem gespendeten
Embryo, der heterozygot fiir die SCA3 war. Auch in diesem humanen Zellmodell konnte

die zuvor im Mausmodell getestete ASO das Expressionslevel sowohl des wildtypischen
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als auch des mutanten ATXN3 signifikant reduzieren. Dies sorgte auch fiir eine

Reduktion der Proteinaggregate (Moore et al., 2019).

Tonnen et al. testeten 2017 verschiedene das Spleilen modifizierende ASOs. Einige
setzten so an, dass Exon 8 und 9 ausgeschlossen wurden, da dort viele proteolytische
Spaltstellen liegen. Es wurde angenommen, dass dadurch die Aggregate reduziert
wiirden. Allerdings zeigte sich im Mausmodell, dass die Effizienz des Exon-Skippings
insgesamt gering ausfiel und dass das verdnderte Protein keine Polyubiquitin-Ketten mehr
binden konnte, was potenziell die Deubiquitinase-Funktion des ATXN3 behindern
konnte. In der Zusammenschau dieser Ergebnisse wurden diese ASOs nicht
weiterentwickelt (Toonen et al., 2016). Eine weitere durch Toonen et al. entwickelte ASO
setzt an der Splei3stelle fiir Exon 10 an, welches die CAG-Wiederholungen beinhaltet.
Dieses wird exkludiert, sodass das entstechende ATXN3 verkiirzt ist und keinen
Polyglutamin-Bereich aufweist. Die entstehende Isoform kann Ubiquitin genauso binden
und spalten wie das full-length ATXN3, da die C-terminal liegende UIM nicht
obligatorisch ist und die Enzymfunktion der Josephin-Doméne funktionsféhig bleibt. Im
Versuch wurden den transgenen WT/YAC84Q-Miausen die ASOs erst einmalig und
danach eine hohere Dosis tiber 3 Wochen akkumuliert ICV appliziert. Bei einmaliger
Gabe wurde 17% modifiziertes, also verkiirztes ATXN3 sowie die verdnderte RNA und
bei mehrfacher Gabe 37% modifiziertes ATXN3 gefunden. AuBlerdem wurden
verringerte ATXN3-Aggregate sowohl im Zytosol als auch im Nucleus detektiert
(Toonen et al., 2017).

1.4.5.3.2 Klinische ASO-Studien in der SCA3

Seit Anfang 2023 befindet sich eine Phase I/Ila unverblindete Studie unter der Nummer
NCT05822908 in der Rekrutierungsphase, die die ASO VO659 in der SCA1, SCA3 und
HD testen soll. Den Teilnehmenden der Studie werden vier verschiedene Dosen der ASO
in steigender Konzentration intrathekal verabreicht, um die Sicherheit und Vertriaglichkeit
des Medikaments zu evaluieren. Die verwendete ASO mit einer (CUG)7 Sequenz bindet
an die CAG-Wiederholungen und soll alle drei Krankheiten regulieren konnen. In der
SCA3 zeigte die ASO eine gute Regulation mittels Exon-Skip des Exon 10, welches die
Mutation tragt. In der SCA1 konnte ein geringfiigiger Exon-Skip des Exon 8, welches die
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CAG-Wiederholungen trégt, festgestellt werden. Im Tiermodell wurde aber vor allem das
Gesamtprotein Ataxin-1 durch die ASO reduziert. Auch in der Huntington-Erkrankung
wurde HTT durch die ASO herunterreguliert (Datson et al., 2017; Kourkouta et al., 2019).
Durchgefiihrt wird die Studie von VICO Therapeutics. Das voraussichtliche Ende der
Studie liegt im September 2025. Vorldufige Ergebnisse konnen eventuell friiher
eingesehen werden, liegen zum aktuellen Zeitpunkt (20.06.2024) jedoch noch nicht vor.
Die ASO wurde bereits einigen PatientInnen in Tiibingen verabreicht. ASOs, die die
CAG-Wiederholungen tangieren, sind dennoch kritisch zu betrachten, da diese Sequenz
in verschiedensten Genen auch ganz physiologisch vorkommt. Es besteht die Gefahr, dass
die ASO eher unspezifisch wirken bzw. viele potenzielle Off-Targets haben konnte. Die
in vivo Studien liefern dafiir bisher keinen Anhalt bzw. keine Hinweise auf ungewollte

Off-Targets.

Eine weitere Phase I Studie von Biogen, die die ASO BIIB132 zur Behandlung der SCA3
in PatientInnen unter der Registrierungsnummer NCT05160558 getestet hat, wurde im
April 2023 abgebrochen. Offizielle Griinde dafiir sind aktuell nicht bekannt (Chuang,
2023). Die ASO wurde in verschiedenen Dosen alle vier Wochen intrathekal verabreicht
und auf ihre Vertriglichkeit sowie Pharmakokinetik getestet. Es hat sich um eine der
ASOs gehandelt, die in den priklinischen Studien von McLoughlin und Moore getestet
wurde und sich als wirksam erwiesen hat, wie in wissenschaftlichen Kreisen
kommuniziert wurde (McLoughlin et al., 2018; Moore et al., 2017; Paulson & Groff,
2022, p. 34).

1.5 Alternative gentherapeutische Therapieansitze der SCA3

Alternativ. zum  Therapieansatz  mit  Antisense-Oligonukleotiden =~ wurden
gentherapeutische Ansédtze mit MikroRNA, Small Interfering RNA (siRNA) und Small
Hairpin RNA (shRNA) durchgefiihrt. Alle diese Ansdtze beruhen auf dem Einbau der
jeweiligen regulatorischen RNA in den RNA Induced Silencing Complex (RISC). Dies ist
ein Proteinkomplex, der seine Target-RNA bindet und in kleine Stiicke schneidet. Die
Translation wird verhindert, was zu einer Herunterregulation des betreffenden Proteins

fuhrt. Dieser Prozess wird als RNA-Interferenz bezeichnet und kommt auch
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physiologisch z.B. zur Abwehr viraler RNA vor. Dies bedeutet allerdings auch, dass die
regulatorische RNA, sobald sie im Organismus angekommen ist und in den RISC
eingebaut wurde, dort immer wieder wirken kann. Nach dem Zerschneiden der Target-
RNA wird die Bindestelle frei, sodass wieder eine neue RNA gebunden und degradiert
werden kann (Friedrich & Aigner, 2022).

1.5.1 Therapieansitze mit MikroRNA

MikroRNA ist eine einzelstringige nicht-codierende RNA, die in der
posttranskriptionalen Phase regulierend auf die Proteinbiosynthese wirkt. Sie beeinflusst
ein breites Spektrum an Genen. Daher wirkt sie eher unspezifisch, kann aber
entscheidende zelluldre Signalwege verdndern. Dies sorgt auch fiir eine hohe Anzahl

potenzieller Off-Targets (Diener et al., 2022; Saliminejad et al., 2019).

2013 konnte in einer Studie mit MikroRNA, die die 3¢ Untranslatierte Region (UTR) der
RNA des Ataxin-3 bindet und per RNA-Interferenz wirkt, eine suffiziente Reduktion des
mutanten, aber auch des wildtypischen ATXN3 in homozygoten YAC84Q-Maiusen
erreicht werden (Rodriguez-Lebron et al., 2013). Costa Mdo et al. erreichten mit der
Injektion einer ATXN3 supprimierenden MikroRNA in das Cerebellum transgener
homozygoter YAC84Q-Méuse zwar eine lebenslange Unterdriickung des mutanten
ATXN3, das motorische Defizit blieb jedoch erhalten, genauso wie die reduzierte
Lebensdauer nicht verldngert werden konnte. Daraus wurde geschlossen, dass eine
Regulation im Cerebellum alleine nicht ausreichend zur Behandlung sei (Costa Mdo et
al., 2013). 2019 fiihrten auch Martier et al. einen Therapieansatz mit drei verschiedenen
MikroRNAs in einem heterozygoten SCA3-KnockIn-Mausmodell durch. Es gelang eine
starke dosisabhédngige Reduktion der Targer-mRNA und des ATXN3 durch Abbau im
RISC. Weiterhin konnten keine Off-Targets festgestellt werden. Aufgrund der Allel-
Unspezifitit der MikroRNAs wurde auch das wildtypische ATXN3 reduziert. Dies schien
jedoch keine negativen Effekte zu haben (Martier et al., 2019; Nobrega et al., 2013). Eine
dieser MikroRNAs untersuchten Nobre et al. 2022 weiter in einem lentiviral-basierten
striatalen Mausmodell der SCA3. Die MirkoRNA wurde mittels eines adenoviralen

Vektors ins Striatum wildtypischer Méuse injiziert. Dies fiihrte zu einer dosisabhdngigen
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Reduktion des ATXN3, wodurch auch die intrazelluldren Aggregate deutlich vermindert
werden konnten (Nobre et al., 2022).

2023 wurde durch Tang et al. ebenfalls ein MikroRNA-Ansatz getestet. Als Vektor wurde
ein modifiziertes Exosom genutzt, das zusammen mit einem Glykoprotein des
Rabiesvirus die MikroRNA iiber die Bluthirnschranke hinweg ins ZNS transportierte. Die
Substanz wurde iiber die Schwanzvene verabreicht. Es wurden zwei MikroRNAs getestet,
die auch physiologisch vorkommen und in SCA3-PatientInnen reduziert zu sein scheinen
(Tang et al., 2023). Sie binden die 3’UTR Region der RNA des Ataxin-3 und werden
nicht in den RISC eingebaut. Dies bietet den Vorteil, dass die MikroRNA wieder
abgebaut wird, die Substanz muss aber regelméfig verabreicht werden. Das mutante
ATXN3 und dessen RNA wurden signifikant reduziert. Auch der koordinatorische
Phénotyp der Tiere konnte verbessert werden. Weiterhin zeigte sich eine verringerte
Apoptose der Purkinjezellen. In den tiefen cerebelldren Nuclei schien es unter Therapie

keinen Anhalt fiir eine inflammatorische Reaktion zu geben (Tang et al., 2023).

1.5.2 RNA-Interferenz mittels Small Interfering RNA

Ein weiterer Therapieansatz ist die Herunterregulation der mRNA mittels Small
Interfering RNA (siRNA). Die Verwendung von siRNA ist ein physiologischer
Mechanismus der Zelle zur Abwehr von Fremd-RNA bei Virusinfektionen. Sie entsteht,
indem die Endoribonuclease Dicer doppelstrangige RNA oder auch shRNA in kleinere
Stiicke zerschneidet. Danach wird die siRNA in den RISC integriert, welcher wiederum
die Target-RNA in kleine Stiicke zerschneiden kann. So hat die siRNA eine
regulatorische Wirkung auf die Genexpression (Friedrich & Aigner, 2022; Ketting et al.,
2001).

Bereits 2002 konnte eine allel-spezifische siRNA, die den SNP 987 bindet, die Level an
mutantem ATXN3 drastisch in humanen Nierenzellen, die gleichzeitig mit einem
humanen mutanten ATXN3-Plasmid transfiziert waren, reduzieren. Die siRNA wurde
dabei ebenfalls iiber ein Plasmid eingebracht. (Li et al., 2002). Auch bei Miller et al. 2003
sowie bei Alves et al. 2010 wurde eine siRNA getestet, die den SNP 987 bindet. Dieser
wird von 70% aller SCA3-Patientlnnen im expandierten Allel getragen. Bei diesen
Betroffenen konnten die beiden siRNAs angewandt werden und nur das erkrankte Allel

regulieren. Der Unterschied der beiden Studien bestand in der Art der Aufnahme der
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siRNA in die Zellen. Bei Miller et al. wurde ein Plasmid verwendet, bei Alves et al. ein
lentiviraler Vektor. In vitro konnte in beiden Studien das mutante ATXN3 sowie dessen
RNA herunterreguliert werden. Die Therapie wirkte sich jeweils kaum auf die Level des
wildtypischen Allels aus (Alves et al., 2010; Miller et al., 2003). Alves et al. testeten ihre
siRNA daraufhin in vivo im SCA3-Rattenmodell mittels Injektion direkt ins Striatum. Die
Level an mutantem ATXN3 in den mit siRNA behandelten Tieren im Vergleich zu den
Kontrolltieren waren signifikant reduziert. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass der
Neuronenverlust und die Nucleus-Atrophie, die typischerweise im SCA3 Striatum zu
finden sind, reduziert wurden (Alves et al., 2010).

Weiterhin wurden einzelstringige siRNAs, die die CAG-Wiederholungen binden, in
humanen  Fibroblasten =~ von  SCA3-Patientlnnen sowie  weiteren PolyQ-
KrankheitstridgerInnen getestet. Es konnten relevante allel-spezifische Reduktionen der
Krankheitsproteine erreicht werden (Fiszer et al., 2016).

2015 entwickelten Conceicdo et al. Stable Nucleic Acid Lipid Particles (SNALPs), die
die siRNA iiber die Bluthirnschranke ins ZNS transportieren und somit eine intravendse
Verabreichung ermoglichen. Der Ansatz wurde im transgenen WT/YAC84Q-
Mausmodell und in einem lentiviralen Mausmodell getestet. Es konnte eine gute
Akkumulation der siRNA im Gehirn erreicht werden, wodurch die ATXN3-Aggregation
verringert werden konnte, was weiterhin die motorischen Defizite der Tiere verringerte

(Conceicao et al., 2016).

1.5.3 RNA-Interferenz mittels Small Hairpin RNA

Den Ansatz der Verwendung von shRNA in der SCA3 wurde 2013 von Nobrega et al.
untersucht. Es wurde das transgene WT/Y AC84Q-Mausmodell verwendet, welches mit
einer shRNA behandelt wurde, die mittels eines lentiviralen Vektors ICV appliziert wurde
und spezifisch die mutante RNA des Ataxin-3 herunterregulieren sollte. Histologisch
zeigten sich weniger ATXN3-Aggregate, wodurch der Zelltod verringert wurde und
folglich mehr Purkinjezellen erhalten blieben. Es lag eine Reduktion sowohl des 19slichen
als auch des aggregierten ATXN3 vor, wihrend die Expression des endogenen Atxn3s
unverdndert blieb. In der PCR konnte eine Reduktion der mutanten mRNA in behandelten
Maiusen detektiert werden. Phéanotypisch blieben die Koordination und Balance erhalten.

Es zeigte sich ein stabiles Gangbild und die Tiere lieBen die ansonsten beobachtete
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Hyperaktivitdt nicht erkennen (Nobrega et al., 2013). Die getestete shRNA wurde
weiterhin in einem Langzeitversuch untersucht, wobei sich zeigte, dass die nach Injektion
bestehende voriibergehende inflammatorische Reaktion nach 20 Wochen abklingt und
auch der endogene RISC nicht iibersittigt ist. Es wurden also keine langfristigen

toxischen Effekte durch die shRNA-Behandlung in vivo entdeckt (Nobrega et al., 2019).

Zusammenfassend ist die Durchfiihrung klinischer Studien zu Therapien mittels RNA-
Interferenz am Menschen besonders im Falle der SCA3 jedoch aus zwei Hauptgriinden
schwierig. Einerseits kann die in den RISC eingebaute regulatorische RNA nicht mehr
aus dem Organismus entfernt werden, sodass damit verbundene Nebenwirkungen nicht
zu eliminieren wéren, die z.B. durch unvorhersehbare Off-Targets entstehen konnten.

Andererseits konnen Patientlnnen, die die regulatorische RNA erhalten haben, an keiner
weiteren Studie teilnehmen, da sie immer einem nicht-ausschliefbaren Einflussfaktor -
ndmlich der eingebrachten RNA - unterliegen. Da die SCA3 insgesamt eine seltene
Erkrankung ist und eine geringe Anzahl an Betroffenen vorliegt, wiirde dies die

Forschungsmoglichkeiten drastisch reduzieren.

1.6 Zielsetzung dieser Arbeit

Die im Rahmen dieser Promotion durchgefiihrten in vivo Studien sollten untersuchen, ob
das Expressionslevel des Erkrankungsproteins Ataxin3 sowie dessen RNA mithilfe von
Antisense-Oligonukleotiden herunterreguliert werden kann. Dadurch sollen die
Symptome der SCA3 langfristig reduziert werden und der Progress der Erkrankung
aufgehalten werden. ASOs sind gentherapeutische Mittel, die auf RNA-Ebene in die
Proteinbiosynthese eingreifen. Sie binden die RNA komplementir, sodass diese zellintern
durch die RNAseH1 abgebaut wird und das zugehorige Protein nicht translatiert werden
kann.

In der ersten Studie wurden ASOs verwendet, die allel-unspezifisch ATXN3
herunterregulieren, also sowohl das expandierte als auch das wildtypische ATXN3. Dies
scheint ohne Effekte auf den Organismus mdglich zu sein, wie in ATXN3-KnockOut-

Maiusen gezeigt wurde.
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Fir die zweite Studie wurden ASOs verwendet, die nur das expandierte Protein
herunterregulieren sollten. Dafiir wurde ein Polymorphismus genutzt, der sich bei tliber
70% der Betroffenen weltweit und bei allen Betroffenen in Deutschland in unmittelbarer
Nihe zu den CAG-Wiederholungen befindet, wihrend er sehr selten auf dem
wildtypischen Allel zu finden ist. Dieser Basenunterschied wird bei der Transkription
auch an die mRNA weitergegeben, sodass sich zwischen der allel-spezifischen ASO und
der wildtypischen RNA ein miss-match ergibt. Die RNA des expandierten ATXN3
dagegen wird gebunden, wenn sie den Polymorphismus tragt.

Der Therapieansatz wurde in einem fiir die SCA3 transgenen WT/Y AC84Q- Mausmodell
der Linie B6;CBA-Tg(ATXN3*)84.2Cce/lbez] getestet. Vor Durchfithrung der Versuche
wurde die Linge der CAG-Wiederholungen der Versuchstiere bestimmt, um sicher zu
stellen, dass diese tatsdchlich im pathologischen Bereich liegt. Aulerdem wurden die
Tiere wihrend der gesamten Studiendauer wochentlich gewogen, um einen Uberblick
iber ihre Entwicklung zu haben. Die ASOs wurden unter Narkose mittels stereotaktischer
bilateraler ICV-Injektion appliziert. Sie sollten mithilfe der Liquorzirkulation im ZNS
verteilt werden, um zu den Hauptpathogenese-Orten zu gelangen. Im Falle der allel-
spezifischen ASOs wurde vor Durchfilhrung des eigentlichen Versuches -eine
Toxizitdtsstudie an wildtypischen Tieren durchgefiihrt, um die generelle Vertraglichkeit
der Substanzen zu evaluieren und die maximal tolerierte Dosis festzustellen. Im
Anschluss an die Injektionen wurden die Tiere sowohl in der Toxizititsstudie als auch in
den tatséchlichen Versuchen fiir drei Tage engmaschig kontrolliert sowie nochmals nach
einer Woche nachbeobachtet. Die Tiere wurden gewogen und ihre Korperpflege sowie
thr Sozialverhalten evaluiert. Dies wurde in einem Score festgehalten. Des Weiteren
wurde ein Koordinationstest, der sogenannte Wirehang-Test, durchgefiihrt. Dadurch
sollten Unvertraglichkeitsreaktionen der Substanz oder der Intervention an sich detektiert
werden. In der Studie zu den allel-spezifischen ASOs wurde das Gangbild vor und nach
den Injektionen mittels einer KI-gestiitzten Beam-Walk-Analyse untersucht. 4 Wochen
nach den Injektionen zu einem Zeitpunkt, zu welchem erwartet wurde, dass die ASOs
thre Wirkung vollstindig entfalten konnten, wurden die Tiere euthanasiert und jeweils
das Gehirn, das Blut sowie die inneren Organe entnommen. Das Gehirn wurde in
Cerebellum, Hirnstamm und Frontalen Cortex unterteilt. Daraus wurden sowohl die

DNA, die RNA als auch die Proteine isoliert.
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Im Rahmen dieser Promotion wurden fiir die allel-unspezifischen ASOs die
Expressionslevel der RNA des Ataxin-3 mittels quantitativer RT-PCR analysiert. Es
sollte gepriift werden, ob durch die ASOs eine Regulation der mRNA stattfinden konnte.
In der Studie zu den allel-spezifischen ASOs wurde das Expressionslevel des ATXN3-

Proteins untersucht, um zu analysieren, ob dieses durch die Therapie reguliert wurde.

Alle Schritte, die zum Erreichen des formulierten Ziels notwendig waren, sind in

Abbildung 1.2 dargestellt.

Allel-unspezifische ASOs Allel-spezifische ASOs

Gewichts- Gewichts- . :
.. . Préparation
CAG-Sequenz \Lauf‘ Praparation Genotypisierung B;ZZ: verlauf
Lingen- Erhebun ‘ RNA- ‘ Protein-
bestimmung P & RNA- Erhebung Analysen | | Analysen
ost- Analysen Post-
operativer CAGS operativer
&:Ore Cerebellum - equenZ &;Ore ’m‘
Wirehang- Cortex bestimmung Wirehang-

Ziel: ATXN3 Herunterregulation

Abbildung 1.2 Aufbau der im Rahmen dieser Promotion durchgefiihrten Studien

In der Abbildung sind schematisch die Abldufe der beiden ASO-Studien nebeneinander
dargestellt. Fiir die allel-unspezifischen ASOs wurden zuerst die CAG-
Wiederholungslingen der Versuchstiere ermittelt. Das Gewicht wurde wdchentlich
dokumentiert. Nachdem die Injektionen stattgefunden hatten, wurden der postoperative
Score sowie der Wirehang-Test durchgefiihrt. Abschlieffend wurden die Tiere pripariert
und die RNA aus dem Gehirn isoliert. Diese wurde auf die Expression der RNA des
humanen ATXN3-Gens untersucht. In der Studie zu den allel-spezifischen ASOs wurde
zusdtzlich der Beam-Walk vor und nach den Injektionen aufgenommen, um Ganganalysen

durchzufiihren. Aufierdem wurden Proteinanalysen aus dem gewonnenen Gewebe
durchgefiihrt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerateverzeichnis

Tabelle 2.1 Gerdteverzeichnis

Name Geritetyp/ Verwendung Hersteller

AF 800 Eismaschine Scotsman, Ice Systems,
Vernon Hills, USA

AlphaMetrix G-Storm Thermocycler Biotech GmbH,

Wiesbaden, DE

Bio-Rad Gel Dox XR+ Detektion Western Blot

Bio-Rad Laboratories,

Pipette 1000 pLL

System Hercules USA

BioPhotometer Photometer Eppendorf, Hamburg,
DE

Centrifuge 5415 R Zentrifuge, gekiihlt Eppendorf, Hamburg,
DE

Centrifuge 5420 Zentrifuge Eppendorf, Hamburg,
DE

Centrifuge 5804 Zentrifuge Eppendorf, Hamburg,
DE

CEQ 8000 Genetic Sequenzierer Beckman Coulter Inc.,

Analysis System Brea, USA

CL 1500 Eco Lichtquelle Carl-Zeiss AG,
Oberkochen, DE

Digital Lab Standard Stereotaktische Injektionen | Stoelting, Wood Dale,
USA

Electrophoresis Power Spannungsquelle Consort, Turnhout, BEL

Supply E8§35

Eppendorf Research Pipette Eppendorf, Hamburg,

Pipette 10 uLL DE

Eppendorf Research Pipette Eppendorf, Hamburg,

Pipette 100 pL DE

Eppendorf Research Pipette Eppendorf, Hamburg,

DE

Eppendorf Research plus | Pipette
Pipette 10 uLL

Eppendorf, Hamburg,
DE

Eppendorf Research plus | Pipette
Pipette 100 pL

Eppendorf, Hamburg,
DE

Fadenhalter Hautnaht Fine Science Tools,
Heidelberg, DE
FST # 19007-07 Bohraufsitze Fine Science Tools

GmbH, Heidelberg, DE
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Name

Geritetyp/ Verwendung

Hersteller

Gefrierschrank

Gefrierschrank -20°C

Liebherr, Biberach a. d.
Rif3, DE

Gelkamm 12 Well

Gelkamm

PEQLab Biotechnologie
GmbH, Erlangen, DE

Germinator 500

Trockensterilisationsgerét

Cell Point Scientific Inc.,
Gaithersburg, USA

GFL 1083 Wasserbad GFL, Burgwedel, DE
Hamilton Spritze 10 uL Stereotaktische Injektion Hamilton, Bonaduz, CH
Hamilton Spritze SuL Stereotaktische Injektion Hamilton, Bonaduz, CH

Heat Sealer S 100

Platten Versiegler

Eppendorf, Hamburg,
DE

Hera Freeze

Gefrierschrank -80°C

Thermo Fisher Scientific,
Dreieich, DE

HeraTherm Oven Wirmeschrank Thermo Fisher Scientific,
Dreieich, DE

Hobby Drill Bohrer Donau Elektronik,

Kleinbohrmaschine Nr. Melten, DE

0400

Homeothermic Monitor Wairmekissen Harvard Apparatus,
Holliston, USA

Kocherklemme Hautnaht Fine Science Tools,
Heidelberg, DE

Kiihlschrank Kiihlschrank 4°C Liebherr, Biberach a. d.
Rif3, DE

LightCycler 480 11 Thermocycler Roche, Mannheim, DE

LS 320C SCS Waage Wigetechnik Pescale,
Bisingen, DE

Lupe Lupe Stoelting, Wood Dale,
USA

Mikrowelle Mikrowelle Siemens, Miinchen, DE

Mini-PROTEAN Tetra

Elektrophorese Kammer

Bio-Rad Laboratories,

Cell Hercules USA

Modell 40-0708 Laufkammer PEQLab Biotechnologie
GmbH, Erlangen, DE

Modell 40-1214 Lautkammer PEQLab Biotechnologie
GmbH, Erlangen, DE

Pinzette, anatomisch Hautnaht Fine Science Tools,
Heidelberg, DE

Pinzette, chirurgisch Hautnaht Fine Science Tools,
Heidelberg, DE

Porzellan Mdrser mit Proteinisolation Morgan Advanced

Ausguss Materials Haldenwanger
GmbH, Wadkraiburg,
DE

Precisa 404 A Waage Wigetechnik Pescale,

Bisingen, DE
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Name Geritetyp/ Verwendung Hersteller

Printer P95 Drucker Gelbilder Mitsubishi, Ratingen, DE

Quantum™ EX 06196 Wasseraufbereitungssystem | Millipore, Eschborn, DE

Rasierer Rasierer Wahl, Twello, NL

Rotlichtlampe Rotlichtlampe Sanitas, Ulm, DE

Schere Hautnaht Fine Science Tools,
Heidelberg, DE

Spiilmaschine Spiilmaschine Miele Professional,
Giitersloh, DE

Sun Lab SUI1550 Zentrifuge Labdiscount GmbH,
Mannheim, DE

Thermostatplus Heizblock Eppendorf, Hamburg,
DE

Tuttnauer 5075 ELV Autoklav Systec, Wettenberg, DE

UV-Gel Studio Plus UV-GelStudio Plus Analytic Jena, Jena, DE

Vortex Mixer Vortexer NeoLab, Heidelberg, DE

VortexGenie 2 Vortexer Scientific Industries Inc.,

New York, USA

2.1.2 Reagenziensets (Kits)

Tabelle 2.2 Verzeichnis der verwendeten Reagenziensets

RT-PCR Kit

Bezeichnung Verwendung Hersteller

High Pure PCR Template | DNA Isolation Roche, Mannheim, DE
Preparation Kit

LightCycler EvoScript qRT-PCR Roche, Mannheim, DE
RNA SYBR Green I Master

Luna Universal One-Step | qRT-PCR New England Bio Labs,
RT-qPCR Kit Frankfurt a. Main, DE
Pierce BCA Protein Assay | Western Blot Thermo Fisher Scientific
Kit Inc., Waltham, USA
QuantiNova SYBR Green | qQRT-PCR Qiagen, Hilden, DE
PCR Kt

QuantiNova SYBR Green | qQRT-PCR Qiagen, Hilden, DE

QuantiTect Reverse
Transkription Kit

Reverse Transkription

Qiagen, Hilden, DE

QuantiTect SYBR Green
PCR Kt

qRT-PCR

Qiagen, Hilden, DE
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2.1.3 Chemikalien und Biochemikalien

Tabelle 2.3 Verzeichnis der verwendeten Chemikalien und Biochemikalien

Bezeichnung Verwendung Hersteller

10x PCR Puffer PCR Qiagen, Hilden, DE

2-Propanol Honeywell/ Riedel-de-
Haén™, Seelze, DE

5x Q-Solution PCR Qiagen, Hilden, DE

Acrylamid Western Blot AppliChem, Darmstadt,
DE

Dubeccos Phosphate Life Technologies Europe,

Buffered Saline Gibco NL

(DPBS)

Ethanol absolut Pan Reac Applichem, ITW
Reagents, Darmstadt, DE

Ethidiumbromidldsung Gelelktrophorese Carl Roth GmbH & Co,

1% (10 mg/mL) Karlsruhe, DE

Gene Ruler Mix 500 GroBen Standard PEQLab Biotechnologie

ng/uL Gelelektrophorese, 10- GmbH, Erlangen, DE

10.000 bp, 21 Banden

GenomeLab™ DNA Size | Fragmentlingenanalyse Beckman Coulter Inc.,

Standard 600 Brea, USA

GenomeLab™ Sample Fragmentldngenanalyse Beckman Coulter Inc.,

Loading Solution Brea, USA

GenomeLab™ Separation | Fragmentlingenanalyse Beckman Coulter Inc.,

Buffer Brea, USA

GenomeLab™ Separation | Fragmentlingenanalyse Beckman Coulter Inc.,

Gel Brea, USA

Mineral Ol Fragmentldngenanalyse Beckman Coulter Inc.,
Brea, USA

MOPS Western Blot Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, DE

Non-Fett Trockenmilch- | Western Blot AppliChem, Darmstadt,

Pulver DE

PCR Grade Nucleotide PCR Nukleotide Roche, Mannheim, DE

Mix, 10 mM je Nukleotid

Pierce Lane Marker Western Blot Thermo Fisher Scientific,

Reducing Sample Buffer Waltham, USA

Ponceau S Western Blot Sigma-Aldrich, Darmstadt,
DE

Precision Plus Protein Protein- Bio-Rad Laboratories,

Dual Color Standards Konzentrationsbestimmung | Hercules, USA

Protease Inhibitor, 25x Proteinisolation F. Hoffmann-La Roche

Complete AG, Basel, CH

RNAse ZAP™ gqRT-PCR Sigma-Aldrich, Darmstadt,

DE
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Bezeichnung Verwendung Hersteller

SeaKem® LE-Agarose Gelelktrophorese Lonza, Rockland ME,
USA

TEMED Western Blot Carl Roth GmbH,
Karlsruhe, DE

Tween-20 Western Blot AppliChem, Darmstadt,
DE

Western Blocking Western Blot Roche, Mannheim, DE

Reagens

2.1.4 Medikamente

Tabelle 2.4 Verzeichnis der verwendeten Medikamente

Bezeichnung

Verwendung

Hersteller

Buprenovet 0,3 mg/ mL

Antidot 3K Narkose

Richter Pharma AG, Wels,
AT

Dormilan 1 mg/ mL

Medetomidinhydrochlorid,
1 mg/ mL, 3K Narkose

Vetpharma animal health,
Barcelona, SP

Fentadon 50 pg/ mL

Fentanyl, Opioid,

Dechra Veterinary

mL

Bestandteil 3K Narkose Products Deutschland
GmbH, Aulendorf, DE
Flumazenil Kabi 0,1 mg/ | Antidot 3K Narkose Fresenius Kabi, Bad

Homburg, DE

Metacam Injektionslosung
fiir Katzen 2 mg/ mL

Meloxicam, subkutanes
Analgetikum

Boehringer, Ingelheim, DE

Metacam Suspension zum

Meloxicam, orales

Boehringer, Ingelheim, DE

Eingeben fiir Hunde 1,5 Analgetikum

mg/ mL

Midazolam-Hameln 5 Benzodiazepin, 3K Hameln pharma GmbH,

mg/mL Narkose Hameln, DE

Nosedorm 5 mg/ mL Atipamezolhydrochlorid, | Alfavet Tierarzneimittel
Antidot 3K Narkose GmbH, Neumiinster, DE

Xylocain 1% Lokalanésthetikum Aspen Pharma Trading

Limits, Dublin, IR

2.1.5 Enzyme

Tabelle 2.5 Verzeichnis der verwendeten Enzyme

Name

Verwendung

Hersteller

Taq Polymerase 5 units/
pL

PCR

Qiagen, Hilden, DE

-41 -




Material & Methoden

2.1.6 Puffer und Losungen

Tabelle 2.6 Verzeichnis der verwendeten Puffer und Losungen

Bezeichnung Verwendung Zusammensetzung
3,5X Puffer Western Blot 52,32 g Bis-Tris
200 mL Wasser
pH = 6,5-6,8 mit HCI
Ammonium Persulfat Western Blot 10 mL Wasser
(APS) 10% 1 g(NH4)2S208
Bis-Tris Puffer Western Blot Wasser
261,6 g/ Bis-Tris
MOPS SDS Running Western Blot Wasser
Buffer (1x) I1x MOPS SDS Running
Buffer
NuPAGE MOPS SDS Western Blot Thermo Fisher Scientific,
Running Buffer (20x) Waltham, USA
NuPAGE Transferpuffer Western Blot Wasser
fiir Bis-Tris Gele (1x) 20% Methanol
I1x NuPAGE Transfer
Puffer fiir Bis-Tris Gele
NuPAGE Transferpuffer | Western Blot Wasser
fiir Bis-Tris Gele (20x) 81,6 g/ L Bicine
104,64 g/ L Bis-Tris
G g/ L Disodium EDTA
Orange G Ladepuffer Gelelektrophorese 30% Glycerol
Orange G nach Belieben
Pink Buffer (5x) Western Blot Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
RIPA-Puffer Western Blot Sigma-Aldrich, Darmstadt,
DE
Separating Gel Bis-Tris, Western Blot 2,20 mL 3,5x Puffer
8 mL, 10% 2 mL 40% Acrylamid
3,63 mL Wasser
80 uL 10% APS
8 uL TEMED
Stacking Gel Bis-Tris, Western Blot 0,86 mL 3,5x Puffer
3,5mL, 4% 0,3 mL 40% Acrylamid
1,81 mL Wasser
30 uL 10% APS
3 uL TEMED
Tris EDTA (10x) Gelelektrophorese 89 mM Tris Basis
89 mM Borsaure.
2 mM EDTA
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Bezeichnung Verwendung Zusammensetzung
Tris gepufferte Saline Western Blot Wasser
6,0568 g/ L Tris Base
8,766 g/ L NaCl
Tris-gepufferte Saline — Western Blot Tris-gepufferte Saline
0,1% Tween-20 (TBS-T) 1 mL/ L Tween-20

2.1.7 Primer

Tabelle 2.5 Verzeichnis der verwendeten Primer

Gen Sequenz 5¢-3¢ Verwendung

Hum ATXN3 A | TGGATGAGGAGGAGAGGATG qPCR

Exon 2/4 f

Hum ATXN3 A | CAAGGCATTGCTTATAACCTGA qPCR

Exon 2/4 r

Hum ATXN3 B | GAGAGGATGAGAATGGCAGAAG qPCR

f

Hum ATXN3 B | CTAAACCCCAAACTTTCAAGGC qPCR

r

Hum ATXN3 C | TCAGGACAGAGTTCACATCCAT qPCR

Exon 10/11 f

Hum ATXN3 C | GCATGTCTTCTTCACTCATAGCA qPCR

Exon 10/11 r

Hum ATXN3r | TGGCCTTTCACATGGATGTGAA Fragmentldngen-
analyse

Hum ATXN3 f | GAATATTTTAGCCCTGTGGAATT Genotypisierung
der YAC84Q-
Miéuse

Hum ATXN3r | AGTTTAAAATCAGTACCTGTAAAAACG | Genotypisierung
der YAC84Q-
Mause

Mur Actin f CCACACCCGCCACCAGTTCG qPCR

Mur Actin r TACAGCCCGGGGAGCATCGT qPCR

Mur Atxn3 f AGGCAAGCAGTGGTTTAACT gPCR

Mur Atxn3 r TGGCAGATCACCCTTAACAACA qPCR

Mur Pdh f GTAGAGGACACGGGCAAGAT gPCR

Mur Pdh r TGAAAACGCCTCTTCAGCA qPCR

Mur Sdha f GCAGCACAGGGAGGTATCA gPCR

Mur Sdha r CTCAACCACAGAGGCAGGA gPCR

Mur Tbp f TCTATTTTGGAAGAGCAACAAAGAC qgPCR

Mur Tbp r GAGGCTGCTGCAGTTGCTA gPCR
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2.1.8 Antikorper

Tabelle 2.6 Verzeichnis der verwendeten Antikérper

Priméarantikorper Wirt Verdiinnung Hersteller
Anti-ATXN3 (13HI9L9) Hase 1:2.000/ 1:5.000 Invitrogen AG,
Carlsbad, USA
Anti-ATXN3 (2SCA1H9) Maus 1:2500 Thermo Fisher
Scientific,
Dreieich, DE
Anti-VCL (V9131) Maus 1:100.000 Merck KGaA,
Darmstadt, DE
Sekundirantikorper
Anti-Mouse-1gG 1:5.000 Jackson Immuno
Research, West
Grove, USA
Anti-Rabbit-IgG 1:5.000 Jackson Immuno

Research, West

Grove, USA
2.1.9 Antisense-Oligonukleotide
Tabelle 2.7 Verzeichnis der verwendeten Antisense-Oligonukleotide
Name Sequenz 5°-3° Molekular- | Hersteller
Gewicht
(Da)
ASO 1 unbekannt unbekannt Kooperationsfirma
ASO 2 unbekannt unbekannt Kooperationsfirma
ASO 3 unbekannt unbekannt Kooperationsfirma
ASO 4 unbekannt unbekannt Kooperationsfirma
ASO Roche, AATCTTATTTACATCTTCC | unbekannt Roche,
interne 1D Mannheim, DE
A51 1122 67,
Patent Nr.
W02020/45233
ATXN3 Mut GGTCCCGCTGCTGC 4566.63 Qiagen, Hilden,
(mutASO) DE
ATXN3 WT GGTCCCCCTGCTGC 4526.6 Qiagen, Hilden,
(WtASO) DE
Random ASO unbekannt unbekannt Kooperationsfirma
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2.1.10Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.8 Verzeichnis der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Name Verwendung Hersteller
Bepanthen Augen- & Stereotaktische Bayer Vital GmbH,
Nasensalbe Injektionen Leverkusen, DE
Blotting Papier 1 mm Western Blot Carl Roth GmbH,

Karlsruhe, DE

Cellstar®Tubes 15 mL

15 mL Falcon

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, DE

Cleaning Clothes

Tucher

Tork, Dunstable, UK

Ethilon Polyamid 6 5-0

Monofiles, chirurgisches
Nahtmaterial, nicht

Ethicon, Hallbergmoos, DE

Untersuchungshandschuhe
Grofle M

resorbierbar
Feather disposable Skalpell Pfm medical, K6ln, DE
scalpel
FrameStar 384 Well gPCR Platte FrameStar, Wotton, Surrey,
Skirted PCR Plate Roche UK
StylePlus gPCR Seal
FrameStar 96 Well gqPCR Platte FrameStar, Wotton, Surrey,
Skirted PCR Plate Roche UK
StylePlus gPCR Seal
Joza Einmal Nitril Handschuhe Medbet GmbH, Miinster,

DE

Kapillaren NA-HEP 9 uLL

Kapillaren retrobulbire

Hirschmann Laborgerite

Blutentnahme GmbH & Co. KG,
Eberstadt, DE
Micro Fine 0,5 mL Subkutane Becton Dickinson GmbH,
Injektionsspritzen Heidelberg, DE

Microplate 96 Well, PS,
F-Bottom

Separation Buffer Plate

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, DE

Omnican F 0,01-1 mL

Subkutane
Injektionsspritzen

B. Braun SE, Melsungen,
DE

PCR Consumables

PCR-Stripes

Star-Lab, Hamburg, DE

PCR Plate, 96x0,2 mL

PCR Platte

Nerbe-Plus GmbH und Co.
KG, Winsen/ Luhe, DE

Pipette tip 10 uLL

Pipettenspitzen 10 uL

Sarstedt AG & Co. KG,
Niirmbrecht, DE

Pipette tip 100 pL

Pipettenspitzen 100 pL

Sarstedt AG & Co. KG,
Niirmbrecht, DE

Pipette tip 1000 uL

Pipettenspitzen 1000 uL

Sarstedt AG & Co. KG,
Niirmbrecht, DE

Reaction Tubes 1,5 mL

Reaktionsgefdfle 1,5 mL

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, DE
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Name Verwendung Hersteller

Reaction Tubes 2 mL Reaktionsgefiale 2 mL Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen, DE

Safe Lock Tubes 1,5 mL UV-Schutz Eppendorf AG, Hamburg,

amber Reaktionsgefdl} DE

Safe Lock Tubes 2 mL Sicherheitsreaktionsgefifie | Eppendorf AG, Hamburg,
DE

Thermowell 96 Well PCR | Sample Plate Corning Incorporated, Salt

Platte No Lid, Non-treated Like City, 84107 USA

Wattestébchen steril Stereotaktische Heinz Herenz

Injektionen Medizinerbedarf GmbH,

Hamburg, DE

2.1.8 Software und Internetressourcen

Tabelle 2.9 Verzeichnis der verwendeten Software und Internetressourcen

Name Verwendung Entwickler
BioRender Erstellung wissenschaftlicher BioRender, Toronto,
Abbildungen CA
ClinicalTrials.gov Datenbank klinische Studien National Library of
(NCT-Seriennummern) Medicine, 8600
Rockville Pike, USA
Excel Datenverarbeitung und Microsoft Corporation,
Auswertung Redmond, USA
GraphPad Prism 9 Statistik und Erstellung Graphen | GraphPad Software,
San Diego, USA
Image J Bilderstellung und Bearbeitung Wayne Rasband NIH,
Western Blot Maryland, USA
Image Lab Bilderstellung und Bearbeitung Bio-Rad Laboratories,
Western Blot Hercules, USA
iMovie Video-Schnitt Programm Apple, Cupertino,
USA
LightCycler® 480 Software qPCR Roche, Mannheim, DE

Software-Version 1.5

MicroplateManager® | Proteinkonzentrationsbestimmung | Bio-Rad Laboratories,

Software Hercules, USA

PowerPoint Graphiken-Erstellung und Microsoft Corporation,
Bearbeitung Redmond, USA

Primer Blast Design der Primer National Library of

Medicine, 8600
Rockville Pike, USA

SCA3 Diagnostik Software Fragmentldngenanalyse | Intern

Programm

VisionWorks® Software Gel Analytic Jena, Jena,

Software DE

Word Kommunikation und Microsoft Corporation,
Dokumentation Redmond, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Tiere und Tierhaltung

2.2.1.1 Tiermodell

In dieser Studie wurde das Tiermodell der transgenen WT/Y AC84Q-C57B16-Miuse der
Linie B6;CBA-Tg(ATXN3%*)84.2Cce/lbez] verwendet. Diese wurden erstmals durch
Cemal et al. 2002 beschrieben (Cemal et al., 2002). Die Tiere tragen hemizygot den
gesamten humanen 47XN3 Locus mit 84 CAG-Wiederholungen, was den Vorteil mit sich
bringt, dass alle regulatorischen Einheiten sowie der humane Promotor ebenfalls
abgebildet werden. Phinotypisch kann bereits ab 4 Wochen eine leichte Gangstorung
gesehen werden. Ebenso sollen mit ca. 24 Wochen stirkere neurologische Symptome wie
Tremor, Hypoaktivitit oder Clasping gezeigt werden. Ebenso zeigt sich eine
Neurodegeneration in den Hauptpathogenese-Orten wie dem Cerebellum. Dort finden
sich auch neuronale intranukledre Einschliisse des Ataxin-3 mit Ubiquitinierungen, wie
sie auch beim Menschen zu finden sind. (Cemal et al., 2002). Heutige Analysen in
unterschiedlichen Laboren weltweit zeigen allerdings, dass der 2002 beschriebene
Phinotyp der Tiere nicht mehr abbildbar ist, wenn die Tiere nicht homozygot die 84Q
Wiederholungen tragen (Costa Mdo et al., 2013; Shakkottai et al., 2011; Toonen,
Overzier, et al., 2018; Weber et al., 2020). Die Aggregate und histologischen
Verianderungen sind dagegen weiterhin zu finden. Dies ist wichtig, da fiir Therapiestudien
nicht nur phénotypische Veridnderungen zu beobachten sind, sondern auch histologische

und/oder molekularbiologische Methoden verwendet werden sollten.

Fiir den ersten Teil der Versuche, in welchem die Antisense Oligonukleotide (ASOs) in
Zusammenarbeit mit einer Firma getestet werden sollten, wurden 102 Méuse verwendet,
die im Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) geziichtet wurden. Mit 2 weiteren
Tieren wurden die 39 Versuchstiere fiir den zweiten Teil der Versuche mit den allel-

spezifischen ASOs selbst geziichtet.

Das Regierungspriasidium Tiibingen hat die entsprechenden Tierversuche unter den

Versuchsnummern HG06/21G und HG07/21G genehmigt.
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2.2.1.2 Tierhaltung

Die Versuchstiere wurden in einer offenen Tierhaltung in Typ 2 Langkéfigen zu maximal
5 Tieren pro Kifig gehalten und mit Standardfutter gefiittert. Ebenfalls stand allen Tieren
ein Zellstoff als Nistmaterial zur Verfiigung. Die Temperatur lag bei 22 °C + 2 °C und
die Luftfeuchtigkeit bei 55% = 2%. Es bestand ein 12 h Tag/ Nacht Rhythmus. Eine
Gruppenhaltung wurde préiferiert, Weibchen erhielten ein aus Holz bestehendes
Spielzeug. Um Revierkdmpfe um ein Spielzeug bei den minnlichen Tieren zu vermeiden,

erhielten nur einzeln sitzende Mannchen Spielzeug zur Beschiftigung.

2.2.1.3 Gewinnung von Ohrstanzen

Um die Méuse auf die entsprechende genetische Verdnderung hin zu analysieren, wurden
Ohrstanzen zur Isolation von DNA gewonnen. Dafiir erfolgte eine kurze
Ventilationsanisthesie mit 5% Isofluran. Nachdem die Maus narkotisiert war, wurde
mithilfe einer Lochstanze die Markierung nach dem Schema aus Abbildung 2.1 gestanzt.
Mithilfe dieser Ohrlochmarkierung konnten die Tiere im Kéfig voneinander
unterschieden werden. Die gewonnene Probe wurde in einem 1,5 mL Reaktionsgefdl3

aufbewahrt und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C eingefroren.

Rechts @

7\7

Abbildung 2.1 Schema zur Markierung mittels Ohrstanze

Auf dem linken Ohr der Maus fanden sich die Zahlen 1-9, die aus den Stanzstellen, die die
entsprechenden Zahlen bedeuten, zusammengesetzt werden konnten. So wiirde man fiir eine 3 die
Positionen 1 und 2 mit einer Stanze markieren. Sollte eine Zahl hoher als 9 markiert werden,
dann wurde auch das rechte Ohr entsprechend dazu markiert.

- 48 -



Material & Methoden

2.2.1.4 Gewichtserhebung

Ab Ankunft der Versuchsmiuse in der Tierhaltung wurde ihr Gewicht wochentlich
erhoben. Es war zu erwarten, dass dieses im Verlauf zunimmt, da sich die Tiere im Alter

von 4 Wochen bis 12 Wochen noch im Wachstum befinden.

2.2.1.5 Stereotaktische Injektionen

Interaural
Line

Abbildung 2.2 Die Schédelndhte Lamda und Bregma am Maus-Schdédel

Die Abbildung wurde aus Ferry, B., Gervasoni, D., Vogt, C. (2014), Preparation of the
Stereotaxic Surgical Procedure, In: Stereotaxic Neurosurgery in Laboratory Rodent. Springer,
Paris. https://doi.org/10.1007/978-2-8178-0472-9 5 iibernommen. Auf der linken Seite ist eine
Abbildung des Mausschidels zu erkennen, in welchen die Schédelndiihte eingezeichnet sind.
Rechts findet sich eine Aufnahme des tatsdchlichen Maus-Schddels. Rostral liegt Bregma, das
iiber eine von rostral nach okzipital laufende Schidelnaht mit Lambda verbunden ist.
Entscheidend war es, den Nullpunkt iiber Bregma zu definieren, um von dort die vorgegebenen
Koordinaten zu erreichen.

Die stereotaktischen Injektionen dienen der ICV-Injektion der Antisense-Oligonukleotide
anhand vorgegebener Koordinaten.

Zuerst wurde die Maus gewichtsadaptiert mittels intraperitoneal verabreichter 3K
Narkose narkotisiert. Sobald die Maus sichtbar bewusstlos war, wurde subkutan 2 mg/ kg

als 0,1 mL/ 10 g Korpergewicht an Metacam zur systemischen Analgesie gespritzt. Nach
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Rasur des Fells tiber dem Schidel wurde die Haut mittels 100% Ethanol desinfiziert und
anschlieBend 5 mg/ kg 2% Lidocain zur Lokalanisthesie unter die Haut injiziert. Nach
Verreiben des Lokalanédsthetikums mittels Tupfer und Ethanol wurde die Narkosetiefe
anhand der Reaktion auf den Zwischenzehenreflex gepriift. Sobald dieser Reflex
erloschen war, wurde mit dem Skalpell die Haut iiber dem Schédel in Langsrichtung
eroffnet. Ethanol diente dabei als Desinfektionsmittel. Orientierend sollten Bregma und
Lambda sichtbar werden, die Landmarken fiir die stereotaktische Injektion. Dabei handelt
es sich um Punkte, an denen sich jeweils zwei Schéddelndhte der Maus treffen. Eine
Darstellung dieser findet sich in Abbildung 2.2. Die entstandene Wunde wurde wahrend
der gesamten Injektion mit PBS feucht gehalten. Anschliefend wurde die Maus in die
stereotaktische Apparatur eingebracht. Diese Apparatur ist in Abbildung 2.3 zu erkennen.
In die Hamilton-Spritze wurden 3 pL der jeweiligen ASO aufgezogen (10, 30 oder 100
ng). Aufgrund der bilateralen Injektion ergaben sich 1,5 pL injiziertes Volumen je
Ventrikelseite. Mithilfe der stereotaktischen Apparatur wurde der Nullpunkt tiber Bregma
definiert. Von dort wurden die Injektionsstellen aufgesucht, indem die Koordinaten
medial-lateral +2,6 mm und anterior-posterior 0,9 mm aufgesucht wurden. An dieser
Stelle wurde ein Loch in den Schéddel gebohrt und dorsal-ventral = 0 auf das
Knochenniveau eingestellt. AnschlieBend wurde die Koordinate dorsal-ventral -2,3 mm
in langsamen Schritten erreicht, um moglichst gewebeschonend zu arbeiten. Die Injektion
erfolgte je Seite mit einer ungefdhren Geschwindigkeit von 0,1-0,5 pL/ min. Nach der
Injektion wurde die Spritze fiir 5 Minuten in der injizierten Position gelassen, damit das
vollstindige Volumen in den Ventrikel diffundieren konnte. AnschlieBend wurde die
Spritze schrittweise entfernt, um so wenige Strukturen wie méglich zu verletzen. Mit der
zweiten Seite wurde ebenso verfahren. Nach der bilateralen Applikation wurde die Maus
aus der stereotaktischen Apparatur ausgespannt. Nun erfolgte das Vernihen der Inzision
durch 3 Einzelknopfnéhte mit Polyamidfdden. Um die Maus aus der Narkose erwachen
zu lassen, wurde ein Antagonist der 3K Narkose gewichtsadaptiert, subkutan appliziert
und die Maus zum Aufwachen zuriick in ihren Heimatkifig unter Rotlicht gelegt.
Postoperativ bis zum Aufwachen und in der Zeit danach erfolgte eine regelméBige
Kontrolle der Tiere sowie die Versorgung mit Nassfutter. Die Versuchstiere befanden
sich wéhrend der gesamten Operationsvorbereitung, der Operation selbst sowie dem

anschlieBenden Nihen auf einem Warmekissen, um die Kdrpertemperatur zu erhalten.
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Fiir die zweite Studie mit den allel-spezifischen ASOs wurden die Konzentrationen auf
150 png in der Toxizitédtsstudie bzw. 30 und 60 pg im tatsdchlichen Versuch verdndert.

Ebenfalls wurde die medial-laterale Koordinate auf +£0,26 mm verschoben.

Abbildung 2.3 Stereotaktische Apparatur

A Im schwarzen Bereich wurde die Maus auf ein Wirmekissen gebettet B Mit den schwarzen
Stiiben rechts und links wurde sie am kraniozervikalen Ubergang fixiert C Halterung, in die die
Hamiltonspritze geklemmt wurde D Halteapparat des gesamten Aufbaus, welcher mit einem
Drehrddchen versehen ist, um die genaue Position der Spritze einzustellen B Anzeige der
eingestellten Koordinaten F Lampe zur Beleuchtung G Trocken-Sterilisations-Geriit.

2.2.1.6 Nachsorge

Angeschlossen an die Operationen erfolgte eine Nachsorge fiir drei Tage. Dabei wurde
anhand eines Scoresheets vorgegangen (Scoresheet 1 & 11, siche Anhang Tabelle A und
B). Weiterhin wurde das Scoresheet auch am 7. Tag postoperativ erhoben. Das Vorgehen

beinhaltete einerseits eine Gewichtsmessung, da zu erwarten war, dass die Mause mit
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einer Gewichtsabnahme auf die Operation reagieren wiirden, im Verlauf aber wieder
zunehmen wiirden. Auflerdem wurde die Sauberkeit von Fell und Korperdftnungen
beurteilt, um zu iiberpriifen, ob eine verminderte oder tibermaBige Korperpflege vorlag,
was jeweils durch Stress bedingt sein konnte. Ebenso wurde das Sozialverhalten beurteilt,
also ob die Maus neugierig und aktiv war oder apathisch oder aggressiv, was beides auch
Stress anzeigen konnte. AbschlieBend erfolgte die Inspektion der Wunde und der Naht.
Im Optimalfall waren weder eine Rotung noch Sekrete zu erkennen und die Naht blieb
intakt. Der so erhobene Score wurde dokumentiert. Wurde ein Score von 20 in Studie 1
bzw. 10 in Studie 2 oder hoher dokumentiert, bedeutete dies den humanen Endpunkt und

die Maus wurde euthanasiert.

Abbildung 2.4 Maus beim Wirehang-Test

In der Abbildung erkennt man eine der Versuchsmduse, die postoperativ den Wirehang-Test
absolviert. Dabei musste sie fiir bis zu 5 Minuten kopfiiber an einem Gitter hangeln, welches tiber
einem Kdfig platziert wurde. Man erkennt gut, wie sich die Maus mit den Pfoten an den Stiben
festhdlt und zusdtzlich mit ihrem Schwanz stabilisierenden Kontakt zum Gitter herstellt. Eine
Pfote hiingt leicht frei in der Luft, da sich die Maus zu dem Zeitpunkt in Bewegung befand, was
dem natiirlichen Verhalten der Tiere entspricht, die sehr agil klettern und hangeln kénnen.

Zusétzlich zum Scoresheet sollte jede Maus den Wirehang-Test absolvieren. Dabei wurde
die Maus auf ein Gitter gesetzt und langsam umgedreht, sodass sie sich kopfiiber befand.
Damit die Maus bei einem Absturz weich fallen wiirde, wurde das Gitter in ca. 20 cm
Entfernung iiber einen mit Einstreu gepolsterten Kifig gehalten. Es wurde die Zeit

gemessen, die sie in dieser Position aushielt. Die maximale Testzeit betrug 5 Minuten.
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Der Test sollte neurologisch aufféllige Mause mit Koordinationsproblemen anzeigen, wie
sie nach einer Operation am Gehirn zu erwarten sein konnten. Jedoch ist die Aussagekraft

des Tests fraglich, da sich viele Mause aus mangelnder Motivation fallen lieBen oder beim

Klettern am Gitter den Halt verloren.

Abbildung 2.5 Schmerzmittelgabe in der postoperativen Nachsorge

In der Abbildung erkennt man eine der Versuchsmduse, der das orale Metacam in der
postoperativen Nachsorge verabreicht wurde. Da die Mduse sehr agile und flinke Tiere sind,
mussten sie im Nackengriff gehalten werden, wdhrend ihr Schwanz mit dem kleinen Finger
festgehalten wurde, damit die Maus kurzfristig stillhielt. Dieser Griff entspricht der Art, in
welcher Muttertiere ihre Jungen tragen, wodurch sich die Mduse durch einen angeborenen Reflex
still verhalten. Das Schmerzmittel konnte der Maus iiber die Pipettenspitze gegeben werden, was
diese freiwillig aufnahm.

Um postoperative Schmerzen zu unterbinden, erhielten die Tiere fiir drei Tage 2 mg pro
kg Korpergewicht Mecaptam oral. Es wurden zwischen 20 und 30 pL je nach
Korpergewicht verabreicht. Dazu wurde die Maus durch einen Nackengriff fixiert und
die Metacam-Losung der Maus mittels Pipette dargeboten. Unter normalen
Voraussetzungen tranken die Maéause die Metacam-Losung freiwillig von der

Pipettenspitze.

2.2.1.7 Ablauf des Beam-Walk

In Studie 2 zu den allel-spezifischen ASOs wurde eine Ganganalyse pré- und postoperativ

integriert, um mogliche Auswirkungen der Injektionen festzustellen. Dafiir wurde der
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sogenannte Beam-Walk genutzt (Lang et al., 2020). Der Stab, iiber welchen die Maus
laufen sollte, wurde an zwei Halterungen befestigt. Auf der Seite, zu der die Maus laufen
sollte, befand sich ein Hauschen, welches dem Tier als Schutzort diente und sie so
motivieren sollte, dort hinzulaufen (Abbildung 2.6). Die Maus wurde in einem definierten
Abstand gefilmt, wihrend sie sich frei in Richtung Hauschen bewegte. Entscheidend war,
dass der Gang fliissig und ohne Unterbrechungen erfolgte, also mindestens 5-7 Schritte
nacheinander stattfanden. Das entstandene Video wurde mithilfe von iMovie in der
Version 10.3.3 in Einzelclips, die die jeweiligen durchgingigen Laufstrecken zeigen,
geschnitten. Diese Clips konnten durch die Analysesoftware DeepLabCut untersucht
werden (Lang et al., 2020). Diese erkannte die einzelnen Pfoten und konnte so das genaue
Gangmuster, ein eventuelles Abrutschen der Maus oder ein Schleifen des hinteren
Korperanteils zeigen. Ebenso wurde die ausbalancierende Funktion des Schwanzes
analysiert. Dadurch ergab sich die sogenannte Rhythmicity of Gait (ROG), welche die

genannten Kriterien als Zahlenwert ausdriickte und so quantifizieren und objektivieren

sollte.

Abbildung 2.6 Beam-Walk-Apparatur

In der Abbildung erkennt man den Holzstab, iiber welchen die Maus lduft, sowie das Héuschen
auf der rechten Seite, das als Ziel fiir die Maus dienen sollte. Die Kamera zeichnete den gezeigten
Ausschnitt auf, wodurch die Maus nach der Aufnahme durch die KI bei ihrer Uberquerung
aufgezeichnet und ihr Gangbild analysiert werden konnte.

2.2.1.8 Gewinnung Blutserum

In Studie I zu den allel-unspezifischen ASOs sollten 4 Wochen nach den Injektionen und

in Studie II zu den allel-spezifischen ASOs 4 Wochen vor und zwei Wochen nach der OP
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Blutserumproben der Tiere gewonnen werden, um Biomarker zu bestimmen, die aktuell
im Kontext der SCA3 und neurodegenerativer Erkrankungen untersucht werden.

Zuerst wurde wihrend einer kurzen 5% Isofluran-Narkose Blut aus dem retrobulbiren
Venenplexus entnommen. Dafiir wurde das jeweilige Tier im Nackengriff gehalten, um
die Halsvene zu stauen und die Blutentnahme zu erleichtern. Mithilfe einer nicht
heparinisierten Kapillare mit 0,8 mm AufBlendurchmesser konnte das Blut durch leicht
kreisende Bewegungen und etwas Druck gewonnen werden. Maximal konnten 100 uL
Blut pro Tier gewonnen werden, aufgrund des Korpergewichts zwischen 20-25 g. Bei
leichteren Tieren konnte entsprechend weniger Blut gewonnen werden (maximal 10%
des Korpergewichtes). Das abgenommene Blut wurde fiir zwei Stunden bei
Raumtemperatur stehen gelassen, um es zur Gerinnung zu bringen. AnschlieSend wurden
die Proben fiir 15 Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert, sodass sich die zelluldren
Bestandteile absetzten und der Uberstand, also das Serum, abpipettiert werden konnte.

Die Proben wurden dann bei -80 °C eingefroren.

2.2.1.9 Maus-Préparationen

4 Wochen nach den stereotaktischen Injektionen wurden die Gewebeproben der Mause
gewonnen sowie Liquor und Blut entnommen, um diese auf eine Herunterregulation des
Erkrankungsproteins (Ataxin-3 RNA und ATXN3-Proteinlevel) oder Anzeichen einer
Immunabwehr zu untersuchen.

Die Maus wurde dafiir in eine tiefe und langerfristige Narkose mittels Xylazin (8 mg/ kg)
und Ketamin (100 mg/ kg) gelegt. Sobald sie nicht mehr auf das Auslosen des
Zwischenzehenreflex reagierte, wurde der Nacken iiberstreckt und die Haut und
Muskulatur iiber der Cisterna Magna entfernt, sodass diese mit einer Nadel punktiert
werden konnte. Der austretende Liquor cerebrospinalis wurde mit einer Pipettenspitze
aufgenommen. Darauffolgend wurde der Thorax mit einer Schere erdffnet, sodass das
Herz einer Punktion zugédnglich wurde. Aus dem rechten Vorhof wurde das gesamt
mogliche Blut mit einer Insulinspritze entnommen, um spéter erneut das Serum zu
gewinnen (siche Kapitel 2.2.1.8 Gewinnung Blutserum). Anschlieend erfolgte die
Dekapitation, wodurch Cerebellum, Hirnstamm, Frontaler Cortex sowie die weiteren
Cortexanteile und das Riickenmark entnommen werden konnten. Ebenso erfolgte die

Préparation der peripheren Organe (Herz, Lunge, Leber, Niere und Milz) sowie ein Teil
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eines Skelettmuskels. Dabei wurde auch auf makroskopische Verdnderungen der Organe
geachtet, die eine aktivierte Immunabwehr im Sinne einer Abwehrreaktion anzeigen
konnten. Fiir Studie 2 wurden nur die Leber und Niere als Haupt-Stoffwechselorgane
entnommen, da dort am wahrscheinlichsten periphere Reaktionen auf ASOs zu erwarten

wiren, hitten diese das Gehirn verlassen.

2.2.2 DNA

2.2.2.1 DNA-Isolation aus Gewebe

Zur DNA-Isolation wurden die gewonnen Ohrstanzen aus Kapitel 2.2.1.3 verwendet. Sie
erfolgte nach dem High Pure PCR Template Preparation Kit in der Version 26 von
November 2019.

Zuerst wurden die Ohrstanzen in 200 uL Gewebe-Lysepuffer sowie 40 pL Proteinase K
aufgenommen und fiir mindestens 3 h bei 55 °C inkubiert. Anschliefend wurden 200 pL
Bindepuffer und 100 puL Isopropanol hinzugefiigt und das Ganze fiir 5 Minuten bei 13.000
g zentrifugiert. Die abzentrifugierte Fliissigkeit wurde in ein High Pure Filter Tube
pipettiert, das mit einem Sammelgefdll assembliert wurde. Beides wurde fiir I min bei
8000 g zentrifugiert. Darauthin wurde das Filter Tube in ein neues Sammelgefal3 gesetzt
und es wurden 500 upL [Inhibitor Removal Buffer hinzu pipettiert. Es folgte das
Zentrifugieren fiir eine Minute bei 8000 g. Weiterhin wurde das Filter Tube zweimal mit
je 500 uL Waschpuffer bei 1 min und 8000 g gewaschen. Nach jedem Vorgang wurde
ein neues Sammelgefd verwendet. Abschlieend wurde fiir 10 Sekunden bei maximaler
Beschleunigung zentrifugiert. Darauthin wurden 200 pL vorgewérmter Elutionspuffer in
das Filter Tube pipettiert, das nun mit einem sterilen 1,5 mL Eppendorf Reaktionsgefal3
assembliert war und fiir eine Minute bei 8000 g zentrifugiert wurde, um die DNA von der

Séaule zu eluieren.

2.2.2.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, kurz PCR) dient der

Amplifikation eines gewlinschten DNA-Bereichs.
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Es werden ein vorwérts und ein riickwirts Primer verwendet, die jeweils auf einem der
beiden DNA-Strange binden und so die gewliinschte Sequenz umrahmen. Die Taq-
Polymerase kann dadurch nur im ausgewéhlten Bereich binden und amplifizieren. Die
PCR durchlduft mehrere Zyklen, in denen die Doppelstringe zuerst durch Hitze von ca.
95 °C voneinander getrennt werden, die DNA also denaturiert wird. Aufgrund dessen
wird eine thermostabile Polymerase verwendet, die durch die Hitze aktiviert und nicht
denaturiert wird. Anschlieend lagern sich an beide Stringe wéhrend einer leichten
Temperatursenkung Primer an, welche durch die Taqg-Polymerase gebunden werden
(Anlagerung). Bei der anschlieBenden Temperaturerh6hung wird die Tag-Polymerase
aktiviert und fiihrt mithilfe der zugegebenen Desoxy-Nukleotide die Elongation entlang
der DNA-Stringe vom 5° in Richtung des 3 Ende durch. Das heifit, die DNA wird
amplifiziert. Beide Stringe konnen kontinuierlich verldngert werden. Diese Zyklen
werden 35-55 Mal wiederholt, sodass sich die DNA der Zielsequenz exponentiell

vermehrt.

2.2.2.2.1 PCR zur Genotypisierung von YAC84Q-M4iusen

Um zu liberpriifen, ob die WT/Y AC84Q-Mause tatsdchlich das humane ATXN3, also das
Transgen trugen, wurden Primer verwendet, die im humanen expandierten 47XN3
binden. Der Reaktionsansatz wurde gemédl} Tabelle 2.12 pipettiert und in die PCR-Stripes
pipettiert. AnschlieBend wurde das Programm aus Tabelle 2.13 im Zykler gestartet. Die

PCR-Produkte wurden bis zur weiteren Verwendung bei bis zu 5 °C gelagert.

Tabelle 2.10 Mastermix fiir die PCR zur Genotypisierung

Reagenz Volumen in pL
Ampuwa Wasser 13,8

PCR Puffer 10x, Qiagen 2

Primer F (10 pmol) 1

Primer R (10 pmol) 1

dNTPs (10 uM) 0,5
Taqg-Polymerase, Qiagen 0,2

Isolierte DNA 1,5

Total 20
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Tabelle 2.11 Programm der PCR zur Genotypisierung

Schritt Temperatur in °C | Dauer in min Zyklen
Initiale Denaturierung | 94 3

Denaturierung 94 0,5 35
Primeranlagerung 55 0,5 35
Elongation 72 1 35
Finale Elongation 72 10

Lagerung 10 0

2.2.2.2.2 PCR zur Fragmentlingenanalyse

Um die CAG-Wiederholungsliange der Mduse zu bestimmen, wurde eine PCR fiir das
humane expandierte Ataxin-3 durchgefiihrt. Der Vorwirts-Primer trug dabei einen

Fluoreszenzmarkierung am 5° Ende, um bei der spiteren Fragmentldngenanalyse

detektiert zu werden.

Die Amplifikation erfolgte unter Verwendung des Mastermixes aus Tabelle 2.14.
Nachdem das Reaktionsgemisch in die PCR-Stripes verteilt worden war, konnte das
Amplifikationsprogramm aus Tabelle 2.15 gestartet werden. Die Taq-Polymerase wurde
beim Pipettieren mdglichst lange auf Eis gelagert, um ein frithzeitiges Aktivieren durch

Wirme zu verhindern.

Tabelle 2.12 Mastermix fiir die PCR zur Fragmentlingenanalyse

Reagenz Volumen in pL
Ampuwa Wasser 12,8
Q-Solution, Qiagen 4,0

PCR Puffer 10x, Qiagen 2,5

dNTP Mix (10 mM) 0,5

Primer F (10 pmol) 1,0

Primer R (10 pmol) 1,0
Tag-Polymerase, Qiagen 0,2

Isolierte DNA 3,0

Total 25
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Tabelle 2.13 Programm der PCR zur Fragmentlingenanalyse

Schritt Temperatur in °C | Dauer in min Zyklen
Initiale 94 5

Denaturierung

Denaturierung 94 1 30
Primeranlagerung 60 1 30
Elongation 72 2 30
Finale Elongation 72 10

Lagerung 10 o0

Nach Durchfiihren der PCR konnten die Produkte bei 5 °C gelagert werden, bis sie
weiterverwendet wurden. Besonders war zu beachten, sie vor Licht zu schiitzen, da dies
zu einem Abschwichen der Fluoreszenz fiihren konnte, die nun in die PCR-Produkte

integriert war.

2.2.2.3 Agarosegelelektrophorese

Um das Gelingen einer PCR zu {iberpriifen, also um sicherzustellen, dass die Ausgangs-
DNA amplifiziert wurde, kam eine Gelelektrophorese zum Einsatz. Ebenso konnte durch
das Auftrennen im Gel die Produktlinge abgeschétzt werden.

Fiir ein einprozentiges Gel wurden 0,6 g Agarose in 60 mL 1x Tris-Borat-EDTA-Puffer
(TBE-Puffer) gegeben und erhitzt, bis sich die Agarose vollstindig geldst hatte.
AuBerdem wurden 3 uL Ethidiumbromid hinzugegeben, welches mit den Doppelstringen
der DNA interkalierte und dabei durch UV Licht sichtbar gemacht werden konnte. Diese
Gel-Mischung wurde auf einen Geltriger aufgetragen und zwei Kidmme wurden
eingebracht, um taschenformige Hohlrdume entstehen zu lassen. Nach dem Erkalten des
Gels konnten die Kdmme entfernt werden. Das Gel wurde in der Laufkammer platziert,
welche mit TBE-Puffer gefiillt war. Nach Entfernen der Kdmme wurde darauf geachtet,
dass die Taschen und das gesamte Gel von Puffer bedeckt war. Vorbereitend wurden je 5
uL des PCR-Produktes mit 5 pL 6x Orange G Ladepuffer versehen. Dieses Gemisch aus

Proben und Orange G wurde jeweils in die Taschen des Gels pipettiert. Anschlieend
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wurde die Laufkammer an die Spannungsquelle angeschlossen. Die Auftrennung erfolgte
bei 100 mV fiir 15-20 Minuten.

Aufgrund der negativen Ladung von DNA und den daraus resultierten PCR-Produkten
wanderten diese im Gel zum Pluspol (in Richtung Anode) und wurden dabei nach ihrer
Grofe aufgetrennt. Je geringer die Prozentigkeit eines Gels ist, desto grofler sind die
Poren, die im Gel entstehen. Je kleiner dann ein PCR-Produkt ist, desto schneller kommt
es im Gel vorwirts, da es seltener an Porenrdndern hdngen bleibt. Je hoher man die
Prozentigkeit des Gels wihlt, desto kleinere Poren entstehen. Dementsprechend brauchen
die PCR-Produkte ldnger, um es zu passieren, was zu einer genaueren Groflenauftrennung
fithrt. Da Ethidiumbromid positiv geladen ist und somit entgegengesetzt im Gel wandert
und in die groe Furche der DNA interkaliert, konnten die PCR-Produkte als Banden im
Gel mittels UV-Licht detektiert werden. War keine Bande zu sehen, so konnte das
humane ATXN3 nicht nachgewiesen werden. Die Stirke der Banden hatte auch eine
Aussagekraft tiber die Konzentration der PCR-Produkte. Ja stirker eine Bande war, desto
mehr amplifizierte DNA wurde nachgewiesen. In die erste Geltasche wurde auBlerdem
der Gene Ruler Mix mit 10-10.000 Basenpaaren und 21 Banden als Size Standard
pipettiert, um die Grofle der aufgetrennten PCR-Produkte vergleichend abschétzen zu
konnen. AuBlerdem wurden jeweils eine Negativkontrolle sowie eine Positivkontrolle
aufgetragen, um Verunreinigungen auszuschlieBen bzw. das grundsitzliche

Funktionieren der PCR zu kontrollieren.

2.2.2.4 Fragmentldngenanalyse

Bei der Fragmentlidngenanalyse werden PCR-Produkte in einem Gel nach ihrer Grof3e
aufgetrennt. Durch FEinsatz eines fluoreszenzmarkierten Primers tragen alle PCR-
Produkte einen Fluoreszenzmarkierung und kdnnen damit sichtbar gemacht werden.

In dieser Studie sollte die genaue Linge des PCR-Produkts bzw. der enthaltenen CAG-
Wiederholungen bestimmt werden. Dazu wurde der Genome Lab Size Standard 600
verwendet, der als Referenz diente und dem Programm bekannt war. Dieser ist mit einem
andersfarben fluoreszierenden Fluoreszenzmarkierung versehen, um diesen von den zu

analysierenden Proben zu unterscheiden.
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In eine 96-Well Platte wurden 4,5 L Sample Loading Solution, 0,5 uL Size Standard 600
sowie 5 uL. PCR-Produkt je Well pipettiert und mit je einem Tropfen Mineraldl als
Verdampfungsschutz versehen. Die PCR-Produkte wurden umso stirker verdiinnt, je
starker sie sich als Bande in der vorherigen Gelelektrophorese darstellten. Es wurden
Verdiinnungen von 1:10, 1:20, 1:50 bzw. 1:100 verwendet. In einer zweiten 96-Well
Mikroplatte wurden die der ersten Platte entsprechenden Wells mit Separation Buffer
gefiillt. AnschlieBend wurden die Platten in den Beckmann CEQ 8000 eingebracht und
das Programm Frag3 ausgewdhlt (Tabelle 2.16).

Tabelle 2.14 Ablauf des Programmes Frag 3 zur Fragmentlingenanalyse

Schritt Temperatur/ Spannung Dauer
Kapillare 50 °C

Denaturierung 90 °C 120 s
Injektion 2.0kV 30s
Separierung 6.0 kV 35 min

Nach Ablauf des Programms erfolgte die Auswertung anhand des SCA3-
Diagnostikprogramms. Dies ist ein Labor internes Diagnostikprogramm zur Bestimmung
der Anzahl der CAG-Wiederholungen. Die Gesamtlinge, angegeben in Basenpaaren,
konnte durch den Vergleich mit dem bekannten Size Standard ermittelt werden.

Anhand der verwendeten Primer kann man sagen, dass vor und nach der verldngerten
CAG-Sequenz zusammen 159 Basen im PCR-Produkt inklusive der Primersequenzen
vorkommen, die aber nicht Teil der Poly-CAG-Sequenz sind. Das PCR-Produkt ist also
um diese 159 Basenpaare langer als die enthaltenen Wiederholungen. Jede CAG-Sequenz
wird aus den drei Basen Cytosin (C), Adenin (A) und Guanin (G) aufgebaut, die jeweils
ein Glutamin codieren, sodass die Basenanzahl der CAG-Sequenz durch drei geteilt
werden muss, um die Anzahl an CAG-Wiederholungen zu ermitteln. Man nimmt also die
Anzahl an Basen am Gipfel, an welchem sich die PCR-Produkte im Gel gesammelt haben,

zieht 159 Basen ab und teilt das Ergebnis durch drei.
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Abbildung 2.7 Beispielhaftes Ergebnis eciner Fragmentlingenanalyse

Man erkennt in Blau die Auftrennung der PCR-Produkte. In Rot wird der Size Standard angezeigt.
Die CAG-Wiederholungen stellen sich im rechten Bereich der Auftrennung dar. Ebenso sieht man
die PCR-Produkte des expandierten ATXN3 in verschiedenen Lingen, die durch das Slippage-
Phinomen der Polymerase entstanden sind und sich als mehrere Gipfel direkt nebeneinander
darstellen. Zur Auswertung wird der hochste Gipfel mit 75 sowie die 2 weiteren hohen Gipfel in
unmittelbarer Umgebung angegeben, hier 73 und 74. Dies wird als Bereich angegeben, in
welchem sich die tatsdchliche Wiederholungsanzahl der CAG-Sequenz befindet.

Da CAG-Wiederholungen eine repetitive Sequenz darstellen und lange CAG-Bereiche
von einer Polymerase nur schwer amplifiziert werden konnen, zeigt diese oft das
sogenannte Slippage-Phinomen. Dabei entstehen je Probe PCR-Produkte mit leicht
unterschiedlichen Lidngen und unterschiedlichen Wiederholungsanzahlen der CAG-
Sequenz. Dies ist dadurch bedingt, dass die Polymerase beim Amplifizieren eines
Bereichs, der {iber einen langen Abschnitt eine sehr dhnliche Sequenz aufweist (hier die
CAG-Wiederholungen) von der Sequenz abrutschen und wieder neu binden kann, wobei
ein oder mehrere Wiederholungen ausgelassen bzw. hinzugefiigt werden konnen. Um

also der tatsdchlichen Anzahl an CAG-Wiederholungen im analysierten Genabschnitt
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moglichst nahezukommen, wird bei der Auswertung der hochste Gipfel ausgewidhlt sowie
die zwei weiteren hochsten/ niedrigsten Gipfel daneben und somit eine Anzahl an CAG-

Wiederholungen +zwei Wiederholungen angegeben (siche dazu Abbildung 2.7).

2.2.3 RNA-Analysen

2.2.3.1 RNA-Isolation

Die Isolation der RNA aus den Gewebeproben wurde freundlicherweise von den
Mitarbeitenden des NCCT des Instituts fiir Genetik und angewandte Genomik mittels
eines robotergesteuerten Systems durchgefiihrt und mir fiir die weiteren Analysen zur
Verfiigung gestellt. Es wurde der Qia Symphony verwendet. Danach erfolgte eine
photometrische Qualititsanalyse mittels Tecan (/nifinite Plate Reader 200), woraus sich
die Konzentrationsangabe in ng/ uL ermitteln lieB. Weiterhin wurden die Proben mittels
Kapillarelektrophorese vermessen, was eine noch genauere Konzentration sowie die
RNA Integrity Number (RIN) ergab (Programm Agilent PROsize). Dieser Wert gibt die
Integritit der RNA an, also wie gut sie erhalten wurde, indem ihre Degradation vermieden
wurde. Dabei konnten sich Werte zwischen 1-10 ergeben, wobei 10 bedeutete, dass gar
keine Degradation vorlag. Somit waren Werte von 7-8 gut und von 9-10 optimal. Die hier
analysierten Proben wiesen eine RIN von 8,1 bis 9,1 aus, einige wenige hatten auch nur

eine RIN von 7.

2.2.3.2 Reverse Transkription fiir die 7wo-Step Teststrategie

Um RNA mittels quantitativer PCR (QRT-PCR) analysieren zu kdnnen, musste sie zuerst
in cDNA umgeschrieben werden. Dafiir wurde ein Primer verwendet, der an den Poly-A-
Schwanz der RNA bindet. Die Reverse Transkriptase setzte am Primer an und fiihrte mit
den eingesetzten Desoxy-Nukleotiden die Elongation durch. Da RNA als Einzelstrang
vorliegt, ist sie deutlich instabiler als DNA. Deshalb musste besonders sauber gearbeitet
werden und die Arbeitsfliche mit RNAse ZAP gesdubert werden, um Verunreinigungen
mit DNAsen oder RNAsen zu vermeiden. Aullerdem wurden die RNA-Proben, die
Enzyme sowie der Mastermix auf Eis gestellt, um ein Zerfallen der RNA oder eine

vorzeitige Aktivierung der Enzyme zu verhindern.
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Zuerst wurden die verwendeten RNA-Proben von eventuell vorhandener genomischer
DNA bereinigt. Dazu wurden 2 pl. Wipe Out Buffer zu 6 pL der RNA-Probe sowie 6 uLL
RNAse freiem Wasser pipettiert. Alles zusammen wurde fiir 2 min bei 42 °C inkubiert
und anschlieend umgehend auf Eis gelagert.

Von dieser RNA-Losung wurden je 14 uL zum Mastermix aus Tabelle 2.17 pipettiert.
Darauthin wurden die Reaktionsmischungen bei 42 °C fiir 15 min inkubiert.
Anschlieend wurde die Reverse Transkriptase bei 95 °C fiir 3 min deaktiviert. Zur
Reinheitskontrolle wurden alle Reagenzien aufler der reversen Transkriptase zusammen
pipettiert. In dieser Probe sollte sich darauthin keine cDNA mehr befinden, sodass in der
darauffolgenden PCR keine Amplifikation zu erwarten war. Diese Probe wird im

folgenden RT-Kontrolle genannt.

Tabelle 2.15 Mastermix zur Reversen Transkription

Reagenz Volumen in pL.
RT-Puffer 4

Primer Mix 1

Reverse Transkriptase 1

RNA-Losung aus vorherigem Schritt 14

Total 20

Die entstandene cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei bis zu 5 °C gelagert oder fiir

langere Zeit bei -20 °C eingefroren.
2.2.3.3 Quantitative Real-Time-PCR mittels Two-Step Verfahren

Das Prinzip der quantitativen PCR (qPCR) beruht darauf, dass die amplifizierten PCR-
Produkte durch eine Fluoreszenzmarkierung quantitativ bestimmt werden kdnnen. Dabei
wird die Starke der Fluoreszenz simultan zur Amplifikation detektiert. So kann erkannt
werden, nach wie vielen Zyklen die Anzahl der PCR Produkte beginnt exponentiell zu
wachsen. Je frither der Zyklus ist, ab dem ein spezifisches Fluoreszenzsignal iiber dem
Hintergrundsignal detektiert werden kann, desto hdher ist im Riickschluss die

Ausgangskonzentration der Probe. Teilweise zeigt sich im Verlauf der PCR ein nicht-

-64 -



Material & Methoden

exponentielles Wachstum des Fluoreszenzsignals, welches durch die Anzahl der

eingesetzten Primer und Nukleotide determiniert ist.

Um das gemessene Signal einordnen zu kdnnen, wurde eine Standardreihe eingesetzt, die
aus drei zufillig ausgewihlten Proben pipettiert wurde. In der vorliegenden Arbeit
wurden die Verdiinnungen 1:10, 1:50, 1:250 und 1:1250 mit cDNA-Mengen von 10, 2,
0,4 und 0,08 ng eingesetzt. Es ist wichtig, dass die zu messenden Proben innerhalb des
Standards liegen. Das bedeutet, dass die Proben nicht vor dem ersten Standard bzw. nach
dem letzten Standard positiv werden diirfen. Nur so konnen die Proben aussagekriftig
quantifiziert werden. Dies konnte iiber eine pipettierte cDNA-Menge von 1 ng pro Probe
sichergestellt werden. Um die Sauberkeit und Genauigkeit des Pipettierens
einzuschitzen, wurde eine Negativkontrolle eingesetzt, in welcher sich anstatt der Probe
nur RNAse freies Wasser befand. Auflerdem wurden der Standard und die Proben als
Duplikate in die Reaktion eingesetzt, um zu sehen, ob beide - wie erwartet - gleichzeitig
anfingen, ein Signal aufzuweisen, um damit die Pipettiergenauigkeit aufzuzeigen.

Bei der Analyse der Signale wurde die Standardkurve aus der Standardreihe berechnet.
Das Analyseprogramm der LightCycler 480 II Software zeigte die Effizienz der PCR-
Amplifikation sowie den Fehler beim Pipettieren der Standardreihe an. Ebenso war darauf
zu achten, dass die Cp-Werte (die den Zyklus anzeigen, ab dem ein spezifisches
Fluoreszenzsignal detektiert wurde) zwischen den Duplikaten moglichst identisch waren
und untereinander einen regelmifigen Abstand aufwiesen, da jede Verdiinnung der
Standardreihe jeweils 1:5 geringer konzentriert war (1:10, 1:50, 1:250 und 1:1250).
Nach der Amplifikation wurde ein Schmelzprogramm an das PCR-Programm
angeschlossen, bei dem die entstandenen PCR-Produkte durch Hitze wieder
aufgeschmolzen wurden. Dabei verloren sie ihr Fluoreszenzsignal wieder. Durch das nun
abnehmende Signal konnte ein Schmelzpunkt bestimmt werden, der fiir jedes PCR-
Fragment individuell durch dessen Lidnge und Verhéltnis zwischen A/ T bzw. G/ C
Basenpaarungen bestimmt wurde. Damit konnte die Reinheit der PCR-Produkte beurteilt
werden, die moglichst hoch sein sollte, um zu zeigen, dass sich keine Off-Targets durch
die Primer oder andere Verunreinigungen ergeben hatten. Sollte eine Negativkontrolle
oder eine Probe, bei der keine Amplifikation erwartet wurde, doch ein positives

Fluoreszenzsignal aufweisen, konnte durch das Schmelzprogramm unterschieden
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Verunreinigung und damit durch ein unabhingiges PCR-Produkt bedingt war.

Fiir die gPCR wurde der Mastermix aus Tabelle 2.18 pipettiert und mit den Proben auf
eine 384-Well Platte aufgetragen. Nach Programmieren des Programmes aus Tabelle 2.19

konnte die Platte in den LightCycler 480 II eingebracht werden und das Programm

gestartet werden.

Tabelle 2.16 Mastermix zur quantitativen PCR

Reagenz Volumen in pL
SYBR Green Losung 5

Primermix 1

Ampuwa Wasser 2

cDNA (1 ng/ uL) 2

Total 10

Tabelle 2.17 Programm zur quantitativen PCR mit Schmelzprogramm

Schritt Temperatur in °C | Dauer in s Zyklen
Initiale 95 900
Denaturierung
Denaturierung 94 15 55
Primeranlagerung 55 30 55
Elongation 72 30 55
Schritt Temperatur in °C | Dauer in s Ramp Rate in
°C/s

Schmelzen 95 10

60 15

60-90 0,04
Abkiihlen 40 10

Anschlieend erfolgte die Analyse mittels der LightCycler 480 Il Software von Roche.
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2.2.3.4 One-Step Kits

Da fiir diese Dissertation sehr viele quantitative RNA-Analysen durchgefiihrt werden
sollten, wurde iiberpriift, ob mithilfe der Omne-Step Kits verschiedener Hersteller
vergleichbare Ergebnisse zum verwendeten Two-Step Verfahren (wie in Kapitel 2.2.3.3
beschrieben) erzielt werden konnten. Der Vorteil dabei ist, dass die Reverse Transkription
und qPCR in einem Reaktionsgemisch anstatt in zwei getrennten Verfahren
hintereinander ablaufen. Dies bedeutet eine Zeit- und Aufwandseinsparung, die bei der
vorliegenden Anzahl an Proben sehr wertvoll wire. AuBerdem wurde zwischen
verschiedenen Herstellern verglichen, welches davon die meisten Vorteile und wenigsten

Nachteile mit sich brachte.

2.2.3.4.1 One-Step Kit von Luna Universal

Einerseits wurde das Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit des New England BioLabs
getestet. Fiir die Reverse Transkription und die qPCR in einem Schritt wurde der
Mastermix aus Tabelle 2.20 pipettiert und mit den Proben auf eine 384-Well Platte
aufgetragen. Es wurde eine Standardreihe mit den Verdiinnungen 1:10, 1:50, 1:250 und
1:1250 mit RNA-Mengen von 10, 2, 0,4 und 0,08 ng pipettiert. Je zu analysierende Probe
wurde 1 ng RNA eingesetzt. Die Platte wurde in den LightCycler 480 11 eingebracht und
das Programm aus Tabelle 2.21 gestartet. Als Negativkontrollen wurde Wasser bzw. eine
Reaktion ohne Reverse Transkriptase eingesetzt, um die Verunreinigung mit genomischer

DNA auszuschlief3en.

Tabelle 2.18 Mastermix zur Luna Universal RT-gPCR

Reagenz Volumen in pL.
Luna Universal One Step Reaction Mix 5

Luna Warm Start Rt Enzyme Mix 0,5

Primer Mix (10 uM) 0,8

RNAse freies Wasser 32

RNA (1 ng/ uL) 1

Total 10
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Tabelle 2.19Programm zur Luna Universal RT-qPCR mit Schmelzprogramm

Schritt Temperatur in °C | Dauer in s Zyklen
Reverse 55 600
Transkription
Initiale 95 60
Denaturierung
Denaturierung 95 10 45
Kombinierte 60 60 45
Primeranlagerung
und Amplifikation
Schritt Temperatur in °C | Dauer in s Ramp Rate in
°Cl/s

Schmelzen 95 10

60. 15

60-90 0,04
Abkiihlen 40 10

Anschlieend erfolgte die Analyse mittels der LightCycler 480 II Software von Roche.

2.2.3.4.2 One-Step Kit von Roche

Vergleichend wurde das One-Step Kit LightCycler EvoScript RNA SYBR Green I Master

des Herstellers Roche getestet. Fiir die Reverse Transkription und die qPCR in einem

Schritt wurde der Mastermix aus Tabelle 2.22 pipettiert und mit den Proben auf eine 384-

Well Platte aufgetragen.

Tabelle 2.20 Mastermix zur RT-qPCR von Roche

Reagenz Volumen in pL
Mastermix 5x 5

Primer Mix (20 uM) 4

Nuclease freies Wasser 0,5

RNA (0,4 ng/ uL) 2,5

Total 10

Es wurde eine Standardreihe mit den Verdiinnungen 1:10, 1:50, 1:250 und 1:1250 mit

RNA-Mengen von 10, 2, 0,4 und 0,08 ng pipettiert. Je Probe wurde 1 ng RNA eingesetzt.

Die Platte wurde in den LightCycler 480 II eingebracht und das Programm aus Tabelle
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2.23 gestartet. Als Negativkontrollen wurde Wasser bzw. eine Reaktion ohne Reverse

Transkriptase eingesetzt, um die Verunreinigung mit genomischer DNA auszuschlieBen.

Tabelle 2.21 PCR-Programm zur RT-qPCR von Roche mit Schmelzprogramm

Schritt Temperatur in °C | Dauer in s Zyklen
Reverse 60 900
Transkription
Initiation 95 600
Denaturierung 95 10 45
Kombinierte 58 30 45
Primeranlagerung
und Amplifikation
Schritt Temperatur in °C | Dauer in s Ramp Rate in
°C/s

Aufschmelzen 95 60

25 60

95 -0,11
Abkiihlen 40 30

Anschlielend erfolgte die Analyse mittels der LightCycler 480 II Software von Roche.

2.2.3.4.3 One-Step Kit von Qiagen

AbschlieBend wurde das One-Step Verfahren des QuantiNova SYBR Green RT-PCR Kit
von Qiagen getestet.

Fiir die Reverse Transkription und die qPCR in einem Schritt wurde der Mastermix aus
Tabelle 2.24 pipettiert und mit den Proben auf eine 384-Well Platte aufgetragen. Es wurde
eine Standardreihe mit den Verdiinnungen 1:10, 1:50, 1:250 und 1:1250 mit RNA-
Mengen von 10, 2, 0,4 und 0,08 ng pipettiert. Je Probe wurde 1 ng RNA eingesetzt. Die
Platte wurde in den LightCycler 480 II eingebracht und das Programm aus Tabelle 2.25
gestartet. Als Negativkontrollen wurde Wasser eingesetzt bzw. eine Reaktion ohne
Reverse Transkriptase eingesetzt, um die Verunreinigung mit genomischer DNA

auszuschlieB3en.
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Tabelle 2.22 Mastermix zur RT-gPCR von Qiagen

Reagenz Volumen in uL
SYBR Green RT-PCR Mastermix 5

QN SYR Green RT-Mix 0,1

Primer Mix 20x, (5 uM) je Primer 0,5

RNAse freies Wasser 3,9

RNA (2 ng/ puL) 0,5

Total 10

Tabelle 2.23 PCR-Programm zur RT-qPCR von Qiagen mit Schmelzprogramm

Schritt Temperatur in °C | Dauer in s Zyklen
Reverse 50 600
Transkription
Initiation 95 120
Denaturierung 95 5 40
Kombinierte 60 10 40
Primeranlagerung
und Amplifikation
Schritt Temperatur in °C | Dauer in s Ramp Rate in
°C/s

Aufschmelzen 95 10

60 15

60-90 0,04
Abkiihlen 40 10

AnschlieBend erfolgte die Analyse mittels der LightCycler 480 Il Software von Roche.

2.2.4 Protein

2.2.4.1 Proteinisolation

Die Proteinisolation wurde aus den Gewebeproben aus dem Cerebellum, Hirnstamm,

Frontalem Cortex und der Leber der Versuchstiere aus Studie 2 zu den allel-spezifischen

ASOs durchgefiihrt. Dafiir wurde das bei -80 °C eingefrorene Gewebe auf Eis aufgetaut.

Anschlielend wurde es mit dem Morser zermahlen, um die Zellverbdnde zu 16sen und
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das Protein zugénglich zu machen. Zu je 10 pg Gewebe wurden 100 pL. Ripa-Puffer
gegeben, der einen Protease-Inhibitor-Cocktail zur Verhinderung des Abbaus der
enthaltenen Proteine enthielt. Das zermahlte Gewebe wurde in die Pufferlosung
aufgenommen und mittels Pipette gut vermischt. In den folgenden 30 Minuten wurde das
Gewebe-Puffer-Gemisch auf Eis gelagert und alle 10 Minuten gevortext. Nach Ablauf
dieser Zeit wurden die Proben fiir 30 Minuten bei 4 °C und 13 000 rcf zentrifugiert. Der
entstandene Uberstand wurde abpipettiert, wovon 10 uL zur Konzentrationsbestimmung
entnommen wurden. Die {ibrige Probe konnte bei -80 °C aufbewahrt werden, bis die

weiteren Analysen erfolgten.

2.2.4.2 Protein-Konzentrationsbestimmung

Fir die Konzentrationsbestimmung des isolierten Proteins wurde das Pierce BCA
(Bicinchoninic Acid Assay) Protein Assay Kit von Thermo Scientific verwendet. Die
Proben wurden 1:10 in Milli-Q Wasser verdiinnt, wovon je 10 pL mit 80 pL des
Reaktionsgemisches aus dem Kit versehen wurden. Die Standardreihe wurde
entsprechend dem Kit Handbuch hergestellt und ebenfalls mit 80 pL des
Reaktionsgemisches je Standard versehen. Alle Proben und Standards wurden als
Duplikate auf eine 96 Well Platte pipettiert. Diese wurde zuerst fiir 30 Minuten bei 37 °C
inkubiert und die Absorption bei 562 nm mithilfe des Microplate Managers von BioRad
gemessen. In einem Diagramm, in welchem die Absorption bei 562 nm auf der y-Achse
und die Konzentration in pg/ mL auf der x-Achse abgebildet waren, wurden die
gemessenen Werte der Standardreihe eingetragen, was die Standardkurve ergab. Mithilfe
von Excel konnte fiir die entstehende Kurve die Funktionsgleichung mit Achsenabschnitt
und Steigung berechnet werden. In das entstandene Schaubild konnten anschlieend die
Absorptionswerte der zu messenden Proben eingetragen werden und so die zugehdrigen
Konzentrationen abgelesen werden bzw. mithilfe der Funktionsgleichung genau

berechnet werden.

2.2.4.3 Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode zur Protein-Analyse. Dabei werden Proteine in ihre

Primér-Struktur iiberfiihrt und anschlieBend ihrer Linge nach aufgetrennt. Durch
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spezifische Antikorper konnen Proteine gezielt angefarbt werden, um so ihr
Expressionslevel zu bestimmen. Als Vergleichswerte sollten immer Haushaltsproteine
analysiert werden sowie verschiedene Positiv- und Negativkontrollen mitbestimmt
werden. Der Western Blot wird iiber 3 Tage durchgefiihrt, dementsprechend werden die

Abléufe in chronologischer Reihenfolge dargestellt.

2.2.4.3.1 Gelelktrophorese

Am ersten Tag mussten die Gele sowie die Proben vorbereitet werden. Es wurden ein
Sammelgel und ein Trenngel bendtigt, die gemal Tabelle 2.26 zubereitet wurden. Zuerst
wurde das Sammelgel in die jeweilige Laufkammer gegossen. Nachdem es dort ca. 30
Minuten ausgehértet war, wurde das Trenngel darauf gegossen und flir weitere 30
Minuten zur Polymerisation stehen gelassen. In das Trenngel wurden Kidmme
eingebracht, die taschenformige Hohlrdume entstehen lieBen, in welche spéter die Proben

pipettiert werden konnten.

Tabelle 2.24 Bestandteile des Sammel- und des Trenngels

Inhaltsstoff 4% Sammelgel 10% Trenngel
3,5x Puffer (mL) 0,57 1,71

40% Acrylamid (mL) 0,2 1,5

Wasser (mL) 1,21 2,73

10% APS (mL) 0,02 0,06

TEMED (uL) 2 6
Gesamtvolumen (mL) 4 12

Die Proteinproben mussten auf eine einheitliche Konzentration gebracht werden, um sie
vergleichbar quantifizieren zu konnen. Es wurden 50 pg Protein je Probe auf jedes
Proteingel geladen. Diese wurden jeweils mit 5x Pink Buffer und Milli-Q Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 15 pL aufgefiillt. Um die Proteine zu degenerieren, wurden sie fiir
5 Minuten bei 95 °C inkubiert, um sie daraufthin wieder auf 4 °C abkiihlen zu lassen. Das
im Pink Buffer enthaltene Sodium Dodecyl Sulfat (SDS) konnte dabei an die
Primérstruktur binden, um die Proteine in dieser Form zu halten. Die so vorbereiteten

Proben sowie ein Marker wurden anschlieBend in die Taschen im Gel pipettiert, welches
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in die Laufkammer eingebracht und mit MOPS/ SDS Laufpuffer aufgefiillt worden war.
Es war zu beachten, dass der Puffer immer das gesamte Gel bedeckte. Die Laufzeit betrug
30 Minuten bei 80 V, bis die Proben das Sammelgel durchlaufen hatten und im Trenngel
angekommen waren. Dann wurde die Spannung auf 120 V eingestellt. Da das Sammelgel
deutlich niederprozentiger ist, kamen auch die groBeren Proteine leichter durch die
entstandenen Poren und konnten sich zu einer einheitlichen Bande formatieren. Im
hoherprozentigen Trenngel wurden sie dann deutlich nach ihrer Grof3e aufgetrennt. Der
Lauf wurde beendet, sobald der Marker (Pierce™ Marker Reducing Sample Buffer) den

Unterrand des Gels erreicht hatte.

2.2.4.3.2 Immunoblot

AnschlieBend wurde das Gel in eine Blotkammer eingebracht, welche mit NuPAGE

Transferpuffer gefiillt war. Der Aufbau der Blotkammer ist in Abbildung 2.8 dargestellt.

]

I [ransferkassette

Schwamm
Filterpapier

| Proteingel

Transfer

PVDF Membran
Filterpapier

Schwamm

Abbildung 2.8 Aufbau der Blotkammer

In der Abbildung ist der Aufbau einer Blotkammer dargestellt. Aufien befinden sich die
Transferkassetten, an welche innen jeweils ein Schwamm sowie ein Filterpapier anliegen. Diese
umschliefien wiederum das Proteingel, welches auf der Seite der Kathode liegt, sowie daneben
die PVDF-Membran, auf welche das Protein iibertragen wird und welche anodenwdrts liegt. Die
Transferrichtung ist mittels eines Pfeils von Kathode zu Anode eingezeichnet.
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Das Proteingel und die Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF), auf welche die Proteine
ibertragen werden sollten, wurden jeweils von einem innenliegenden Filterpapier, einem
darauffolgenden Schwamm und zuletzt der Transferkassette umschlossen. Der Transfer
auf die Membran erfolgte mit 20 V von der Kathode in Richtung der Anode bei 4 °C {iber
Nacht. Am néchsten Tag wurde der Transfer fiir 1 Stunde bei 100 V vervollstindigt.
Danach wurde die Membran einmal mit destilliertem Wasser gewaschen, worauthin der
Transfererfolg mittels Ponceau Losung, die fiir 10 Minuten auf der Membran inkubiert
wurde, Uberpriift werden konnte. Bei bestdtigtem Erfolg wurde die Membran so
geschnitten, dass sich die Haushaltsproteine sowie das zu untersuchende Protein auf zwei
verschiedenen Teilen der Membran befanden, um sie so mit den verschiedenen

Antikorpern anfarben zu konnen.

Nach dem Schneiden wurden die Membranen drei Mal fiir 10 Minuten mit TBS-T
gewaschen. Darauthin wurde sie auf dem Rotator fiir 1 Stunde mit 5% Magermilch in
TBS-T bei Raumtemperatur geblockt. AnschlieBend konnte die Membran mit dem
Primérantikdrper (siehe Tabelle 2.8) inkubiert wurden. Dafiir musste ein ausgewogenes
Verhéltnis zwischen TBS-T mit 5% Western Blocking Reagens sowie 1% NaN3
vorliegen. Das Ganze erfolgte bei 4 °C auf dem Rotator {iber Nacht.

Am néchsten Tag wurde die Membran drei Mal fiir 10 Minuten mit TBS-T gewaschen,
bevor sie auf dem Rotator fiir 1 Stunde mit dem Sekundérantikdrper im Verhiltnis
1:5.000 in 1% Magermilch in TBS-T inkubiert werden konnte. Danach wurde die
Membran wieder drei Mal fiir 10 Minuten mit TBS-T sowie einmal mit TBS gewaschen.
AnschlieBend konnte die Detektion stattfinden: Dafiir wurden 700 puL. des ECL Western
Blotting auf die Membran gegeben. Dieser wird 1:1 aus zwei Losungen, die vom
Hersteller mit A und B bezeichnet werden, hergestellt. Danach wird die Membran
nochmals mit TBS gewaschen und wieder mit dem bereits verwendeten und
aufgehobenen ECL Western Blotting versehen. AnschlieBend wurde die Membran in den
BioRad Detektor eingebracht. Nach stattgefundener Detektion wurde die Membran bei -
20°C zur Lagerung eingefroren. Es wurde eine Chemilumineszenz-Detektion mittels

ImageLab und ImageJ durchgefiihrt.
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2.2.5 Statistische Analysen

Fiir die statistische Auswertung der Ergebnisse wurde GraphPad Prism in der Version
9.4.0 genutzt. Vor der Auswertung wurden die Daten mittels Shapiro-Wilk Test auf
Normalverteilung gepriift. War die Stichprobengrofe gering, wurde aullerdem graphisch
analysiert, ob eine Normalverteilung der Daten angenommen werden durfte.
Ausreiflerwerte wurde mittels des Qutlier Calculators von GraphPad Prism bestimmt.
Das Signifikanzniveau wurde auf 5% festgelegt.

Fiir die Auswertung der Gewichtsverldufe der beiden Studien wurde eine Mixed-Effects
Analysis durchgefiihrt, welche fiir Repeated Measurements korrigiert wurde. Die
Ergebnisse der Studie zu den Allel-unspezifischen ASOs zum postoperativen
Gewichtsverlauf - sowohl die absoluten als auch die relativen Verdnderungen -, der
postoperative Score sowie die Werte des Wirehang-Tests wurden mittels einer 7woWay
ANOVA berechnet. Fehlten Daten, wurden eine Mixed-Effects Analysis gerechnet. Fiir
die Auswertung der RNA-Expressionen im Cerebellum, Hirnstamm und Frontalen Cortex
wurde eine OneWay ANOVA durchgefiihrt.

Im Falle der Studie mit den allel-spezifischen ASOs wurde fiir den postoperativen
Gewichtverlauf, fiir den postoperativen Score sowie den Wirehang-Test eine TwoWay
ANOVA zur statistischen Analyse ausgewdhlt, die im Falle von fehlenden Werten als
Mixed-Effects Analysis gerechnet wurde. Die Ergebnisse des Beam-Walks zum ersten
Zeitpunkt wurden mithilfe eines ungepaarten T-Tests ausgewertet.

Fiir alle statistischen Analysen wurde ein Signifikanzniveau von 5% festgelegt. Ein p-
Wert ab 0,05 wurde mit einem * markiert, ab p < 0,01 mit **, *** entsprachen einem p-
Wert ab <0,001 und fiir ein p < 0,0001 wurden **** fiir ein hochsignifikantes Ergebnis

vergeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Inhalt des Ergebnisteils

Im folgenden Abschnitt sollen in Teil A die Ergebnisse der Etablierung der quantitativen
Real-Time PCR dargestellt werden, da diese das Fundament fiir die Auswertung der
folgenden Studien bildete. AnschlieBend werden in Teil B zuerst die Ergebnisse aus
Studie 1 zu den allel-unspezifischen ASOs gezeigt. Darauthin wird auf die
Toxizititsstudie der allel-spezifischen ASOs eingegangen. Zuletzt werden die Ergebnisse

der Studie 2 zu den allel-spezifischen ASOs beschrieben.

3.2 Teil A: Etablierung der qRT-PCR

Standardreihe Two-Step Vs. One-Sep

‘ Optimale Verdiinnungen ‘ ‘ Hum ATXN3 ‘ ‘ Haushaltsgene ‘ Prézision
Verschiedene auf Kosten
‘ RNA-Konzentration der Proben ‘ Spezifitét getestet | Mur Pdh
Ablauf &
Mur Sdha Anzahl
Mur Atxn3 Mur Actin Pipet.tier-
Auch reguliert? Mur pr Schritte

Abbildung 3.1 Ablauf der Etablierung der RNA-Analysen

Zuerst wurden Bedingungen fiir die Standardreihe sowie die eingesetzte RNA-Menge festgelegt.
Daraufhin wurden die Primer fiir ATXN3 sowie die Haushaltsgene auf ihre Spezifitiit getestet.
Datfiir wurde ein in der Abteilung standardmdpig verwendeter Two-Step-Assay zur Validierung
genutzt. Zuletzt wurde dieser Assay mit 3 alternativen One-Step Verfahren unter den drei
Gesichtspunkten Prdzision, Kosten und Handhabung verglichen.

Um in den ASO-basierten Studien eine potenzielle Herunterregulation des humanen
Ataxin-3 auf RNA-Ebene festzustellen, mussten vorbereitend die Versuchsbedingungen
der qRT-PCR etabliert und optimiert werden. Die dafiir notwendigen Schritte sind in

Abbildung 3.1 dargestellt und sollen im Folgenden genauer beschrieben werden.
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3.2.1 Etablierung der Standardreihe

Zuerst sollte die Standardreihe mit zugehoriger Standardkurve und daraus errechneter
Effizienz etabliert werden. Daher musste eine Verdiinnungsreihe erstellt werden. Fiir
diese wurden je Versuchsgruppe und Hirnbereich drei Proben zufillig ausgewéhlt und
verdiinnt. Auch die optimale Konzentration der cDNA-Proben bzw. der RNA-Proben
(Probenmaterial je nach Teststrategie siche Kapitel 3.2.3) musste ermittelt werden.

In Abbildung 3.2 erkennt man eine beispielhafte Standardreihe, die aus einer
Verdiinnungsreihe von 1:10, 1:50, 1:250 und 1:1250 pipettiert wurde. Dabei enthielt die
erste Verdiinnung absolut gesehen 10 ng cDNA bzw. RNA. Dementsprechend enthielten
die folgenden Verdiinnungen 2 ng, 0,4 ng und 0,08 ng der cDNA bzw. RNA.

Auf der x-Achse wird die Anzahl der PCR-Zyklen angezeigt, die bereits absolviert
wurden. Auf der y-Achse ist das Fluoreszenzsignal der Proben aufgetragen. Daraus ergibt
sich fiir jede der Verdiinnungen eine der rotbraunen Kurven. Die fritheren Signale
entsprachen den hoher konzentrierten Proben mit der meisten cDNA bzw. RNA (1:10
bzw. 10 ng in der Ausgangsprobe). Diese zeigten einen niedrigeren Schwellenwert (Cp-
Wert, Crossing-Point). Der Cp-Wert ist der Moment, in dem sich das Fluoreszenzsignal
zum ersten Mal signifikant vom Hintergrundrauschen abhebt. Je spdter das Signal
aufgetreten ist, also je groBBer der Cp-Wert war, desto weniger Target-cDNA bzw. RNA
war in der Probe enthalten. Die griinen Kurven bzw. geradlinig verlaufenden Signale
entstanden durch die Negativkontrollen. Da in diesen anstatt cDNA bzw. RNA nur
Wasser enthalten war, konnte keine Amplifikation stattfinden. So entstand auch kein
spezifisches Fluoreszenzsignal. Dies diente der Kontrolle, ob etwaige Verunreinigungen
beispielsweise mittels DNA vorlagen. Fiir die One-Step Kits wurde zusitzlich eine
Negativkontrolle ohne Reverse Transkriptase etabliert, im Folgenden als RT-Kontrolle
bezeichnet. In dieser wurde auch keine Amplifikation erwartet, da die RNA nicht in
cDNA umgesetzt werden konnte.

Entscheidend fiir eine gute Standardreihe war, dass der Abstand der Cp-Werte zwischen
den Verdiinnungen konstant ausfillt, da jeweils 1:5 aus der vorherigen Konzentration
verdiinnt wurde. Es sollte also Cpi+x = Cpz und Cpa+x = Cps gelten. AuBerdem sollten
die Duplikate je Probe als interne Qualitdtskontrolle des Pipettierens moglichst identische

Cp-Werte aufweisen.
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Abbildung 3.2 Standardreihe in der One-Step qRT-PCR

Diese beispielhafte Standardreihe wurde aus Proben aus dem Hirnstamm fiir das murine
Haushaltsgen Sdha pipettiert. Es lag eine Verdiinnungsreihe von 1:10, 1:50, 1:250 und 1:1250
mit dem absoluten Gehalt von 10 ng RNA in der ersten Verdiinnung vor. Auf der x-Achse finden
sich die abgelaufenen PCR-Zyklen. Die y-Achse spiegelt das Fluoreszenzsignal wider. Die
rotbraunen Linien zeigen die Signale der Standardreihe, die aufgrund der Amplifikation
exponentiell zunehmen. Man sieht, dass die Verdiinnungen immer einen regelmdfigen Abstand
zueinander hatten, also jede weitere Verdiinnung ca. 3 Zyklen nach der vorherigen anfing, ein
Signal zu zeigen. Dies sprach fiir eine saubere und prizise Verdiinnung. Die aus der
Standardreihe berechnete PCR-Effizienz betrug 1,966. Der Moment, ab dem das
Fluoreszenzsignal exponentiell anfing zu wachsen und sich vom Hintergrundrauschen abhob,
wurde Cp-Wert genannt und sollte méglichst identisch zwischen den Duplikaten sein. Auch dies
konnte hier erreicht werden, da die Signale der Duplikate fast zeitgleich sichtbar wurden. Die
griinen Linien, die mit einem niedrigen Fluoreszenzsignal bei null verlaufen, stellten die
Negativkontrolle sowie die RT-Kontrolle dar. Hier ist nur das Hintergrundrauschen sichtbar,
also keine Amplifikation eines PCR-Produktes zu erkennen, wie es auch gewtinscht war.

Aus den Cp-Werten der Standardreihe lie sich mithilfe der LightCycler Software
anschlielend die Standardkurve und daraus die Effizienz der PCR berechnen. Abbildung
3.3 illustriert die berechnete Standardkurve zur Standardreihe aus Abbildung 3.2. Auf der
x-Achse wurde die Konzentration der Target-cDNA bzw. RNA in der Probe
logarithmisch aufgetragen. Diese kann das Programm berechnen, indem die absoluten
cDNA bzw. RNA-Konzentrationen der Verdiinnungsproben vorher ins Programm
eingetragen wurden. Das Programm zeichnet eine Kurve durch die aufgetragenen Werte.

Das logarithmische Auftragen ist entscheidend, um optisch eine Gerade zu erreichen. Aus
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dieser kann dann wiederum die Effizienz der PCR bestimmt werden. Das Optimum liegt
bei 2.0, wenn man davon ausgeht, dass jedes PCR-Produkt je Zyklus verdoppelt wird. Im
Beispiel konnte eine Effizienz von 1,966 erzielt werden. Tolerierbar fiir die spdteren

Auswertungen waren PCR-Effizienzen zwischen 1,7 und 2,1.

Standard Curve

254

241 \

23]

22]

21 \

20 \
13
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-2 -1
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Crossing Point
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Abbildung 3.3 Standardkurve in der One-Step gRT-PCR

Auf der x-Achse wird die Konzentration der Standardproben in logarithmischer Skalierung
aufgetragen. Auf der y-Achse befindet sich der Schwellenwert, kurz Cp-Wert. Es wurden die 4
Cp-Werte der 4 Verdiinnungen der Standardreihe eingetragen. Die zur Verdiinnung gehérigen
Konzentration wurde vorher im Programm eingegeben. So konnte eine Gerade durch die 4 Punkte
gelegt werden. Aus dieser konnte das LightCycler Programm die PCR-Effizienz berechnen. Die
hier gezeigte Standardkurve erzielte eine PCR-Effizienz von 1,966.

3.2.2 FEtablierung der Konzentration der Proben

Nachdem die Standardreihe etabliert war und eine gute Effizienz der PCR erreicht war,
wurde die cDNA bzw. RNA-Konzentration der Proben festgelegt. Es war wichtig, dass
die Proben ein Signal innerhalb der Standardreihe aufwiesen, um die Ausgangsmenge der
Target-cDNA bzw. RNA mithilfe der Standardreihe quantifizieren zu konnen. In
Abbildung 3.4 stellen die hellroten Kurven die verschiedenen Proben dar. Wie gewlinscht
zeigten sie ein Signal ab durchschnittlich 20 Zyklen, nachdem eine cDNA bzw. RNA-
Mange von absolut 1 ng eingesetzt wurde. Damit lagen sie hinter dem ersten Standard

mit einem Cp-Wert von 15 und vor dem vierten Standard mit einem Cp-Wert von ca. 25.
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Abbildung 3.4 Signale der Proben innerhalb der Standardreihe.

Auf der x-Achse werden die abgelaufenen PCR-Zyklen dargestellt, wihrend die y-Achse das
Fluoreszenzsignal abbildet. Die braunen Kurven entsprechen den Signalen der Standardreihe,
die optimalerweise in regelmdfigen Cp-Wert Abstinden aufireten. Die hellroten Kurven
entsprechen den Signalen der zu analysierenden Proben. In Griin werden die Negativkontrolle
und die RT-Kontrolle dargestellt, diese sollten keine Amplifikation zeigen.

3.2.3 Etablierung der Primer

Ferner stellte sich die Frage, welche Primer verwendet werden sollten. Einerseits musste
ein spezifischer Primer fiir das humane ATXN3 ausgewihlt werden. Dieser sollte
zuverldssig das humane A7XN3-Gen erkennen, gleichzeitig jedoch nicht das murine
Atxn3 oder andere Off-Targets binden. Ebenso wichtig waren die Primer fiir die murinen
Haushaltsgene, da diese fiir die spétere Quantifizierung der Ergebnisse entscheidend
waren. Es wurden Primer flir das murine Pyruvatdehydrogenase-Gen (Pdh), fiir das
murine Gen des Flavoproteins der Succinatdehydrogenase (Sdha), fiir murines Actin
sowie fiir das murine TATA-Box-binding-protein (Tbp) getestet. Zuerst wurden die
optimalen Anlagerungstemperaturen mittels des in silico Vorhersageprogramm von
Primer Blast ermittelt. Darauthin wurden alle Primer zundchst im 7wo-Step Verfahren

angewendet und spater auch im One-Step Verfahren getestet, weshalb hier exemplarisch
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Darstellungen aus beiden Verfahren gezeigt werden. Es wurde die beschriebene
Verdiinnungsreihe von 1:10, 1:50, 1:250, 1:1250 sowie die Konzentration der cDNA bzw.
RNA Proben von 1 ng/ ul eingesetzt. Als Negativkontrolle wurden Wasser anstatt der
Probe und im One-Step Verfahren das Reaktionsgemisch ohne Reverse Transkriptase
eingesetzt. Eine Ubersicht der getesteten Primerpaare mit ihrem Target-Genabschnitt

sowie ihrer Anlagerungstemperatur sind in Tabelle 3.1 gezeigt.

Tabelle 3.1 Vorstellung der getesteten Primerpaare

Name Gebundenes Gen Anlagerungstemperatur in °C
ATXN3 A Humanes ATXN3 58
ATXN3 B Humanes ATXN3 Exon 2/4 57
ATXN3 C Humanes ATXN3 Exon 10/11 56
Atxn3 Murines Atxn3 58,5
Pdh Murine Pdh 58,5
Sdha Murine Sdha 59
Tbp Murines 7hp 59
Actin Murines Actin 66

3.2.3.1 Relevanz der Schmelzkurven und Schmelzpunkte

Fiir die Evaluierung der PCR-Giite war einerseits entscheidend, wie die Cp-Werte der
Proben ausfielen und wie identisch sie zwischen den Duplikaten waren. Besonderes
Augenmerk war auf die Schmelzkurven der entstandenen PCR-Produkte zu legen, um die
Reinheit der PCR-Produkte zu analysieren. Deshalb sollen nun zuerst die Begriffe
Schmelzkurven und Schmelzpunkte eingefiihrt werden:

Nach Ablauf der qPCR wurden die Proben durch ein Ansteigen der Temperatur im
LightCycler wieder aufgeschmolzen. Sobald das PCR-Produkt aufgeschmolzen war,
verlor es seine Struktur, sodass auch der interkalierende fluoreszierende Farbstoff nicht
mehr im Doppelstrang binden konnte. Folglich nahm das Fluoreszenzsignal ab, bis es
ganz verschwand, die beiden Doppelstrange also vollstidndig aufgeschmolzen waren. Die

Temperatur, bei welcher das PCR-Produkt seine Struktur verliert, ist durch dessen Liange
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und Basenzusammensetzung vor allem dem G-C-Gehalt bestimmt und somit spezifisch
fiir jedes PCR-Produkt.

In Abbildung 3.5 sind die Schmelzkurven zur Standardreihe aus Abbildung 3.4 zu sehen.
Auf der x-Achse wird die Temperatur aufgetragen. Auf der y-Achse wird das
Fluoreszenzsignal der Proben gezeigt. Wenn in allen Proben mit demselben Primer
einheitliche PCR-Produkte entstanden sind, dann zeigten sich auch einheitliche
Schmelzkurven wie die blauen Kurven im vorliegenden Beispiel. Die roten Kurven
entsprechen den Negativkontrollen (zuvor Griin dargestellt). Da in diesen wie erwiinscht
keine Amplifikation stattgefunden hat, gab es auch keine PCR-Produkte, die nun
aufgeschmolzen werden konnten. Thre Kurven verliefen dauerhaft niedrig, was einem

Hintergrundrauschen entsprach.
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Abbildung 3.5 Beispielhafte Schmelzkurve der PCR-Produkte.

Auf der x-Achse wird die Schmelztemperatur in °C angezeigt, die y-Achse zeigt das
Fluoreszenzsignal. Die blauen Linien entsprechen den Schmelzkurven der verschiedenen Proben
sowie denen der Standardreihe. Optimalerweise weisen alle dasselbe Schmelzprodukt auf. Die
roten Linien, die auf einem niedrigen Fluoreszenzlevel verlaufen, stellen die Negativkontrolle
sowie die RT-Kontrolle dar. In diesen lag kein PCR-Produkt vor, weshalb kein Schmelzprodukt
entstehen konnte.

Um noch spezifischer zu erkennen, ob einheitliche PCR-Produkte vorlagen, konnten aus
den Schmelzkurven die Schmelzpunkte der Proben errechnet werden, was in Abbildung
3.6 zu erkennen ist. Deshalb werden in der spéteren Auswertung der Primer-Etablierung
auch nur die Schmelzpunkte gezeigt. Auf der x-Achse ist die Temperatur aufgetragen,
wiéhrend die y-Achse die Verdnderung des Fluoreszenzsignals abbildet. Dadurch zeigt
sich ein Ausschlag fiir die Temperatur, bei welcher eine massive Abnahme des
Fluoreszenzsignals durch das Aufschmelzen der Doppelstringe vorlag. Dies ist der
spezifische Schmelzpunkt des PCR-Produkts. Auch hier entsprechen die blauen Kurven

den Proben, die alle mit demselben Primer untersucht wurden. Daher weisen sie einen
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identischen Schmelzpunkt auf, was dem optimalen Ergebnis entsprach. Die

Negativkontrollen sind als rote Linien zu erkennen.
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Abbildung 3.6 Aus den Schmelzkurven errechnete Schmelzpunkte

Auf der x-Achse wird die Schmelztemperatur in °C dargestellt, wihrend die y-Achse die Anderung
des Fluoreszenzsignals abbildet. Die blauen Linien stellen die Proben bzw. die Standardreihe dar
und zeigen den spezifischen Schmelzpunkt der PCR-Produkte an. Auch hier war zu erzielen, dass
alle Produkte denselben Schmelzpunkt aufwiesen. Die roten Linien entsprechen der
Negativkontrolle und der RT-Kontrolle, sie sollen kein Aufschmelzen zeigen.

3.2.3.2 Ergebnisse der Primerpaar-Testung

Im Folgenden werden die verschiedenen Primerpaare aus Tabelle 3.1 auf ihre
Fluoreszenzsignale und auf die entstandenen Schmelzpunkte iiberpriift. Damit wird

getestet, wie zuverlassig sie ihre Target-Gene binden und die Amplifikation induzieren.

3.2.3.2.1 Primerpaare fiir murines 7hp sowie fiir murines Actin

Unter den Haushaltsgenen erwiesen sich die Primer fiir murines Actin sowie flir murines
Tbp als ungeeignet, da sie unter den getesteten Bedingungen keine zuverldssige

Amplifikation zeigten, wie in Abbildung 3.7 zu erkennen ist. Diese zeigt ein
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beispielhaftes Ergebnis fiir murines 7hp, welches nicht auswertbar war. Vergleichbar sah
das Ergebnis fiir murines Actin aus. Auch beim Wiederholen des Versuchs konnte kein
aussagekriftiges Ergebnis erreicht werden. Betrachtet man die sehr geringe Skalierung
(hier von 0.0 bis 0,15 im Vergleich bei den anderen Graphiken von 0 bis 4) der y-Achse,
erkennt man, dass die vermeintliche Steigung der Kurven gar keine reale ist. Es entsteht
also keine tatsichliche Zunahme des Fluoreszenzsignals iiber die Zeit. Die Signale

entsprechen vertikal verlaufenden Linien.
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Abbildung 3.7 Ergebnisse fiir das Primerpaares fiir murines Tbhp

Auf der x-Achse werden die abgelaufenen PCR-Zyklen aufgetragen. Die y-Achse zeigt das
Fluoreszenzsignal. Die braunen Linien entsprechen der Standardreihe, in grau werden die
Signale der Proben abgebildet. Die Primer wurden im Two-Step Verfahren getestet. Es zeigte
sich kein spezifisches Signal, welches eine Amplifikation darstellt. Ahnlich sahen die Ergebnisse
des Primerpaares fiir murines Actin aus.

3.2.3.2.2 Primerpaare fiir murine Pdh sowie flir murine Sdha
Die Primer fiir die murine Pdh sowie fiir das murine Sdha zeigten zuverlédssige Ergebnisse
mit einheitlichen Schmelzprodukten. Dies ist beispielhaft in Abbildung 3.8 fiir das murine

Sdha zu erkennen. Alle analysierten Proben und die Standardreihe zeigten gute,

exponentiell wachsende Fluoreszenzsignale.
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Abbildung 3.8 Ergebnisse fiir das Primerpaar fiir murines Sdha

Auf der x-Achse sind die abgelaufenen PCR-Zyklen zu erkennen, die y-Achse zeigt das
Fluoreszenzsignal. Die braunen Linien entsprechen der Standardreihe, die roten Linien gehoren
zu den Signalen der Proben. In Griin sind die Negativkontrollen zu erkennen. In allen Proben
fand wie erwartet eine zuverldissige Amplifikation statt, wihrend in der Negativkontrolle sowie
der RT-Kontrolle keine Bildung von PCR-Produkten vorlag.
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Abbildung 3.9 Schmelzpumkte zum Primerpaar fiir murines Sdha
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Die Abbildung zeigt die Schmelztemperatur auf der x-Achse, wdhrend die y-Achse die
Verdnderung des Fluoreszenzsignals iiber die Zeit veranschaulicht. In Blau sind die
Schmelzkurven der Standardreihe sowie der Proben zu erkennen. Alle Proben und Standards
wiesen ein einheitliches Schmelzprodukt auf, was auf eine gute Prdzision und Spezifitit des
Primerpaares hindeutete. Die roten Linien gehoren zur Negativkontrolle und zur RT-Kontrolle,
in welchen kein PCR-Produkt aufgeschmolzen werden konnte.

Im Aufschmelzen zeigten sich fiir die PCR-Produkte einheitliche Schmelzkurven

(Abbildung 3.9), was fiir eine gute Prazision und Spezifitit des Primerpaares sprach.

3.2.3.2.3 Primerpaare fiir humanes ATXN3
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Abbildung 3.10 Ergebnisse fiir das Primerpaar ATXN3 A

Auf der x-Achse sind die abgelaufenen PCR-Zyklen zu erkennen. Auf der y-Achse ist das
Fluoreszenzsignal der Proben dargestellt. Die braunen Linien entsprechen den Signalen der
Standardreihe, die roten Linien denen der untersuchten Proben. Die griinen Linien, die auf dem
niedrigen Niveau laufen, gehoren zu den Negativkontrollen. Dabei sind zwei Proben (je als
Duplikate) zu erkennen, die bereits in einem friiheren Zyklus (Cp bei ca. 25) ein Signal zeigen.
Sie waren zwei Proben zuzuordnen, die das humane ATXN3 exprimierten. Die Probe, die die
Signale der beiden Duplikate erst bei einem héheren Cp-Wert zeigte, gehorte zu einer
wildtypischen Maus. Diese enthielt also nur ihr endogenes murines Atxn3 und wurde unspezifisch
vom Primer detektiert.
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Fiir den Primer des humanen A7XN3 war entscheidend, dass er prdzise das humane
Transgen in den WT/YAC84Q Maiusen erkannte, jedoch nicht das endogene murine
Atxn3 amplifizierte. Zuerst wurde das Primerpaar ATXN3 A getestet (Abbildung 3.10).

Es wurden zwei Proben eingesetzt, die aus fiir das humane ATXN3 transgenen Mausen
stammten, in denen also das humane 47XN3 exprimiert wurde und demnach auch eine
Bindung durch die Primer und ein Fluoreszenzsignal zu erwarten war (siche Pfeil-
Beschriftung). Zusitzlich wurde die Probe einer wildtypischen Maus eingesetzt, in der
nur endogenes Atxn3 exprimiert wurde und demnach keine Detektion durch die
Primerpaare zu erwarten war. Wie jedoch zu erkennen ist, wurde auch die wildtypische
Probe amplifiziert. Sie wies zwar einen deutlich hoheren Cp-Wert auf, die Amplifikation

sprach dennoch fiir eine Ungenauigkeit des Primerpaares.
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Abbildung 3.11 Schmelzpunkte zum Primerpaar ATXN3 A

Auf der x-Achse erkennt man die Schmelztemperatur, die y-Achse zeigt die Verdnderung des
Fluoreszenzsignals. Dadurch ergeben sich die Schmelzpunkte, die spezifisch fiir jedes PCR-
Produkt sind. Es bestdtigte sich hier, dass das Primerpaar des humanen ATXN3 sowohl die
transgenen als auch die wildtypischen Mausproben erkannt und amplifiziert hatte, da in allen
Proben dasselbe PCR-Produkt entstanden war. Die hellblauen Linien gehéren zur
Negativkontrolle sowie zur RT-Kontrolle, in der kein PCR-Produkt entstanden ist und folglich
auch kein Aufschmelzen stattfinden konnte.
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Diese Unspezifitit zeigte sich auch in den Schmelzkurven der Ergebnisse, wie in
Abbildung 3.11 zu sehen ist. Alle Proben, also auch die wildtypische Probe, wiesen
dasselbe Schmelzprodukt und damit PCR-Produkt auf. Dies sprach fiir eine ungenaue
Primeranlagerung an die Test-cDNA. In Zusammenschau der Ergebnisse aus Abbildung
3.10 sowie 3.11 erwies sich Primerpaar ATXN3 A als ungeeignet, da nicht sicher
zwischen humanem und murinem A#xn3 unterschieden werden konnte. Vergleichbar
sahen die Fluoreszenzsignale und Schmelzkurven fiir Primerpaar ATXN3 B aus (nicht

gezeigt), weshalb Primerpaar ATXN3 B ebenfalls ausgeschlossen wurde.

Darauthin wurde das Primerpaar ATXN3 C getestet. Es wurden eine Probe einer
transgenen Maus und eine wildtypische Probe getestet, was in Abbildung 3.12 zu
erkennen ist. Es zeigte sich sowohl fiir die Probe mit humanem A7XN3 als auch fiir die
mit murinem Azxn3 ein Signal, grundsitzlich fand in beiden Proben eine Amplifikation

statt.
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Abbildung 3.12 Ergebnisse fiir das Primerpaar ATXN3 C

Auf der x-Achse zeigen sich die PCR-Zyklen, auf der y-Achse das Fluoreszenzsignal. Die braunen
Linien gehoren zur Standardreihe, wihrend die roten Linien den Signalen der Proben zuzuordnen
sind. In Griin zeigten sich die Signale der Negativkontrollen. Die Probe mit niedrigerem Cp-Wert
gehort zu einer transgenen YAC84Q/WT-Maus, wihrend der héhere Cp-Wert einer Maus mit dem
Genotyp WT/WT zuzuordnen war, diese exprimierte kein humanes ATXN3.
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Im anschlieBenden Schmelzprogramm konnten jedoch die Schmelzprodukte klar
unterschieden werden (Abbildung 3.13). Daraus lieB3 sich schlielen, dass zwar eine

Amplifikation in der wildtypischen Probe stattgefunden hatte, diese aber unspezifisch

war.
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Abbildung 3.13 Schmelzpunkte zum Primerpaar ATXN3 C

Auf der x-Achse ist die Schmelztemperatur aufgetragen. Die y-Achse zeigt die Differenz des
Fluoreszenzsignals iiber die Zeit. Die blauen Linien sind den Schmelzprodukten der
Standardreihe sowie der Probe der transgenen YAC84Q/WT-Maus zuzuordnen. Des Weiteren
zeigten sich zwei Schmelzkurven in Braun. Diese waren dem PCR-Produkt der wildtypischen
Probe zuzuordnen. Es fand also eine unspezifische Amplifikation in dieser Probe statt, mit einem
Schmelzprodukt, welches nicht dem eigentlichen Target zuzuordnen ist. In Rot zeigten sich die
Negativkontrollen, in denen gar keine Amplifikation vorlag und somit kein Produkt
aufgeschmolzen werden konnte.

3.2.3.2.4 Primerpaar fiir murines Atxn3

Abschliefend wurde das Primerpaar Atxn3 fiir murines A&xn3 getestet. Dieses konnte
zuverldssig alle murinen Proben detektieren und wies keine Detektion des humanen

ATXN3 auf, wie in Abbildung 3.14 zu erkennen ist.
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Abbildung 3.14 Ergebnisse fiir das Primerpaar Atxn3

Auf der x-Achse werden die PCR-Zyklen dargestellt, wihrend die y-Achse das Fluoreszenzsignal
veranschaulicht. Die braunen Linien gehoren zur Standardreihe, wihrend die roten Linien den
Proben zuzuordnen sind. Die roten Linien mit hoheren Cp-Werten gehoren zur RT-Kontrolle. In
Griin zeigen sich die Negativkontrollen mit Wasser.
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Abbildung 3.15 Schmelzpunkte zum Primerpaar Atxn3
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Auf der x-Achse wird die Schmelztemperatur gezeigt, wihrend die y-Achse die Anderung des
Fluoreszenzsignals iiber die Zeit angibt. Die blauen Linien gehdren zu den Proben, die roten
Linien zur Negativkontrolle und zur RT-Kontrolle, in denen kaum bis wenig PCR-Produkt vorlag,
welches auch nicht aufgeschmolzen werden konnte. Es zeigten sich einheitliche Schmelzprodukte
bis auf fiir eine Probe, die die Schmelzkurve in Griin aufwies. In dieser Probe ist ein anderes
PCR-Produkt entstanden, diese Probe musste aus diesem Grund von nachfolgenden statistischen
Analysen ausgeschlossen werden. Es ist insgesamt von einer guten Prdzision und Spezifitit des
Primerpaares auszugehen.

Lediglich die Effizienz der PCR fiel iiber alle Versuche hinweg betrachtet im Vergleich
zu den anderen ausgewéhlten Primerpaaren etwas niedriger aus. Da sie im festgelegten
Rahmen von 1,7 bis 2,1 lag, wurde dies toleriert. Im gezeigten Beispiel konnte eine
Effizienz von 1,925 erreicht werden. In der RT-Kontrolle zeigte sich eine unspezifische
Amplifikation, welche beim Aufschmelzen ein anderes Schmelzverhalten im Vergleich
zum Target-PCR-Produkt aufwies. Es konnte daher davon ausgegangen werden, dass eine
leichte Verunreinigung mit genomischer DNA vorlag. Insgesamt konnten einheitliche

Schmelzpunkte erreicht werden, die manchmal etwas unsauberer als bei den anderen

Primerpaaren aussahen (Abbildung 3.15).

3.2.3.3 Zusammenfassung der Primeretablierung

Tabelle 3.2 Ergebnisse der Primeretablierung

Name Gebundenes Gen Ergebnis
ATXN3 A Humanes ATXN3 verworfen
ATXN3 B Humanes ATXN3 Exon verworfen

2/4
ATXN3 C Humanes ATXN3 Exon etabliert
10/11

Atxn3 Murines Atxn3 etabliert
Pdh Murine Pdh etabliert
Sdha Murine Sdha etabliert
Tbp Murines Tbp verworfen
Actin Murines Actin verworfen

In der obenstehenden Tabelle 3.2 ist eine Ubersicht der Ergebnisse der Primeretablierung
zu erkennen. Diese greift Tabelle 3.1 auf und gibt an, ob die getesteten Primerpaar

etabliert wurden oder verworfen werden musste. Insgesamt wurden 2 Primerpaare fiir
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Haushaltsgene, ndmlich fiir murine Pdh und fiir murine Sdha ausgewdhlt. Auflerdem
wurde sich flir das Primerpaar ATXN3 C fiir humanes ATXN3 und fiir das Primerpaar

Atxn3 fur murines A#xn3 entschieden.

3.2.4 Etablierung der Teststrategie

Da fiir die folgenden Studien sehr viele Proben analysiert wurden, sollte auflerdem
getestet werden, ob eine Two-Step oder eine One-Step Teststrategie geeigneter war. Das
Two-Step Verfahren beinhaltete eine vorausgehende Reverse Transkription mit
anschlieender PCR. Alternativ wurden 3 One-Step Kits getestet, in denen beide Schritte,
also Reverse Transkription und PCR im selben Reaktionsgemisch direkt hintereinander
abliefen. Die getesteten Kits waren das QuantiNova SYBR Green RT-PCR Kit von
Qiagen, das Kit LightCycler EvoScript RNA SYBR Green I Master von Roche und das
Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit der New England Biolabs.

Die Vergleichspunkte zur Entscheidungsfindung waren die Prizision der Ergebnisse, die
Anzahl und Ubersichtlichkeit der Pipettierschritte sowie die Kosten pro Probe (siehe auch

Flussdiagramm Abbildung 3.1).

3.2.4.1 Ergebnisse im Two-Step Verfahren
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Abbildung 3.16 Standardkurve im Two-Step-Verfahren

Auf der x-Achse ist die Konzentration logarithmisch aufgetragen, wihrend die y-Achse den Cp-
Wert darstellt. Durch Eintragen der 4 Cp-Werte fiir die 4 Verdiinnungen der Standardreihe, deren
Konzentration bekannt war, konnte eine Gerade durch diese Punkte gelegt werden. Aus dieser
Geraden lief3 sich die PCR-Effizienz berechnen, die in diesem Fall 1,723 betrug.

In der Abteilung war das Two-Step Verfahren fest etabliert, weshalb es dafiir ein

optimiertes Protokoll gab. Mit diesem konnten zuverldssige Ergebnisse erreicht werden.
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Die Ziel-PCR-Effizienz zwischen 1,7 und 2,1 konnte eingehalten werden, was sich in
einer gleichmifigen Standardkurve darstellte. Eine Beispiel-Standardreihe ist in
Abbildung 3.10 unter der Etablierung der Primer zu sehen. In obenstehender Abbildung
3.16 ist die zugehorige Standardkurve zu erkennen, die aus der Standardreihe berechnet

werden konnte. Es wurde eine PCR-Effizienz von 1,723 erreicht.

3.2.4.2 Ergebnisse im Kit von Roche

Auch fiir die qRT-PCR Kit von Roche wurde die aus der Verdiinnungsreihe pipettierte
Standardreihe betrachtet (Abbildung 3.17). Es konnte eine saubere Standardreihe mit
einer guten PCR-Effizienz von 1,89 erreicht werden. (Abbildung. 3.18).
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Abbildung 3.17 Standardreihe im Roche-Kit

Auf der x-Achse werden die PCR-Zyklen aufgetragen, die y-Achse zeigt das Fluoreszenzsignal.
Man erkennt die braunen Linien, von denen jeweils 2 zeitgleich aufiraten, diese also den
Duplikaten der Standardreihe entsprachen. Der Abstand der Cp-Werte zwischen den
Verdiinnungen war konstant.
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Abbildung 3.18 Standardkurve im Roche-Kit

Aus der in Abbildung 3.17 gezeigten Standardreihe konnte mithilfe der LightCycler 480 11
Software die gezeigte Standardkurve berechnet werden. Auf der x-Achse ist die Konzentration der
Standardverdiinnungen logarithmisch aufgetragen. Die y-Achse zeigt den Cp-Wert. Durch
Eintragen der Ergebnisse der Standardreihe konnte die Standardkurve gezeichnet werden. Die
daraus errechnete Effizienz betrug 1,89, was einem sehr guten Wert entsprach.

3.2.4.3 Ergebnisse im Kit von Qiagen

Amplification Curves
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Abbildung 3.19 Standardreihe im Qiagen-Kit

Die x-Achse zeigt die PCR-Zyklen, die y-Achse das Fluoreszenzsignal. Die Standardreihe lag hier
in deutlich stdrkeren Verdiinnungen vor, was zu den héheren Cp-Werten der Signale (in Braun)
fiihrte. Die Abstinde zwischen den Verdiinnungen sind nicht so prdzise. Dies lag eher an
Pipettierungenauigkeiten beim Verdiinnen. Die Duplikate zeigten mit Ausnahme des 4. Standards
sehr dhnliche Cp-Werte.
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Abbildung 3.20 Standardkurve im Qiagen-Kit

Die x-Achse zeigt die Konzentration der Standardverdiinnungen in logarithmischer Auftragung,
wihrend die y-Achse die Cp-Werte abbildet. Es ergab sich mithilfe der LightCycler 480 II
Software auch fiir die Standardreihe (Abbildung 3.19) im Kit von Qiagen eine Standardkurve mit
einer guten Effizienz von 1,79.

Dieselben Aspekte wurden auch beim Kit von Qiagen evaluiert (Abbildung 3.19). Es
konnte eine vergleichbare Standardreihe erzielt werden, bei welcher aufgrund stérkerer
Verdiinnungen der Standards hohere Cp-Werte gesehen wurden als im Test von Roche.
Generell wiesen die Duplikate identische Cp-Werte auf. Die Ungenauigkeit zwischen den
Duplikaten des 4. Standards bzw. der Abstinde der Cp-Werte der verschiedenen
Verdiinnungen deuteten eher auf Pipettierungenauigkeiten als auf Kit-bedingte Probleme
hin. Auch die errechnete Standardkurve und PCR-Effizienz von 1,79 waren gute

Ergebnisse (Abbildung 3.20).

3.2.4.4 Ergebnisse im Kit von Luna Universal

Im Luna Kit konnten nach Optimierung der Zusammensetzung des Mastermix sehr
prazise Ergebnisse erzielt werden. Die Kitanleitung setzte die doppelte Menge der
eingesetzten Substanzen voraus, als bei dieser Arbeit tatsdchlich verwendet wurden. Die
genauen Mengenangaben sind in Tabelle 3.4 zu sehen. Beispielhafte Graphiken zu
Standardreihe und Standardkurve sind in den Abbildungen 3.14 und 3.15 der
Primeretablierung zu erkennen. Die erreichte PCR-Effizienz betrug 1,96, was ein sehr

guter Wert war.
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3.2.4.5 Ergebnisse der Etablierung der Teststrategie

Tabelle 3.3 Kriterien der Auswahl der Teststrategie bzw. des Kits

Kriterien Two-Step- Qiagen: New-England | Roche:
Verfahren QuantiNova Biolabs: Luna | LightCycler
SYBR Green Universal EvoScript RNA
RT-PCR Kit One-Step RT- | SYBR Green 1
qPCR Kit Master
Prézision Sehr gut Gut Sehr gut Sehr gut
Farbkontrolle - - vorhanden -
Kosten je Probe 1,416 $ 1,264 $ 0,392 € 1,628 §

zum Zeitpunkt
der Studien

Verfligbarkeit Gut Fraglich Sehr gut Fraglich

zum Zeitpunkt
der Studien

PCR-Dauer 101 Min 22 Min 64 Min 55 Min
Handhabung/ Viele 4 4 3
Pipettierschritte

Was die Ubersichtlichkeit anging, hatten die One-Step Kits den klaren Vorteil, deutlich
weniger Pipettierschritte zu beinhalten, was Fehlern vorbeugen konnte. Dadurch sparten
die One-Step Kits auch einiges an Zeit ein. Das Kit des Herstellers New England Biolabs
hatte den Vorteil, dass dem Mastermix ein Farbstoff beigemischt war. So war gut zu
erkennen, in welche Wells der Platte man diesen bereits pipettiert hatte. Die anderen Kits
hatten einen farblosen Mastermix, was das Pipettieren deutlich uniibersichtlicher
gestaltete. Auch in der Kostenfrage lag das Luna Universal One-Step RT-qPCR Kit der
New England Biolabs mit 0,392 € je Probe deutlich vorne, ebenso wie in der
Verfiigbarkeit, was unter Covid-19 bedingten Lieferengpédssen wihrend der
Durchfiihrung dieser Promotion ebenfalls eine wichtige Rolle spielte. Im Punkt Prézision
erzielten alle 4 Kits vergleichbare Ergebnisse, was die Genauigkeit der Standardreihe und
die Ubereinstimmung der Cp-Werte zwischen den Duplikaten einer Probe anging.
Abweichungen lieen sich eher durch Pipettierungenauigkeiten erkliren, da sie zufillig

vorkamen und nicht systematisch zugeordnet werden konnten.
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In Zusammenschau der verschiedenen Fakten wurde das Luna Universal One-Step RT-
qPCR Kit ausgewihlt. Die Faktoren, die zu dieser Entscheidung gefiihrt haben, sind dick

gedruckt. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 3.3 zusammengefasst.

3.2.5 Finale Auswahl der Versuchsbedingungen

Als Standardreihe wurde final eine Verdiinnungsreihe von 1:10, 1:50, 1:250 und 1:1250
mit einer Konzentration von 10 ng/ uL in der ersten Verdlinnung ausgewéhlt. Da das One-
Step Kit ausgewihlt wurde, konnte die RNA direkt in die Reaktionen eingesetzt werden.
Dafiir wurde eine Konzentration von 1 ng/ puL je Probe gewihlt. Die finale
Zusammensetzung des Mastermix des Luna Kits ist in Tabelle 3.4 zu erkennen. Im PCR-
Programm wurde die Anlagerungstemperatur im Laufe der Versuche von 59 auf 60 Grad

verdndert, wodurch die Ergebnisse préziser wurden (sieche Tabelle 3.5)

Tabelle 3.4 Finaler Mastermix zur Luna Universal RT-qgPCR

Reagenz Volumen in pL.
Luna Universal One Step Reaction Mix 5

Luna Warm Start Rt Enzyme Mix 0,5

Primer Mix (10uM) 0,8

RNAse freies Wasser 32

RNA (1 ng/uL) 1

Total 10

Tabelle 3.5 Finales PCR-Programm zur Luna Universal RT-qPCR

Schritt Temperatur in °C | Dauer in s Zyklen
Reverse 55 600

Transkription

Initiale 95 60

Denaturierung

Denaturierung 95 10 45
Kombinierte 60 60 45
Primeranlagerung

und Amplifikation
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Schritt Temperatur in °C | Dauer in s Ramp Rate in
°Cl/s
Schmelzen 95 10
60 15
60-90 0,04
Abkiihlen 40 10

3.3 Teil B: Ergebnisse der durchgefiihrten ASO-Studien

Nachdem die Versuchsbedingungen der qRT-PCR festgelegt und optimiert waren,
konnten die Studien mit den ASOs durchgefiihrt und ausgewertet werden. Das Vorgehen
dabei ist im Flussdiagramm der Abbildung 3.21 dargestellt. Die beiden verschiedenen

Studien sind zu unterscheiden.

Allel-unspezifische ASOs Allel-spezifische ASOs

Gewichts- Gewichts- Préparation
CAG-Sequenz \M‘ Préparation Genotypisierung Bearn verlauf P
Léngen- Erheb Walk RNA- Protein-
i rheoung RNA- Erhebung || Apalysen | | Analysen
bestimmung Post- Analysen Post- y y
operativer - CAG-S operativer
&:Ore Cerebellum - cequenz Soore ’m‘
Langen- Cortex
Wrehang- Cortex bestimmung Wirehang-

Ziel: ATXN3 Herunterregulation

Abbildung 3.21 Aufbau der in dieser Promotion durchgefiihrten Studien

In der Abbildung sind die Abldufe der beiden ASO-Studien schematisch nebeneinander
dargestellt. Fiir die allel-unspezifischen ASOs wurden zuerst die CAG-Wiederholungsanzahlen
der Versuchstiere ermittelt sowie eine wochentliche Gewichtserhebung durchgefiihrt. Nachdem
die Injektionen stattgefunden hatten, wurden der postoperative Score sowie der Wirehang-Test
erhoben. Abschliefend wurden die Tiere prdpariert und die RNA aus dem Gehirn isoliert. Diese
wurde auf die Expression der RNA des humanen Ataxin-3 untersucht. In der Studie zu den allel-
spezifischen ASOs wurde zusdtzlich der Beam-Walk vor und nach den Injektionen aufgenommen,
um Ganganalysen durchzufiihren. Aufferdem wurden Analysen des gewonmnenen Proteins
durchgefiihrt. Das Ziel war es, das humane ATXN3 sowie die zugehorige RNA
herunterzuregulieren.
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Im ersten Teil wurden ASOs untersucht, die allel-unspezifisch das gesamte ATXN3-
Protein herunterregulieren sollten.

Der zweite Teil behandelt zwei ASOs, die ATXN3 allel-spezifisch regulieren sollten.
Dafiir wurde der Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP) ¢.987G>C (rs12895357) im
ATXN3-Gen genutzt, welcher mit dem mutanten 4 7XN3 assoziiert ist. Mehr als 70% der
Patientlnnen und 100% der Tiibinger Patientenkohorte tragen diesen Polymorphismus
(Hauser et al., 2022). Fiir eine allel-spezifische Regulierung ist auBerdem entscheidend,
dass das wildtypische Allel und das mutante Allel verschiedene Nukleotide am SNP
tragen. Dies ist in einem GroBteil der Fille moglich, da laut aktueller Literatur nur 2%
der wildtypischen Allele den SNP G>C tragen, 98% also nicht reguliert werden sollten
(Alvesetal., 2010) (siehe auch Kapitel 1.1.4.1). Diese Tatsache wurde beim ASO-Design
berticksichtigt, sodass eine ASO passend zum Polymorphismus des mutanten 47XN3
(mutASO) und die andere passend zum wildtypischen Allel des 4ATXN3 (WtASO) erstellt
wurde (Hauser et al., 2022) Die einzelnen Versuchsschritte werden im Folgenden im

Detail mit ihren Ergebnissen beschrieben.

3.3.1 Ergebnisse der Studie 1 zu den allel-unspezifischen ASOs

Zuerst sollen der Versuchsablauf sowie der Versuchsaufbau der Studie 1 gezeigt werden.
Danach werden die Ergebnisse vor, wihrend und kurz nach den Injektionen dargestellt.
Darauthin wird die Auswertung zur RNA-Expression des humanen 47XN3-Gens nach
der Behandlung beschrieben.

3.3.1.1 Ablauf der Studie 1

Retrobulbire
Blutabnahme

Beginn Gewichts:

Injektionen
messungen

Nachsorge

Ohr- DNA-
stanzen 5
e Isolation
Biopsie

N . RNA-

5-7 Wochen alt 7-10 Wochen alt 10-13 Wochen alt 14-17 Wochen alt

CAG-Sequenz RNA-
Léngenbestimmung Analysen

Abbildung 3.22 Zeitstrahl der in Studie 1 durchgefiihrten Versuche
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Im Alter von 5-7 Wochen wurden die Tiere vom Jackson Laboratory nach Tiibingen geliefert und
in unsere Tierhaltung eingeschleust. Die Tiere erhielten eine Adaptationsphase an die neue
Tierhaltung von zwei Wochen. Wihrenddessen wurde den Tieren eine Ohrstanze entnommen und
daraus DNA isoliert. So konnten die Tiere genotypisiert und die Anzahl der CAG-Wiederholungen
bestimmt werden. Im Alter von 7-10 Wochen erfolgten die Injektionen der verschiedenen ASOs
mit der anschlieffenden Nachsorge. Im Alter von 10-13 Wochen wurde die retrobulbdre
Blutentnahme durchgefiihrt, um nachtrdglich longitudinale Biomarker im Blut bestimmen zu
konnen. Mit 14-17 Wochen wurden die Tiere schlieflich prdpariert und die Analysen der RNA-
Expression zum humanen ATXN3 in verschiedenen Gehirnbereichen vorgenommen.

Wie in Abbildung 3.22 zu erkennen ist, wurden die Versuchstiere im Alter von 5-7
Wochen von der Firma Jackson Laboratory geliefert. Direkt nach der Lieferung wurden
die Miduse zum ersten Mal gewogen und mit einer Ohrstanze versehen, um sie einerseits
zu markieren und andererseits zu genotypisieren. Dafiir wurde DNA aus der gewonnenen
Stanze isoliert, die in eine Genotypisierungs-PCR und - bei positivem Befund - in die
anschlieende Fragmentldngenanalyse eingebracht wurde. Im Alter von 7-10 Wochen
erfolgten dann die Injektionen der zu testenden ASOs mit anschlieBender Nachsorge. Drei
Wochen spéter wurde den Tieren Blut aus dem retrobulbdren Venenplexus abgenommen.
Weitere drei Wochen spiter, also 6 Wochen nach den Injektionen, wurden die Tiere
pripariert. Es wurden das Cerebellum, der Hirnstamm sowie der Frontale Cortex, das
Riickenmark und der restliche Cortex gewonnen. Daraus wurde RNA isoliert, die in der
gRT-PCR untersucht wurde. Die Kooperationsfirma hat aus den Gehirnregionen Protein
isoliert und die Expression des ATXN3 bestimmt. Aullerdem wurde das Herz, die Lunge,
die Leber, die Niere, die Milz und ein Teil eines Skelettmuskels pripariert, welche die

Firma auf Spuren der ASOs untersucht hat. Zusitzlich wurde CSF und peripheres Blut

gewonnen, welches ebenfalls durch die Kooperationsfirma untersucht wurde.

3.3.1.2 Ergebnisse der Genotypisierung in Studie 1

Nachdem die Ohrstanzen gewonnen wurden, konnte daraus die DNA der Méuse isoliert
werden. Vom Jackson Laboratory war bereits der Genotyp aller Tiere als hemizygot fiir
humanes ATXN3 bzw. WT/YAC84Q bestimmt worden, dies sollte jedoch per PCR
tiberpriift werden. Es stellte sich heraus, dass zwei der insgesamt 104 Versuchstiere nicht
den angegebenen Genotyp aufwiesen, sondern reine Wildtyptiere waren. Diese sind in
der Tabelle gelb hinterlegt. Alle anderen Tiere erwiesen sich als hemizygote YAC84Q-

Maiuse und wurden anschlieSend mittels Fragmentlangenanalyse auf die Anzahl an CAG-
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Wiederholungen getestet. Daraus ergaben sich folgende CAG-Wiederholungsléngen, die
in Tabelle 3.6 angeben sind.

MK stellt eine interne Bezeichnung dar, welche die Méuse diesem Versuch zuordnet. Die
Nummer dahinter bezeichnet die Zucht und danach die Nummer der Maus selbst. Maus
MK 4.3 gehort beispielsweise zur Zucht 4 und ist die dritte Maus innerhalb dieser Gruppe.
Die Méuse wiesen nicht die zu erwartenden 84 Wiederholungen auf, sondern besal3en alle
zwischen 71-79 Wiederholungen. Bei einigen wenigen wie beispielsweise der Maus mit
der Nummer MK 13.1 lag die Anzahl auch unter 70, jedoch befanden sich bei allen Tieren
iiber 60 Wiederholungen. Dies gilt laut aktueller Literatur als Grenzwert, ab welchem

eine SCA3 im Laufe des Lebens ausgepriagt wird (Durr et al., 1996; Kawaguchi et al.,

1994; Maciel et al., 1995)

Tabelle 3.6 Liangenbestimmung der CAG-Sequenz der Versuchstiere in Studie 1

Maus- PolyQ- Maus- PolyQ- Maus- PolyQ- Maus- PolyQ-
Code Linge Code Linge Code Linge Code Linge
MK 1.1 71-79 MK 4.6 73-75 MK 8.3 74-76 MK 11.8 |72-76
MK 1.2 WT-Tier |MK 4.7 73-75 MK 8.4 74-76 MK 119 |71-73
MK 1.3 72-78 MK 4.8 74-76 MK 8.5 73-75 MK 12.1 72+73
MK 1.4 73-75 MK 4.9 73-76 MK 8.6 73-76 MK 12.2 | 72-75
MK 1.5 71-73 MK 4.10 |74-76 MK 8.7 73-75 MK 12.3 71-73
MK 1.6 73-76 MK 5.1 74-76 MK 9.1 74-77 MK 124 |71-73
MK 1.7 73-75 MK 5.2 74475 MK 9.2 74-76 MK 12.5 | 72+73
MK 2.1 72-74 MK 5.3 74475 MK 9.3 74-77 MK 12.6 |72-74
MK 2.2 72-76 MK 5.4 74-76 MK 9.4 73-75 MK 12.7 |73-75
MK 2.3 73-75 MK 5.5 74-76 MK 9.5 74-76 MK 13.1 68+69
MK 2.4 74-76 MK 5.6 74-76 MK 10.1 WT-Tier |MK 13.2 |74+75
MK 2.5 73-75 MK 5.7 73-75 MK 10.2 | 73-75 MK 13.3 72-75
MK 2.6 71-75 MK 5.8 73-77 MK 10.3 73-75 MK 134 |71-73
MK 2.7 74-76 MK 5.9 74-77 MK 104 |70-72 MK 13.5 |73-75
MK 2.8 73+74 MK 5.10 | 74+75 MK 10.5 [73+74 MK 13.6 |71-75
MK 3.1 73-75 MK 7.1 74-76 MK 10.6 | 73-76 MK 13.7 | 72-75
MK 3.2 73-75 MK 7.2 73-75 MK 10.7 |72-75 MK 14.1 72-75
MK 3.3 73-75 MK 7.3 74-76 MK 10.8 [|73+74 MK 142  [71472
MK 3.4 73+74 MK 7.4 74+75 MK 10.9 |72-75 MK 14.3 72-75
MK 3.5 73-75 MK 7.5 74-76 MK 11.1 73-75 MK 144 | 72-75
MK 3.6 73-75 MK 7.6 75-77 MK 11.2 |73-75 MK 14.5 |73-75
MK 4.1 74+75 MK 7.7 75-77 MK 11.3 |72-75 MK 14.6 | 73-75
MK 4.2 74-76 MK 7.8 74-76 MK 114 |73-75 MK 14.7 | 72-75
MK 4.3 75+76 MK 7.9 74-77 MK 11.5 |72-75 MK 14.8 | 73-75
MK 4.4 74-76 MK 8.1 74-76 MK 11.6 |71-73 MK 14.9 | 73-75
MK 4.5 74-76 MK 8.2 73-75 MK 11.7 |73-79 MK 14.10 |73-76
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3.3.1.3 Autfbau der Studie 1

Tabelle 3.7 Ubersicht der optimalen Aufteilung der Versuchstiere in Studie 1

ASO Genotyp Konzentration | Anzahl | J Q | Alter in
in ug Tiere Wochen
Saline WT/YAC84Q 6 3 3 7-8
1 WT/YAC84Q 10 6 3 3 7-8
WT/YAC84Q 30 6 3 3 7-8
2 WT/YAC84Q 10 6 3 3 7-8
WT/YAC84Q 30 6 3 3 7-8
3 WT/YAC84Q 10 6 3 3 7-8
WT/YAC84Q 30 6 3 3 7-8
4 WT/YAC84Q 10 6 3 3 7-8
WT/YAC84Q 30 6 3 3 7-8

WT/YAC84Q

WT/YACS4Q
Random- WT/YAC84Q
ASO I
Gesamt 102

Es wurden 4 verschiedene ASOs getestet, die alle das gesamte humane 4 TXN3 regulieren
sollten und nicht allel-spezifisch waren. Die Sequenz der ASOs sowie die Information,
wo genau diese ASOs im 47XN3 binden sollten, wurde uns von der beauftragenden Firma
nicht zur Verfiigung gestellt. Zur Uberpriifung wurde eine Kontrollgruppe mit der
Tragersubstanz, der Saline (NaCl), behandelt, welche spiter als Negativkontrolle
(Erwartung: unveranderte Level der humanen Ataxin-3 RNA) verwendet wurde. Zudem
wurde eine bekannterweise Ataxin-3 regulierende ASO von der Firma Roche (ASO ID
AS51 1122 67, geschiitzt durch Patent WO 2020/245233) als Positivkontrolle verwendet.
Deren Sequenz ist bekannt und ebenfalls allel-unspezifisch. Auflerdem wurde eine
Random-ASO verwendet, die von der Kooperationsfirma zur Verfligung gestellt wurde
und als Negativkontrolle eingesetzt wurde. Die Sequenz der ASO wurde uns nicht
mitgeteilt, so dass wir keine endgiiltige Aussage zu potenziellen Targets oder sonstigen
Eigenschaften einer typischen Random-ASO treffen konnen, sondern der Firma vertrauen

miissen, dass die ASO die Kriterien einer Random-ASO erfiillt.
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Tabelle 3.8 Ubersicht der verwendeten Tiere in Studie 1

ASO Genotyp Konzen- | Anzahl | & Q | Alter in | Vorzeitig
tration in | Tiere Wochen | verstorbene
ng Tiere

Saline WT/YAC84Q 6 4 |2 9 -

1 WT/YAC84Q | 10 6 4 (2 10 -

WT/YAC84Q | 30 6 4 |2 8.5 -

2 WT/YAC84Q | 10 6 511 9,5 -

WT/YAC84Q | 30

WT/YAC84Q
WT/YAC84Q

WT/YAC84Q
WT/YAC84Q

WT/YAC84Q

WT/YAC84Q 1 nicht aus
Narkose
erwacht

Random WT/YAC84Q |
ASO

Gesamt

Vom Jackson Laboratory wurden jedoch 70 ménnliche und nur 34 weibliche Tiere zur
Verfiigung gestellt, daher wurden die Tiere wie in Tabelle 3.8 dargestellt aufgeteilt. Die
Anzahl von 6 hemizygoten Tiere pro Gruppe konnte eingehalten werden, jedoch variierte
die Verteilung zwischen den Geschlechtern. Auch beim Alter zum Zeitpunkt der
Injektionen sind Unterschiede entstanden. Dies war dadurch bedingt, dass nicht alle Tiere
am selben Tag geboren wurden sowie durch die Tatsache, dass nicht alle 102 Tiere an
einem Tag operiert werden konnten, sondern die Injektionen {iber einen Zeitraum von
zwei Wochen verteilt stattfanden. Fiir die Auswertung ergaben sich auch in der Anzahl
kleine Unterschiede, da in manchen Gruppen ein Tier vorzeitig verstorben war (siche
Tabelle 3.9) und somit nicht pripariert und nicht auf eine Regulation des ATXN3 hin

untersucht werden konnte.
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3.3.1.4 Durchschnittlicher Gewichtsverlauf nach Geschlecht in Studie 1

Wiegeverlauf-gesamt
Ankuntft in -
Tiibingen Injektionen
301 *
* —e— Mannlich
Weiblich
(o))
£ 207 1
= T
2
1
o 107
0 | | | | | |

1 2 3 4 5 6
Wochen nach Ankunft

Abbildung 3.23 Gewichtsverlauf der YAC84Q-Mduse in Studie 1

Aufder x-Achse sind die Wochen nach der Ankunft, auf der y-Achse das Gewicht in g aufgetragen.
Die Daten wurden nach dem Geschlecht aufgeteilt. Es wurden 70 mdnnliche sowie 34 weibliche
Tiere einmal wochentlich gewogen. Es zeigte sich, dass die Zeit einen hochsignifikanten Einfluss
auf das Gewicht hatte (p<0,0001****). Ebenso zeigte das Geschlecht einen hochsignifikanten
Einfluss (p<0,0001****) auf das Gewicht.

Da aus verschiedenen Studien bekannt ist, dass sowohl Patientlnnen als auch
Versuchstiere (Diallo et al.,, 2017; Saute et al.,, 2012) mit einer SCA3 einen
Gewichtsverlust liber die Zeit aufweisen, sollten die Méuse jede Woche gewogen werden.
Aullerdem befanden sich die Tiere im Alter von 7-14 Wochen noch im Wachstum, was
andererseits eine Gewichtszunahme erwarten liel. Das Gewicht liefert Informationen
iiber das Fressverhalten der Miuse, welches im Zusammenhang mit dem Wohlbefinden
der Tiere steht. Daher sollten iiber die regelmiBige Gewichtserhebung potenzielle
Stressreaktionen erfasst werden, die beispielsweise durch den Transport oder die

Injektionen bedingt sein konnten.
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Insgesamt wurden 70 Ménnchen und 34 Weibchen gewogen, wovon jedoch 4 Méannchen
wihrend des Versuches starben, also unvollstindige Gewichtsverldufe besallen. Die
Daten wurden daher mittels Mixed-Effects Analyse statistisch berechnet, da eine
Normalverteilung der Werte angenommen werden konnte. Die Zeit zeigte einen
statistisch hochsignifikanten Einfluss auf das Gewicht (p<<0,0001****)_ was aufgrund des
Alters der Tiere, die sich noch im Wachstum befanden, erwartet werden konnte. Auch
das Geschlecht machte einen hochsignifikanten Unterschied aus (p<0,0001****), Wie in
Abbildung 3.23 zu sehen ist, zeigten die Tiere nach einem anfanglichen Gewichtsverlust
in der ersten Woche in Tiibingen eine stetige Gewichtszunahme. Zum Zeitpunkt der
Injektionen ist in dieser Darstellung kein Gewichtsriickgang zu sehen. Dies konnte jedoch
darauf zuriickzufiihren sein, dass die Gewichtsdaten nur wochentlich erhoben wurden.
AuBlerdem wurde je Zeitpunkt die gesamte Kohorte erfasst, wobei nur ein Teil dieser
Tiere zum jeweiligen Zeitpunkt frisch operiert war. Daher wurden die Gewichtsdaten
nach den Injektionen tiglich erhoben und werden in den folgenden Kapiteln ndher

beleuchtet.

3.3.1.5 Postoperative Beobachtungen in Studie 1

3.3.1.5.1 Postoperatives Uberleben in Studie 1

Ein Anzeichen fiir eine starke Unvertrdglichkeit der injizierten Substanz, der
Operationstechnik oder beidem zusammen, stellte das Versterben der behandelten
Versuchstiere nach der Applikation dar. Ebenso konnten auch andere physische
Verdnderungen wie ein Gewichtsverlust, eine mangelnde oder iibersteigerte Fellpflege
oder apathisches Sozialverhalten Hinweise auf eine Unvertrdglichkeit sein. Natiirlich
konnten auch andere Ursachen dafiir vorliegen, doch besonders bei einer Haufung
innerhalb einer Versuchsgruppe sollte der Verdacht auf eine akute Toxizitdt entstehen. In
Tabelle 3.9 findet sich eine Ubersicht der Tiere, die wihrend des Versuchs bzw. in den
darauffolgenden Tagen verstorben sind oder unter Einbeziehung des Score Sheets (siehe
Anhang Tabelle A) und dem Erreichen der im Tierversuchsantrag definierten

Abbruchkriterien aus dem Versuch erlost wurden.
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Tabelle 3.9 Tierverluste in Studie 1

ASO Toxizitit

Saline Kein Tier gestorben

1 Kein Tier gestorben

2 Kein Tier gestorben

3 Kein Tier gestorben

4 2 Tiere am 2. Tag postoperativ gestorben
Roche 1 Tier am 3. Tag postoperativ gestorben
Random ASO 1 Tier wiahrend Narkose/Operation gestorben

Insgesamt war der Tierverlust erfreulicherweise sehr gering. Von den Versuchstieren, die
mit der Kontrollsubstanz Saline bzw. mit den 47XN3-spezifischen ASOs 1, 2 und 3
behandelt wurden, iiberlebten alle die Injektionen und die darauffolgenden Tage. Aus der
Versuchsgruppe, die ASO 4 erhielt, waren zwei Tiere in den Tagen nach der Injektion
verstorben. Es handelte sich dabei um ein Tier aus der 30 pg Gruppe und ein Tier, welches
100 pg der ASO 4 erhalten hatte. Beide Tiere waren bereits am Tag vor dem Versterben
apathisch und verhaltensauffallig im Gegensatz zu den anderen frisch operierten Tieren.
Es wurde sich jeweils dafiir entschieden, sie unter Schmerzmittelgabe weiter zu
beobachten, leider erholten sie sich nicht aus dieser akuten Phase. In der 100 pg Gruppe
der Positivkontroll-ASO von Roche gab es drei auffillige Tiere, von denen sich zwei
jedoch gut erholten, wihrend eine Maus im Verlauf sehr apathisch blieb und einen starken
Tremor im gesamten Korper aufwies. Daher wurde sie am zweiten postoperativen Tag
euthanasiert. In der Gruppe mit der Random-ASO, also der Negativkontroll-ASO, ist ein
Tier bereits unter der Narkose bzw. Operation verstorben. Dies konnte eher mit den OP-

Komplikationen begriindet werden, als auf eine akute Toxizitdt hinzudeuten.

3.3.1.5.2 Postoperativer Gewichtsverlauf in Studie 1

In den drei Tagen nach den ASO-Injektionen wurde das Gewicht der Versuchstiere
erfasst, um zu iiberpriifen, wie gut sie die Operation und die Narkose iiberstanden hatten.
Es war auch interessant, ob sich Unterschiede zwischen den Behandlungsgruppen

zeigten.
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Abbildung 3.24 Postoperativee Gewichtsverldufe in Studie 1

Auf der x-Achse befinden sich die postoperativen Tage. Auf der y-Achse wird das
durchschnittliche Gewicht in g fiir die verschiedenen Versuchsgruppen angegeben. Die Tiere
wurden am Operationstag sowie dem 1., 2., 3. und 7. Tag postoperativ gewogen. (A) Fiir ASO 1
zeigte sich ein hochsignifikanter Einfluss der Zeit auf das Gewicht (p<0,0001****). Die
Konzentration dagegen hatte keinen signifikanten Einfluss. (B) Fiir ASO 2 fand sich ebenfalls ein
signifikanter Einfluss der Zeit auf das Gewicht (p=0,0002%*%*), wihrend die Konzentration keinen
signifikanten Einfluss hatte. (C) Ebenso verhielt es sich bei ASO 3. Die Zeit zeigte einen
hochsignifikanten Einfluss auf das Gewicht (p<0,0001****), wdhrend die Konzentration keinen
signifikanten Einfluss hatte. (D) Fiir ASO 4 fiel der signifikante Einfluss der Zeit etwas geringer
aus (p=0,0043**), die Konzentration der ASO zeigte dafiir einen leicht signifikanten Einfluss
(p=0,0434%*). (E) Fiir die Positivkontroll-ASO von Roche zeigte sich ein signifikanter Einfluss
der Zeit (p=0,0008**%*).

Die Miuse nahmen bei jeder ASO am ersten Tag postoperativ ab, erholten sich aber nach
zwel bis drei Tagen und erreichten eine Woche nach der OP im Durchschnitt wieder ihr

Ausgangsgewicht, wie in Abbildung 3.24 zu sehen ist. Die Werte wurden in allen
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Gruppen als normalverteilt angenommen. Die statistische Analyse wurde fiir ASO 1 und
ASO 2 mittels TwoWay ANOVA durchgefiihrt, da es dort keine fehlenden Werte gab.
Fir ASO 3, ASO 4 und die Roche-ASO wurden die Werte aufgrund einzelner
verstorbener Tiere mittels Mixed-Effects Analyse untersucht.

Es zeigte sich, dass die Gewichtsverdnderung bei jeder ASO signifikant von der Zeit
abhing (ASO 1: p<0,0001****; ASO 2: p=0,0002**; ASO 3: p<0,0001****; ASO 4:
p=0,0043**; Roche-ASO: p=0,0008***), also den Tagen, die nach den Injektionen
vergingen. Die unterschiedlichen ASO-Konzentrationen (10 pg, 30 ug und 100 pg)
zeigten nur bei ASO 4 einen signifikanten Einfluss auf das Gewicht (p= 0,0434*), wobei
das Signifikanzniveau deutlich unter dem fiir die Zeit lag. Dieser grof3e Einfluss der Zeit
passte zu einer akuten Belastung der Miuse durch die Operationen. Von dieser erholten
sie sich jedoch sehr gut und schnell. Dass die Konzentration und die jeweilige ASO selbst

fast keinen Einfluss zu haben schien, war ein sehr erfreuliches Ergebnis.

3.3.1.5.3 Prozentuale Gewichtsdnderungen in Studie 1

Wihrend in Abbildung 3.24 nur die absolute Gewichtsverdnderung dargestellt wurde,
sollte auch die relative Anderung betrachtet werden. Diese wurde prozentual in Bezug
auf ihr Ausgangsgewicht am Operationstag berechnet. Die relative Gewichtsverdnderung
war aussagekriftiger und vergleichbarer, da die Méinnchen und Weibchen signifikant
unterschiedliche Ausgangsgewichte aufwiesen (siehe Kapitel 3.3.1.4) und eine ungleiche
Verteilung der Geschlechter auf die Versuchsgruppen vorlag (siehe Tabelle 3.8). Die
Ergebnisse der prozentualen Gewichtsdnderungen sind in Abbildung 3.25 dargestellt.
Statistisch wurde von einer Normalverteilung ausgegangen, die Werte von ASO 1 und
ASO 2 wurden mittels 7woWay ANOVA berechnet, die Werte fiir ASO 3, ASO 4 und
die Roche-ASO mittels Mixed-Effects Analyse. Insgesamt ldsst sich auch fiir die relative
Gewichtsidnderung feststellen, dass vor allem die Zeit den entscheidenden Einfluss auf
die Gewichtveridnderung zeigte (ASO 1: p<0,0001**** ASO 2: p=0,0386*, ASO 3:
p<0,0001**** ASO 4: p<0,0001****  Roche-ASO: p=0,0003***). Die Konzentration
spielte bei der relativen Gewichtsverdnderung nur bei der Kontroll-ASO von Roche eine
Rolle (p=0,0016**). Dies bestitigte insgesamt die Ergebnisse der absoluten

Gewichtsverdanderung, bei welcher auch die Zeit der Haupteinflussfaktor war.
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Abbildung 3.25 Prozentuale Gewichtsverdinderungen in Studie 1

Auf der x-Achse befinden sich die postoperativen Tage. Auf der y-Achse wird die
durchschnittliche Gewichtsinderung in % in Bezug auf das Ausgangsgewicht fiir die
verschiedenen Versuchsgruppen angegeben. Die Tiere wurden am 1., 2., 3. und 7. postoperativen
Tag gewogen. (A) Fiir ASO 1 zeigte sich ein hochsignifikanter Einfluss der Zeit auf das Gewicht
(p<0,0001****). Die Konzentration hatte keinen signifikanten Einfluss. (B) Bei ASO 2 fand sich
ein leicht signifikanter Einfluss der Zeit auf das Gewicht (p=0,0386%*), wihrend die Konzentration
keinen signifikanten Einfluss zeigte. (C) Ebenso verhielt es sich bei ASO 3. Die Zeit hatte einen
signifikanten Einfluss auf das Gewicht (p<0,0001****), wdhrend die Konzentration keinen
Einfluss zeigte. (D) Fiir ASO 4 fiel der signifikante Einfluss der Zeit ebenso hoch aus
(p<0,0001****) die Konzentration der ASO zeigte entgegen der absoluten Gewichtsverdnderung
keinen signifikanten Einfluss. (E) Fiir die Positivkontroll-ASO von Roche zeigte sich sowohl ein
signifikanter FEinfluss der Zeit (p=0,0003***), als auch ein signifikanter Einfluss der
Konzentration (p=0,0016%*%).
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3.3.1.5.4 Punktzahl in der postoperativen Nachsorge in Studie 2
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Abbildung 3.26 Ergebnisse des postoperativen Scores in Studie 1

Auf der x-Achse befinden sich die postoperativen Tage. Auf der y-Achse wird die erreichte
Punktzahl fiir die verschiedenen Versuchsgruppen angegeben. (A) Fiir ASO 1 zeigte sich ein
hochsignifikanter Einfluss der Zeit auf die erreichte Punktzahl (p<0,0001****). Die
Konzentration dagegen hat keinen signifikanten Einfluss. (B) Bei ASO 2 fand sich ebenfalls ein
signifikanter Einfluss der Zeit auf die erhobene Punktzahl (p=0,0007**%*), wdihrend die
Konzentration keinen signifikanten Einfluss zeigte. (C) Bei ASO 3 hatte die Zeit einen
signifikanten Einfluss auf die postoperative Punktzahl (p=0,0002**%*) sowie die Konzentration
einen leicht signifikanten Einfluss (p=0,046%). (D) Fiir ASO 4 fillt der signifikante Einfluss der
Zeit hoch aus (p=0,0002***), die Konzentration der ASO zeigte keinen signifikanten Einfluss.
(E) Fiir die Positivkontroll-ASO von Roche zeigte sich sowohl ein leicht signifikanter Einfluss der
Zeit (p= 0,0152%), wdhrend auch die Konzentration einen signifikanten FEinfluss zeigte
(p=0,026%).

In den postoperativen Tagen wurde nicht nur das Gewicht erhoben, sondern es wurde

auch die Korperpflege, das Sozialverhalten sowie die Wunde beobachtet und beurteilt.
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Daraus ergab sich ein Score (siche Anhang Tabelle A), welcher zuvor im
Tierversuchsantrag festgelegt wurde. Auch der Score sollte anzeigen, wie gut die Tiere
die Injektionen vertragen hatten. Minimal waren 0 Punkte zu erreichen, was dem
optimalen Ergebnis entsprach. Maximal hétten 40 Punkte erreicht werden konnen. Jedoch
wurden zusitzlich die Abbruchkriterien und der humane Endpunkt bei 20 Punkten
definiert, da bei einer solchen Punktzahl davon ausgegangen wurde, dass das verursachte
Leid nicht mehr tolerierbar war. In Abbildung 3.26 sind die durchschnittlichen
Punktzahlen nach ASOs und Konzentrationen aufgetragen. Die Daten konnten als
normalverteilt angenommen werden. Sie wurden fiir ASO 1, ASO 2 und ASO 3 mittels
TwoWay ANOVA, fiir ASO 4 und die Roche-ASO mittels Mixed-Effects Analyse
ausgewertet. Auch fiir die postoperativ erhobene Punktzahl zeigte die Zeit den
Haupteinfluss in allen Behandlungsgruppen (ASO 1: p<0,0001**** ~ ASO 2:
p=0,0007***  ASO 3: p=0,046*,

ASO 4: p=0,0002*** Roche-ASO: p=0,026*). Die ASO-Applikation wirkte sich also
nicht nur auf das Gewicht, sondern auch auf das Sozialverhalten, die Korperpflege und
das Abheilen der Wunde aus. Erfreulicherweise spielte die Konzentration der
verabreichten ASO eine untergeordnete Rolle, da sie nur im Falle der ASO 3 und der
Kontroll-ASO von Roche einen leicht signifikanten Einfluss aufwies (p=0,046* und
p=0,026%*).

3.3.1.5.5 Wirehang-Test nach ASO-Applikation in Studie 1

Der Wirehang-Test stellte eine ergidnzende Untersuchung dar, die die Kletter- bzw. Halte-
Fahigkeit der Méuse liber Kopf am Gitter fiir maximal 5 Minuten {iberpriifen sollte. Es
sollten durch die Operation entstandene neurologische Defizite ausgeschlossen werden.
Allerdings war festzustellen, dass die Ergebnisse stark von einigen weiteren Faktoren wie
beispielsweise der individuellen Motivation der Versuchstiere abhingen. Auch die
Durchfiihrung des Tests variierte stark zwischen den Tieren. Manche Méuse suchten sich
anfangs einen Platz, an welchem sie die 5 Minuten verharrten, wihrend andere die
gesamte Zeit kletterten und hangelten, wobei sie viel schneller abrutschen konnten. Dies
lag eher nicht an einem neurologischen Defizit als vielmehr an der Risikobereitschaft
oder Neugier der Maus. Manche Tiere lieBen sich auch bewusst vom Gitter fallen, anstatt

sich dort festzuhalten, da sie kein Interesse an der Aufgabe hatten. Auch dies war von
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einer neurologischen Schiddigung zu differenzieren. In Abbildung 3.27 sind die
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Abbildung 3.27 Ergebnisse des Wirehang-Tests in Studie 1

Auf der x-Achse sind die postoperativen Tage aufgetragen. Alle Mduse absolvierten den Test am
1. und 7. postoperativen Tag. Am 2. Tag wurde der Wirehang-Test fiir diejenigen Tiere
wiederholt, die am ersten Tag nicht die volle Dauer schafften. Die maximale Dauer lag bei 5 min,
also 300 s. (A) Fiir ASO 1 ergab sich weder fiir die Zeit noch fiir die Konzentration ein
signifikanter Einfluss auf die Dauer des Wirehang. (B) Fiir ASO 2 konnte ebenfalls kein
signifikanter Einfluss der Zeit auf die Dauer festgestellt werden. Es lag ein signifikanter Einfluss
der Konzentration auf die Dauer (p=0,0066*%*) vor. (C) Fiir ASO 3 zeigte sich ein signifikanter
Einfluss der Zeit auf die Dauer des Tests (p=0,0196%), wihrend die Konzentration keinen
signifikanten Einfluss hatte. (D) Fiir ASO 4 lag weder ein signifikanter Einfluss der Zeit noch der
Konzentration auf die Dauer des Wirehang-Tests vor. (E) Ebenso war es bei der Kontroll-ASO
von Roche.
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Die Daten konnten als normalverteilt angenommen werden und wurden fiir ASO 1 und
ASO 2 mittels T7woWay ANOVA untersucht. Fiir ASO 3, ASO 4 und die Roche-ASO
wurden die Werte mittels Mixed-Effects Analyse statistisch ausgewertet. Im Vergleich
zwischen den ASOs zeigte sich, dass kaum signifikante Einfliisse auf die Dauer des
Wirehang-Tests zu beobachten waren. Lediglich fiir ASO 2 hatte die Konzentration einen
signifikanten Einfluss (p=0,0066**), wihrend nur bei ASO 3 die seit der OP vergangene
Zeit einen leicht signifikanten Einfluss zeigten (p=0,0196%).

Es stellte sich auBBerdem die Frage, wie aussagekriftig die Ergebnisse fiir diesen Test
aufgrund der zuvor beschriebenen Einschrinkungen sind. Generell ist festzuhalten, dass
alle Versuchstiere, die den Test absolvierten, kein grobes neurologisches Defizit zu haben

schienen. Die ASO-Applikation schien keine koordinatorischen Schiden ausgeldst zu

haben.

3.3.1.6 Ergebnisse der Priaparation in Studie 1

7 Wochen nach den Injektionen wurden alle Tiere prapariert. Dabei erfolgte parallel die
Uberpriifung auf potenzielle Gewebeauffilligkeiten, welche ebenfalls auf eine
Unvertriiglichkeit der ASOs hinweisen konnten oder ein Ubertreten in den
Korperkreislauf anzeigten. Bei der Pridparation konnten auller bei einer Maus keine
Auftalligkeiten am Gehirn oder den peripheren Organen gefunden werden. Alle waren in
Form, GroBe und Farbe normal konfiguriert. Eine weibliche Maus aus der
Behandlungsgruppe mit 30 pg der ASO 1 besal3 eine Lunge, die deutliche rote Flecken
aufwies, was beispielsweise zu einer Einblutung passen konnte. In den vorherigen
postoperativen Beobachtungen und im Verlauf war diese Maus jedoch nie auffillig.
Somit konnte eine Gewebetoxizitit der applizierten ASOs nahezu ausgeschlossen
werden. In Riicksprache mit der Kooperationsfirma ergab sich, dass die ASOs nicht in
den peripheren Organen nachgewiesen wurden und das ZNS dementsprechend

wahrscheinlich nicht verlassen hatten.

3.3.1.7 Ergebnisse der qRT-PCR in Studie 1

In der quantitativen Real-Time PCR wurden alle Proben auf eine Herunterregulation der

RNA des ATXN3-Gens untersucht. Zur Quantifizierung wurden fiir jede Probe die beiden
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Haushaltsgene Pdh und Sdha untersucht. Ferner wurde iiberpriift, ob das murine Atxn3
auch durch die verwendeten ASOs reguliert wurde (Daten nicht gezeigt). Dabei wurden

die Proben getrennt nach Hirnregion analysiert.

3.3.1.7.1 Ergebnisse der Proben aus dem Cerebellum

Da das Cerebellum als einer der Hauptpathogenese-Orte gilt, war hier am meisten
Regulation des humanen 4 7XN3 durch die ASOs zu erwarten und zu erhoffen. Die ASOs
sollten das Cerebellum mithilfe der Liquorzirkulation erreichen.

In Abbildung 3.28 sind die Expressionslevel der Behandlungsgruppen in Relation zur
Kontrollgruppe, die mit Saline behandelt wurde, dargestellt. Das Expressionslevel der
Ataxin-3 RNA der Kontrollgruppe wurde als 1 und damit 100% definiert. Die
Expressionslevel der Versuchsgruppen wurden auf den Wert der Saline-Gruppe
normalisiert. Im Test auf Ausreifer fielen ein Wert in der Saline Gruppe und in der 30 pg
Gruppe der ASO 4 auf, welche daher ausgeschlossen wurden. Die Ergebnisse mit
AusreiBlerwerten sind im Anhang (Abbildung A) zu finden. Da eine Normalverteilung der
Daten angenommen werden konnte, wurden die Werte fiir ASO 1 und ASO 2 statistisch
mittels TwoWay ANOVA, fiir ASO 3, ASO 4 und die Roche-ASO mittels Mixed-Effects
Analyse untersucht. Es konnte fiir keine der ASOs eine signifikante Herunterregulation
festgestellt werden. Auch optisch zeigte sich keine solche. Die Kontrollgruppe schien
graphisch eine niedrigere Expression der RNA des Ataxin-3 aufzuweisen als die
Behandlungsgruppen. Auch die Streuung der Einzelwerte innerhalb der
Behandlungsgruppen fiel im Cerebellum gréfer aus als in den anderen Hirnbereichen
(Abbildung 3.29 und 3.30). Da die Proben aus dem Cerebellum zuerst untersucht wurden,
konnte dies mit anfidnglichen Ungenauigkeiten der Methode zusammenhdngen. Daher
wurden die Folgeanalysen unverdndert ausgefiihrt und zeigten gleichméaBigere

Ergebnisse.
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Abbildung 3.28 RNA-Expressionslevel des humAtaxin-3 im Cerebellum

Auf der x-Achse sind die drei Behandlungsgruppen mit den drei verschiedenen Konzentrationen
sowie die Kontrollgruppe, die mit Saline behandelt wurde, aufgetragen. Auf der y-Achse wurde
das Expressionslevel der Ataxin-3 RNA in Bezug auf die Kontrollgruppe ausgewertet. Der Wert
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der Saline-Gruppe wurde als 1 definiert. Es werden der Mittelwert sowie die einzelnen Messwerte
pro Gruppe darstellt. Auch der Standardfehler ist eingezeichnet.

(A) Fiir ASO 1 zeigte sich weder ein signifikanter Einfluss der Behandlung noch der ASO-
Konzentration auf das Expressionslevel der RNA fiir humanes ATXN3. (B) Ebenso sieht es bei
ASO 2 aus. (C) Auch bei ASO 3 konnte weder die Behandlung noch die Konzentration der
applizierten ASO eine signifikante Auswirkung erreichen. (D) Bei ASO 4 liegt dasselbe Ergebnis
vor. (E) Fiir die Kontroll-ASO von Roche zeigte sich ebenfalls weder fiir die Behandlung noch
fiir die Konzentration ein signifikanter Einfluss auf das Expressionslevel.

3.3.1.7.2 Ergebnisse der Proben aus dem Hirnstamm

AnschlieBend wurden die RNA-Proben aus dem Hirnstamm quantifiziert. Auch den
Hirnstamm sollten die ASOs mithilfe der Liquorzirkulation erreichen, um dort ihre
Wirkung zu entfalten. Die Ergebnisse der Quantifizierung sind in Abbildung 3.29 zu
finden. Da von einer Normalverteilung der Daten ausgegangen werden konnte, wurden
die Daten fiir ASO 1 und ASO 2 mittels TwoWay ANOVA, fiir ASO 3, ASO 4 und die
Roche-ASO aufgrund fehlender Werte mittels Mixed-Effects Analyse ausgewertet. Auch
im Hirnstamm zeigten sich durch die Behandlung keine signifikanten Veranderungen der
Expression der RNA des humanen ATXN3-Gens. Auch aus den Expressionszahlen lief3
sich kein Trend ableiten, der eine Herunterregulation andeuten konnte. Die Streuung der
einzelnen Werte fiel hier geringfiigiger innerhalb der Gruppen aus, ebenso wurden keine

AusreiBBerwerte festgestellt.
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Abbildung 3.29 RNA-Expressionslevel des humAtaxin-3 im Hirnstamm

Auf der x-Achse sind die drei Behandlungsgruppen mit den drei Konzentrationen sowie die
Kontrollgruppe, die mit Saline behandelt wurde, aufgetragen. Auf der y-Achse wird das
Expressionslevel der RNA des ATXN3 in Bezug auf die Kontrollgruppe angegeben. Der Wert der
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Saline-Gruppe wurde als 1 definiert. Es werden der Mittelwert sowie die einzelnen Messwerte
pro Gruppe darstellt. Auch der Standardfehler ist eingezeichnet.

(A) Fiir ASO 1 zeigte sich weder ein signifikanter Einfluss der Behandlung noch der ASO-
Konzentration auf das Expressionslevel der RNA fiir humanes ATXN3. (B) Ebenso sah es bei ASO
2 aus. (C) Auch bei ASO 3 konnte weder die Behandlung noch die Konzentration der applizierten
ASO eine signifikante Auswirkung erreichen. (D) Bei ASO 4 lag dasselbe Ergebnis vor. (E) Fiir
die Kontroll-ASO von Roche zeigte sich ebenso weder fiir die Behandlung noch fiir die
Konzentration ein signifikanter Einfluss auf das Expressionslevel.

3.3.1.7.3 Ergebnisse der Proben aus dem Frontalen Cortex

Zuletzt wurden die Proben aus dem Frontalen Cortex untersucht. Hier finden sich die
pramotorischen und motorischen Zentren, die fiir zielgerichtete Bewegungen sowie ein
fliissiges Gangbild entscheidend sind. Die ASOs sollten durch die Liquorzirkulation in
den Frontalen Cortex transportiert werden. In Abbildung 3.30 werden die
Expressionslevel der untersuchten RNA-Proben dargestellt. Im statistischen Test auf
Ausreifler fielen ein Wert in der 10 ug Gruppe der ASO 1 und ein Wert in der 30 pg
Gruppe der ASO 3 auf, die daher ausgeschlossen wurden. Die Ergebnisse mit
Ausreiflerwerten sind im Anhang (Abbildung B) zu finden. Insgesamt fiel die Streuung
der Einzelwerte im Frontalen Cortex gering aus. Es konnte die Normalverteilung der
Daten angenommen werden, daher wurden die Werte fiir ASO 1 und ASO 2 mittels
TwoWay ANOVA, die Werte fiir ASO 3, ASO 4 und die Roche-ASO wurden aufgrund
fehlender Daten mittels Mixed-Effects Analyse untersucht. In der 10 pg Gruppe der ASO
1 zeigte sich eine prozentuale Reduktion der Expression um 16%, die keine statistische
Signifikanz erreichen konnte. Fiir die anderen Konzentrationen entsprach das
Expressionslevel der RNA des Ataxin-3 dem der Kontrollgruppe. Ebenso konnte fiir ASO
2, ASO 4 und die Roche-ASO keine statisch signifikante Regulation der RNA des Ataxin-
3 festgestellt werden. Wie graphisch zu erkennen ist, entspricht das Expressionslevel dem
der Kontrollgruppe mit Saline. Fiir die ASO 3 konnte ein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen dem Expressionslevel in der 30 pg Gruppe sowohl zur
Kontrollgruppe (p=0,0411%*) als auch zu den anderen beiden Behandlungsgruppen mit 10
ng (p=0,0479*) und 100 pg (p=0,0352%*) festgestellt werden. Die Reduktion der RNA des
ATXN3 erreichte 26% im Vergleich zur Kontrollgruppe.
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Abbildung 3.30 RNA-Expressionslevel des humAtaxin-3 im Frontalen Cortex

Auf der x-Achse sind die drei Behandlungsgruppen der drei Konzentrationen sowie die
Kontrollgruppe, die mit Saline behandelt wurde, aufgetragen. Auf der y-Achse wird das
Expressionslevel in Bezug auf die Kontrollgruppe angegeben. Der Wert der Saline-Gruppe wurde
als 1 definiert. Es werden der Mittelwert sowie die einzelnen Messwerte pro Gruppe dargestellt.
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Auch der Standardfehler ist eingezeichnet. (A) In der 10 ug Gruppe der ASO 1 zeigt sich eine
leichte Reduktion des Expressionslevels, diese erreicht keine statistische Signifikanz. Fiir die
anderen beiden Konzentrationen zeigt sich kein Einfluss der Behandlung auf das Expressionslevel
der RNA fiir humanes ATXN3. (B) Fiir ASO 2 zeigt sich weder ein Einfluss der Behandlung noch
ein Unterschied zwischen den Konzentrationen beziiglich des Expressionslevels. (C) Bei ASO 3
ist eine Reduktion der Expression in der 30 ug Behandlungsgruppe zu erkennen. Diese erreichte
statistische Signifikanz im Vergleich zum Expressionslevel der Kontrollgruppe (p=0,0411%) als
auch zu den anderen beiden Behandlungsgruppen mit 10 ug (p=0,0479%) und 100 ug
(p=0,0352%). Diese beiden Behandlungsgruppen zeigten keine verdnderte Expression im
Vergleich zur Kontrollgruppe. (D) Bei ASO 4 lag keine Reduktion in den Behandlungsgruppen
im Vergleich zur Kontrollgruppe vor. (E) Fiir die Kontroll-ASO von Roche zeigte sich auch weder
fiir die Behandlung noch fiir die Konzentration ein signifikanter FEinfluss auf das
Expressionslevel.

3.3.1.8 Zusammenfassung Studie 1

In Tabelle 3.11 sind die Einfliisse je ASO auf das Gewicht, den Phinotyp der Maus nach
der OP, die Uberlebensraten sowie die potenzielle Herunterregulation der RNA des
Ataxin-3 zusammengefasst. Auffillige Ergebnisse sind in dicker Schrift markiert, um
diese hervorzuheben.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die ASOs gut vertragen wurden. Die meisten
beobachteten Auffilligkeiten zum Gewicht sowie dem Phénotyp konnten ebenso in der
Kontrollgruppe festgestellt werden, schienen also im Zusammenhang mit dem OP-
Verfahren zu stehen. Lediglich fir ASO 3 schien eine leicht signifikante
konzentrationsabhédngige Unvertriglichkeit vorzuliegen, die sich im Score sowie in einer
relativen Gewichtsabnahme zeigte. Was die Mortalitdit angeht, so sind in der
Behandlungsgruppe mit ASO 4 insgesamt zwei von 18 Tieren sowie eins der 6 Tiere, die
mit der Roche-ASO behandelt wurden, verstorben. Wie gewiinscht regulierte keine der
ASOs die RNA des murinen Atxn3 (Daten nicht gezeigt). Die RNA des humanen ATXN3
wurde im Cerebellum und im Hirnstamm durch keine der ASOs reguliert. Im Frontalen
Cortex zeigte sich in der 10 ug Gruppe der ASO 1 eine Reduktion um 16%, die jedoch
keine statistische Signifikanz erreichte. ASO 3 zeigte im Frontalen Cortex eine statistisch
signifikante Regulation der RNA des humanen ATXN3 um 26% in der 30 pug Gruppe.
Die anderen ASOs erreichten auch im Frontalen Cortex keine Regulation der Expression

der RNA des humanen ATXN3.
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Tabelle 3.10 Ubersicht der Ergebnisse der Studie 1.

ASO Gewicht Phénotyp Toxizitit Regulation der
Ataxin-3 RNA
Saline Einfluss durch Einfluss durch Kein Tier Keine
(Kontroll- | OP-Verfahren OP-Verfahren gestorben
gruppe)
1 Kein erhohter Kein erhdhter Kein Tier Reduktion im
Einfluss im Einfluss im gestorben | Frontalen Cortex
Vergleich zur Vergleich zur inder 10 pg
Kontrollgruppe Kontrollgruppe Gruppe ohne
Erreichen von
Signifikanz
2 Kein erhohter Kein erhdhter Kein Tier Keine
Einfluss im Einfluss im gestorben
Vergleich zur Vergleich zur
Kontrollgruppe Kontrollgruppe
3 Kein erhohter Leicht Kein Tier Signifikante
Einfluss im signifikanter gestorben | Reduktion im
Vergleich zur Einfluss der Frontalen
Kontrollgruppe ASO- Cortex in der
Konzentration 30 ng Gruppe
auf den
postoperativen
Score
4 Kein erhohter Kein erhdhter 2 Tiere Keine
Einfluss im Einfluss im nach 2
Vergleich zur Vergleich zur Tagen
Kontrollgruppe Kontrollgruppe gestorben
Roche Leicht Kein erhdhter 1 Tier Keine
signifikanter Einfluss im nach 3
Einfluss der Vergleich zur Tagen
ASO- Kontrollgruppe | verstorben
Konzentration
auf die relative
Gewichts-
verinderung
Random Kein erhdhter Kein erhohter 1 Tier Keine
ASO Einfluss im Einfluss im wéhrend
(Kontroll- Vergleich zur Vergleich zur Narkose
gruppe) Kontrollgruppe Kontrollgruppe verstorben
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3.3.2 Ergebnisse der Studie 2 zu den allel-spezifischen ASOs

In der Studie zu den allel-spezifischen ASOs wurden zwei ASOs untersucht, die {iber
einen Polymorphismus jeweils nur ein Allel (mutant oder wildtypisch) des humanen
ATXN3 regulieren sollten. Zuerst wird der Studienablauf sowie Studienaufbau gezeigt,
um dann auf den Mechanismus der Allel-Spezifitit einzugehen. AnschlieBend werden die

Ergebnisse der verschiedenen Teilversuche dargestellt.

3.3.2.1 Ablauf der Studie 2

Beginn Ohr- o o -
< DNA- Beam- | Retrobulbire s Beam- | Retrobulbire " . Protein-
Gewichis- | - S@nzen | g1y ion Welk | Blutabnahme | | Mniektionen Nachsorge Welk | Blumbnahme | | TTOPARON ljeoiaion
messungen | Biopsie
4-5 Wochen alt 6-7 Wochen alt 10-12 Wochen alt 12-14 Wochen alt 14-16 Wochen alt

CAG-Sequenz Protein- Analyse
. : Beam-
Langenbestimmung Analysen Walk

Abbildung 3.31 Zeitstrahl der in Studie 2 durchgefiihrten Versuche

Im Alter von 4-5 Wochen wurden den Tieren die Ohrstanzen entnommen und daraus DNA isoliert.
So konnten die Tiere genotypisiert und gegebenenfalls die Anzahl der CAG-Wiederholungen
analysiert werden. Im Alter von 6-7 Wochen fand die erste Blutentnahme sowie die erste
Aufzeichnung des Beam-Walks statt. Mit 10-12 Wochen erfolgten dann die Injektionen mit
Nachsorge, sodass im Alter von 12-14 Wochen die zweite Blutentnahme und zweite Aufzeichnung
des Beam-Walks stattfinden konnte. Nach weiteren 2 Wochen erfolgte die Priparation des
Gehirns und der Organe sowie die Analyse der Expressionslevel des ATXN3-Proteins im
Cerebellum.

Der chronologische Ablauf der Studie 2 zu den allel-spezifischen ASOs ist in Abbildung
3.31 zu sehen. Die hemizygoten YAC84Q-Méuse wurden fiir den Versuch selbst in der
Tierhaltung Tiibingen aus wildtypischen Muttertieren und hemizygoten transgenen
Vatertieren geziichtet. Im Alter von 4-5 Wochen wurden Ohrstanzen der Jungen
gewonnen, um daraus DNA zu isolieren und die Tiere zu genotypisieren, da die Jungtiere
die beiden mdglichen Genotypen WT/WT bzw. WT/Y AC84(Q haben konnten. So wurden
die Tiere den verschiedenen Kontroll- bzw. Behandlungsgruppen zugeordnet. Bei den
Proben, die das humane A7XN3 trugen, wurde die CAG-Wiederholungsanzahl mittels
Fragmentldngenanalyse bestimmt. Im Alter von 6-7 Wochen wurden die transgenen

Versuchstiere sowie wildtypischen Kontrollen im Beam-Walk auf ihr Gangbild hin
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analysiert sowie aus dem retrobulbéren Venenplexus Blut abgenommen. Aufgrund von
Verzdgerungen fanden die Injektionen mit anschlieBender Nachsorge erst im Alter von
10-12 Wochen statt. Nach weiteren zwei Wochen wurden der Beam-Walk sowie die
retrobulbdre Blutentnahme wiederholt, um die Werte prd- und post-injectionem
vergleichen zu konnen. Die Préparation des Gehirns, aufgeteilt in Cerebellum,
Hirnstamm und Frontaler Cortex sowie den Haupt-Stoffwechselorganen Leber und Niere

erfolgte 4 Wochen nach den Injektionen im Alter von 14-16 Wochen.

3.3.2.2 Wirkprinzip der allel-spezifischen ASOs in Studie 2

In der zweiten Studie wurden allel-spezifische ASOs verwendet. Die ASO, die den SNP
¢.987C>G bindet, der mit dem wildtypischen Allel vergesellschaftet ist, wird im Verlauf
als wtASO bezeichnet. Die ASO, die den Polymorphismus c.987G>C (rs12895357)
bindet, welcher mit dem mutanten A7XN3 vergesellschaftet ist, wird als mutASO
abgekiirzt. Ein Uberblick iiber die Funktionsweise der allel-spezifischen ASOs findet sich
in Abbildung 3.32.

A RNaseH
mut ASO CGTCGJCGCEBCTGG
mutmRMA ||| ]]]] L1111l eh .,J_,_.;;.-rﬂ x
(CAG)NCAGCAGCAGCGGGACCTATCA L
Keine
SNP c.987 C>G Translation
B mut ASO CGTCGFCGCECTGG gﬁ'
114
wemina LLLLLLL L ULLLLLLLELL) Y ]
(CAG)INCAGCAGCAGGGBGACCTATCA R
‘-\_.—H—\."_\_,
wt ATXN-3

RNaseH

C wt ASO CGTCGFCCCECTGG ‘
| L TT
i LLLLLL p UTAE x
(CAG)NCAGCAGCAGGGEGACCTATCA ol
Keine
Translation

Abbildung 3.32 Funktionsweise der allel-spezifischen ASOs
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In der Abbildung erkennt man vereinfacht dargestellt die Funktionsweise der allel-spezifischen
ASOs. Diese nutzen den bekannten SNP (c.987 G>C), welcher mit dem mutanten ATXN3
vergesellschaftet ist. Die ASO-Sequenz soll genau im Bereich binden, in welchem auch der SNP
liegt. (A) So entsteht im Falle der mutASO eine passende Bindung mit der mutanten Ataxin-3
mRNA, sodass diese durch die RNAse abgebaut werden kann. (B) Im Falle der wildtypischen
RNA dagegen findet sich ein Missmatch mit der mutASO. Dieses Allel wird nicht reguliert und
das wildtypische ATXN3 wird weiterhin exprimiert. (C) Zur Kontrolle wurde eine ASO designt,
wtASO genannt, die das wildtypische Allel binden soll. Diese bindet den SNP, der mit dem
wildtypischen ATXN3 vergesellschaftet (c.987 C>G) ist und reguliert so die Expression des
wildtypischen ATXN3, jedoch nicht das mutante ATXN3. Die Abbildung wurde mithilfe von
Biorender.com erstellt.

3.3.2.3 Toxizititsstudie

Da die allel-spezifischen ASOs der Studie 2 bisher nur in vitro untersucht worden waren
(Hauser et al., 2022), sollten sie in wildtypischen Tieren auf ihre Toxizitét in vivo getestet
werden, bevor die tatsdchlichen Versuchstiere damit behandelt wurden. Als
Konzentration wurde die urspriinglich hdchste zu untersuchende Konzentration von 150
ng gewdhlt. Es wurden zwei wildtypische Weibchen im Alter von 8,5 Wochen mit 150
ng der mutASO behandelt. Einem Wildtypweibchen im selben Alter wurden 150 pg der
wtASO injiziert. Der Ablauf war analog zu den Injektionen der Studie 1, jedoch wurden
andere Koordinaten verwendet, um spezifischer den Liquor-gefiillten Ventrikel zu
erreichen (siche Kapitel 2.2.1.5). Die Miuse wurden zuerst narkotisiert, daraufthin
erfolgte das Aufsuchen der Koordinaten, an welchen ein kleines Loch in den Schidel
gebohrt wurde, um dadurch mit der Hamilton Spritze die ASO in gewliinschter
Konzentration zu injizieren. Es wurde bilateral injiziert. Nach Erfolgen der Injektionen,
wurde die Haut iiber den Einstichstellen gendht und das Narkoseantidot verabreicht. Die
Maus wurde unter Rotlicht gelegt, um einem Wairmeverlust vorzubeugen. Das
Aufwachen wurde genau beobachtet und dokumentiert.

Im direkten Anschluss an die Operationen zeigten sich Koordinationsschwierigkeiten bei
beiden Miusen, die die mutASO erhalten hatten. Sie fielen vermehrt auf die Seite und
waren sehr apathisch. Eine der beiden Méuse wachte nicht richtig aus der Narkose aus,
auch nicht, nachdem sie zusitzliches Antidot erhalten hatte. Daher musste sie ca. 1,5
Stunden nach der Injektion eingeschlifert werden. Die anderen beiden Méuse (einmal
wtASO und einmal mutASO) wurden am folgenden Tag anhand des Scoresheets (sieche
Anhang Tabelle B) eingeschitzt. Die Maus, die die mutASO erhalten hatte, erzielte eine
Punktzahl von 20, da sie sich isoliert hatte und vollkommen lethargisch war. Aullerdem

hatte sie sich nicht geputzt. Die Wunde sah gut aus und sie hatte kein Gewicht verloren.
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Aufgrund des dennoch sehr schlechten Zustandes wurde auch diese Maus eingeschlifert.
Die Maus mit der wtASO dagegen hatte sich bereits gut erholt. Sie zeigte ein normales
Sozialverhalten und hatte sich geputzt, sodass nur noch wenige Reste der Augensalbe im
Fell zu sehen waren. Sie hatte etwas an Gewicht verloren, weshalb sie weiter mit
Nassfutter versorgt wurde. Aullerdem erhielt sie 25 pL. Metacam oral zur Analgesie. Im
Wirehang-Test erreichte sie 5 Minuten. An den beiden folgenden Tagen hatte sie einen
Score von 0 und blieb beim Wirehang-Test weiter bei 5 Minuten, sodass sie die wtASO
scheinbar gut vertragen hatte. Eine Woche nach der Injektion erfolgte die Praparation der
Maus fiir potenzielle Untersuchungen bzw. als Vergleichswert zu den Tieren, die spiter
mit den Injektionen behandelt werden sollten.

Folglich war davon auszugehen, dass die wtASO &dhnlich vertrdglich war wie die in Studie
1 getesteten ASOs. Wichtig zu erwdhnen ist, dass die wtASO fiir das humane
wildtypische ATXN3 entwickelt ist, sodass in einer wildtypischen Maus, welche nur ihr
endogenes wildtypisches A#xn3 besitzt, keine Bindung zu erwarten ist.

Die mutASO in der Konzentration von 150 pg dagegen schien akut toxisch zu sein, wobei
die Ursache diskutiert werden muss, da der einzige Unterschied zwischen den beiden
ASOs in einer Base Guanin in der mut ASO im Vergleich zur Base Cytosin in der wtASO
liegt (Hauser et al., 2022).

3.3.2.4 Genotypisierung der Jungtiere in Studie 2

Da die Versuchstiere der 2. Studie selbst geziichtet wurden, mussten die Jungtiere, die
von wildtypischen Muttertieren und hemizygoten YAC84Q-Vatertieren abstammten,
genotypisiert werden. Dafiir wurden ihnen Ohrstanzen entnommen, aus welchen DNA
isoliert wurde. Diese wurde darauthin mit der Genotypisierungs-PCR untersucht. Die
Proben, die Amplifikationsprodukte zeigten, wurden anschlieBend in der
Fragmentldngenanalyse auf ihre CAG-Wiederholungsanzahl analysiert. Die Kohorte
bestand aus 39 Jungtieren, deren Genotypen wie in Tabelle 3.12 zu erkennen verteilt
lagen. Ebenfalls ist dort fiir die bestdtigten hemizygoten Y AC84Q-Maiuse die Anzahl der
mutanten CAG-Wiederholungen abzulesen. Anstatt der urspriinglich anzunehmenden 84
CAG-Wiederholungen wiesen alle Tiere zwischen 72-75 Wiederholungen auf. Bei zwei
Jungmdusen wurde die Fragmentldngenanalyse nicht mehr durchgefiihrt, da sie

(wahrscheinlich aufgrund eines Ileus oder einer Darmischidmie) bereits vor dem
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eigentlichen Versuch, wihrend die Genotypisierung durchgefiihrt wurden, verstorben
waren.

Tabelle 3.11 Ergebnisse der Genotypisierung in Studie 2

Maus CAG-Wdh.- Maus CAG-Wdh.-
Nummer | Genotyp anzahl Nummer | Genotyp anzahl
1 WT/YACS84Q | 73+74 21 WT/YACS84Q | 73+74
2 WT/WT 22 WT/WT

3 WT/WT 23 WT/WT

4 WT/YAC84Q | 73+74 24 WT/WT

5 WT/YAC84Q | 73-75 25 WT/YAC84Q | -

6 WT/YAC84Q | 73+74 26 WT/WT

7 WT/WT 27 WT/WT

8 WT/WT 28 WT/YAC84Q | 73+74
9 WT/YACB4Q | 73-75 29 WT/WT

10 WT/YAC84Q | - 30 WT/WT

11 WT/WT 31 WT/WT

12 WT/YAC84Q | 72-74 32 WT/YAC84Q | 73-75
13 WT/WT 33 WT/WT

14 WT/WT 34 WT/YAC84Q | 73+74
15 WT/YAC84Q | 72-75 35 WT/YAC84Q | 71-74
16 WT/WT 36 WT/WT

17 WT/WT 37 WT/YAC84Q | 73+74
18 WT/YAC84Q | 73+74 38 WT/YAC84Q | 73+74
19 WT/YAC84Q | 73+74 39 WT/WT

20 WT/YACB4Q | 72-74

3.3.2.5 Aufbau der Studie 2

Bei der Planung des Versuches wurde eine optimale Verteilung der Versuchstiere auf die
unterschiedlichen Versuchsgruppen festgelegt, welche in Tabelle 3.13 zu erkennen ist.
Dabei sollten je ASO und Konzentration 6 Jungtiere vom hemizygoten Genotyp
verwendet werden. Als Konzentrationen wurden 30 pg und 60 pg gewdhlt. Die
Verteilung auf die Geschlechter sollte jeweils drei zu drei betragen, um
geschlechtsabhédngige Unterschiede auszugleichen. Die hochste Konzentration jeder
ASO sollte zusitzlich den rein wildtypischen Tieren verabreicht werden. AuBerdem
sollten als Kontrollgruppe 6 heterozygote und 6 wildtypische Tiere unbehandelt
beobachtet und den postoperativen Analysen unterzogen werden. In der Realitédt sind
leider Probleme bei der Zucht entstanden, sodass eine grofe Anzahl der Jungstiere

entweder schon vor Versuchseintritt oder unter der Narkose verstorben sind. Insgesamt
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wurden dadurch deutlich weniger Tiere behandelt als geplant, vor allem das
Geschlechterverhiltnis war ungleich, da insgesamt 10 Weibchen und nur 5 Méannchen zur
Verfligung standen. Es wurden groBtenteils YAC84Q/WT Maéuse behandelt und jeweils
nur eine wildtypische Maus mit der hochsten Konzentration je ASO. Da die Verluste so
hoch, die Kohorte jedoch so klein war, blieb am Ende nur ein YAC84Q-Tier als
unbehandelte Kontrolle iibrig. Als eine explorative Zwischenanalyse des Effektes der
mutASO auf die Proteinexpression keinen Einfluss zu haben schien, wurde die Studie
vorzeitig beendet. Letztlich ergab sich die in Tabelle 3.14 gezeigte Verteilung der Tiere
fiir Studie 2.

Tabelle 3.12 Ubersicht der optimalen Aufieilung der Versuchstiere in Studie 2

ASO Genotyp Konzentration | N Tiere |2 | @ | Alterin
in pg Wochen
WT-ASO YAC84Q/WT | 30 6 3 3 8
YAC84Q/WT | 60 6 3 3 8
WT 60 6 3 3 8
Mut-ASO YAC84Q/WT | 30 6 3 3 8
YAC84Q/WT | 60 6 3 3 8
WT 60 6 3 3 8
Unbehandelt | YAC84Q/WT 6 3 3
WT 6 3 3
Gesamt 48 24 |24
Tabelle 3.13 Ubersicht der verwendeten Tiere in Studie 2
ASO Genotyp Konz. | N 4 | Q |Alterin | Vorzeitig
in pg Tiere Wochen | verstorbene
Tiere
WT- YAC84Q/WT | 30 3 1 2 10-11 -
ASO
YAC84Q/WT | 60 3 1 2 10-11 2
WT 60 1 1 10-11 1
Mut- YAC84Q/WT | 30 3 3 10-11 1
ASO
YAC84Q/WT | 60 3 1 2 10-11 3
WT 60 1 1 10-11 0
Unbeha | YAC84Q/WT 1 1
ndelt
Gesamt 15 5 10 7

-127 -



Ergebnisse

Im Folgenden sollen die verschiedenen Aspekte und Beobachtungen der Studie dargelegt

werden.

3.3.2.6 Durchschnittlicher Gewichtsverlauf nach Geschlecht in Studie 2

Wie auch in Studie 1 wurde das Gewicht der Tiere iiber den Verlauf des Versuches
wochentlich erhoben, da das Gewicht ein Indikator des Fressverhaltens und damit des
Wohlbefindens und Allgemeinzustandes der Méuse war. Die Tiere befanden sich noch
im  Wachstum. Daher nahm auch ihr Gewicht kontinuierlich zu. Die
Gewichtsentwicklung der verschiedenen Gruppen aufgeschliisselt nach Genotyp und

Geschlecht ist in Abbildung 3.33 zu erkennen.

Wiegeverlauf-gesamt

(Injektionen)

307 —- WT-Mannlich

o5 = WT-Weiblich
Z’ -+ YAC-Mannlich
£ 207 YAC-Weiblich
§ 15—“

Alter in Wochen

Abbildung 3.33 Gewichtsverlauf der Versuchstiere in Studie 2

Auf der x-Achse ist das Alter in Wochen angegeben. Die y-Achse bildet das Gewicht in g ab. Es
wurde nach Geschlecht und Genotyp unterschieden, jedoch nicht nach der Behandlungsgruppe.
Die Zeit hatte einen hochsignifikanten Effekt auf das Gewicht in allen vier Gruppen
(p<0,0001****). Zwischen der Gewichtsentwicklung der wildtypischen Mdnnchen (n=8) und der
YAC840-Mdnnchen (n=6) bestand kein signifikanter Unterschied. Zwischen den beiden
weiblichen Gruppen (YAC84Q n=9 und WT n=10) ergab sich eine leichte Signifikanz von
p=0,0482%* Zwischen den wildtypischen Mdnnchen und Weibchen zeigte das Geschlecht einen
hochsignifikanten Einfluss (p<<0,0001****), wie auch zwischen den YAC84Q-Mdnnchen und
Weibchen (p=0,0005**%*).
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In dieser Gewichtsbetrachtung wurde noch nicht nach der Behandlungsgruppe
unterschieden, da es um die longitudinale Entwicklung des Gewichts vor allem in der Zeit
vor den Injektionen ging. Ein Einfluss der Behandlungen auf das Gewicht wurde in
Folgeanalysen untersucht. Fiir die statistische Analyse wurde eine Mixed-Effects Analyse
gerechnet, da einige der Versuchstiere vor Versuchsende verstarben und daher einige
Werte fehlten. Es konnte von einer Normalverteilung der Daten ausgegangen werden.
Der Einfluss der Zeit auf das Gewicht war in allen vier Gruppen hochsignifikant
(p<0,0001****) Zwischen den méannlichen WT/YAC84Q-Méusen (n=6) und den
ménnlichen wildtypischen Tieren (n=8) gab es keinen Unterschied in der
Gewichtsentwicklung. Zwischen den beiden weiblichen Gruppen (9 YAC84Q-Tiere bzw.
10 WT-Tiere) war der Unterschied dagegen leichtsignifikant (p=0,0482%*), wobei das
Gewicht der WT/YAC84Q-Weibchen geringer ausfiel. Im Vergleich des Gewichts der

wildtypischen Minnchen und Weibchen fiel ein signifikanter Unterschied auf
(p<0,0001%****) ebenso zwischen den weiblichen und ménnlichen YAC84Q-Miusen

(p=0,0005%**),

3.3.2.7 Postoperative Beobachtungen

Nach Durchfiihrung der Injektionen wurden die Miuse engmaschig beobachtet. Dabei
wurde der Gewichtsverlauf in den ersten drei Tagen sowie dem 7. postoperativen Tag
erhoben und ihre Korperpflege und Sozialverhalten festgehalten. Ebenso wurde die
Wundheilung erfasst. Dabei wurde nach dem Scoresheet im Anhang in Tabelle B
vorgegangen. Die verschiedenen Aspekte der Nachbeobachtung sollen im Folgenden

nédher dargelegt werden.

3.3.2.7.1 Toxizitdt und Uberleben in Studie 2

In Studie 2 ergaben sich einige Komplikationen hinsichtlich der Vertraglichkeit der ASO-
Behandlungen. Bereits wihrend der Narkose gab es einige Probleme, da 4 der Tiere (ein
WT-Tier und drei WT/YAC84Q-Tiere) diese schlecht vertrugen sowie drei Tiere (ein
WT-Tier und zwei WT/Y AC84Q-Tiere) darunter verstarben. Diese Beobachtung kam fiir
alle Genotypen und in den verschiedenen Behandlungsgruppen vor, schien also
unabhéngig von der ASO bzw. Konzentration zu sein. Problematisch war zur Zeit des

Versuches, dass sich das europdische Tierschutzgesetzt gedndert hatte und die
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Tierhaltung begann immer voller zu werden, da keine Tiere mehr abgetdtet werden
durften. Aus diesem Grund wurden Tiere zwischen den Rdumen getauscht, sodass viel
mehr Tiere pro Raum vorhanden waren als vor dieser Anderung. Dadurch konnten
vermehrt Infektionen und das Versterben sonst gesunder Jungtiere beobachtet werden.
Dies hatte einen entscheidenden Einfluss auf die Studie. Die genauen Ursachen der
erhohten Mortalitdt lassen sich nicht eindeutig voneinander trennen. Bei einer
tierdrztlichen Untersuchung ergab sich, dass einige der Tiere an einem Ileus verstorben
waren, was sich auch bei unseren Préparationen der Versuchstiere, die unter Narkose oder
im Verlauf verstorben waren, gezeigt hatte.

Weiterhin ergaben sich Auffalligkeiten im Phénotyp, die auch im Score (siehe 3.3.2.7.4)
erfasst wurden. Da entsprechend der vorab durchgefiihrten Toxizitéitsstudie eine erhohte
Toxizitdt der mutASO zu erwarten war, sollte vor allem auf den Zustand derjenigen Tiere
geachtet werden, die die mutASO verabreicht bekamen. Die Erwartung bestitigte sich
auch hier. So traten unmittelbar nach den Injektionen eine verlédngerte Aufwachzeit sowie
Koordinationsschwierigkeiten auf. In den ersten Tagen nach den Injektionen zeigten sich
Auffilligkeiten im Hinblick auf die Korperhaltung und das Sozialverhalten. Diese
aggravierten jedoch besonders am 7. postoperativen Tag, wodurch sie in einigen Fillen
zur Euthanasie der Tiere fiihrten, damit diese nicht ldnger leiden mussten. Diese
Auffilligkeiten bestanden konkret in einer verdnderten, gekriimmten Haltung,
Angstlichkeit und Unruhe, vermehrtem Springen oder einem Tremor. Es handelte sich
also um neurologische Auffilligkeiten. Die Operationswunden verheilten in allen
Gruppen ohne groflere Besonderheiten.

Ein weiterer Toxizititsindikator war das postoperative Uberleben. Die Mortalitiit war
besonders hoch in den Gruppen der mutASO (eins von zwei Tieren der Gruppe mit 30 ug
und drei der drei Tiere in der Gruppe mit 60 pg). Das wildtypische Tier, welches 60 pg
der mutASO erhalten hatte, schien diese zu vertragen und wurde zum urspriinglich
vorgesehenen Zeitpunkt 4 Wochen nach der Injektion euthanasiert und prapariert. In der
30 pg Gruppe der wtASO gab es keine verstorbenen Tiere bei insgesamt drei behandelten
Tieren. Dies deutete auf eine gute Vertraglichkeit hin. In der 60 pug Gruppe der wtASO
starb zwar eines der beiden operierten transgenen Tiere, nach Priparation dessen zeigte
sich allerdings auch ein schwarzer Darm, was auf eine intestinale Ischdmie hindeutete,

eine Erkrankung, die letal verlaufen kann. Ein dhnlicher Befund zeigte sich leider auch
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bei einigen der Tiere aus den mutASO Behandlungsgruppen. Daher ist unklar, ob die
Todesursache in einer Toxizitit der ASO begriindet liegt oder ob es eventuell andere z.B.

intestinale Ursachen gab. Eine Ubersicht dieser Ergebnisse ist in Tabelle 3.15 zu finden.

Tabelle 3.14 Toxizititsaspekte der ASOs in Studie 2

Auffilligkeiten Mortalitiit
ASO | Konzent | N Narkose Phdnotyp Im Ges.
ration Tiere Tage 1-3 Tag 7 I;erla
u
wT 30 ug 3 1x leichte 0 0
ASO Schnappatmu
ng

60 ug 3 Ix nicht aus | 1x bucklige 1 2
Narkose Haltung und
erwacht koordinatorische

Auffilligkeiten
wrTr 1 Nicht aus 0 1
Narkose
erwacht
Mut 30 ug 3 1x nur unilat. 1x 1 1
ASO Injektion neurolog. | (Eutha
moglich auffillig | nasie)

60 ug 4 1x Narkose 1x mehr 3x 3 4
schlecht Springen neurolog. | (Eutha
vertragen, 1x auffillig nasie)
unter
Narkose
verstorben

wT 1 Narkose 0
schlecht
vertragen

3.3.2.7.2 Postoperativer Gewichtsverlauf in Studie 2

Bei Betrachtung des postoperativen Gewichtsverlaufes der WT/YAC84Q-Méuse,
aufgeschliisselt nach den vier verschiedenen Behandlungsgruppen, lieB sich in den 3
Tagen nach der Operation bereits im Mittel ein eindeutiger Gewichtsverlust erkennen.
Auch bis 7 Tage postoperativ konnte das Ausgangsgewicht nicht erreicht werden. Im
Verlauf bis eine Woche postoperativ waren die Gruppen der wtASO (drei Tiere mit 30
pg und zwei Tiere mit 60 pg) konstant im Gewicht, nahmen allerdings nicht wieder zu,
wie zu erwarten gewesen wére. Die Gruppen mit Injektion der mutASO (drei Tiere mit

30 pg und 6 Tiere mit 60 pg) nahmen sogar weiter an Gewicht ab. Die jeweiligen
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Gewichtsverldufe sind in Abbildung 3.34 zu erkennen. Statistisch wurden die Daten
mittels Mixed-Effects Analyse untersucht. In der statistischen Untersuchung auf
Normalverteilung war diese nicht sicher festzustellen, sie konnte jedoch graphisch
angenommen werden. Die Zeit zeigte einen leichtsignifikanten Einfluss auf das Gewicht
(p=0,0368*). AuBerdem konnte ein hochsignifikanter Unterschied zwischen den
Versuchstieren im Gewichtsverlauf (p<0,0001****) festgestellt werden. Der Effekt
schien unabhidngig von der Behandlungsgruppe zu sein, welche keinen statistisch
signifikanten Einfluss zeigte. Es ist jedoch auch zu beachten, dass die Streuung der Werte
innerhalb der Versuchsgruppen sehr stark war, wie am Standardfehler zu erkennen ist. So
gab es Miuse, die ihr Gewicht stabil bis Tag 7 halten konnten, wéhrend andere sehr
massiv an Gewicht verloren hatten. Die Daten sind also nur schwer zu verallgemeinern
und vorsichtig zu interpretieren. Insgesamt deutet die Gewichtsentwicklung vor allem in
der mutASO Gruppe auf eine schlechte Vertrdglichkeit hin und bestitigt damit die

weiteren Erkenntnisse zur Toxizitat dieser ASO.
Gewichtsverlauf Post-OP
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\ -~ MUT ASO 60 pg

N N
N A
1
H—
L.

;5

N

Gewichting
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I ]
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Abbildung 3.34 Postoperative Gewichtsverldufe in Studie 2

Die x-Achse zeigt die Tage nach den Injektionen, die y-Achse spiegelt das Durchschnittsgewicht
je Gruppe in g dar. Am Tag nach der OP ldsst sich ein Gewichtsverlust in allen Gruppen
erkennen, welcher sich bis Tag 3 wieder etwas stabilisierte, jedoch in keiner Gruppe den
Ausgangswert erreichen konnte. Im Verlauf bis Tag 7 blieb das Gewicht in den beiden Gruppen,
die die wtASO (30 ug n=3 und 60 ug n=2) bekommen haben, konstant. In der mutASO Gruppe
(30 ug n=3 und 60 ug n=3) fiel das Gewicht sogar weiter. Dabei hatte die Zeit einen statistisch
signifikanten Effekt (p=0,0368%*). Auferdem stellte sich bei der ein hochsignifikanter Unterschied
des Gewichtsverlaufes zwischen den Tieren heraus (p<0,0001***%*),
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3.3.2.7.3 Prozentuale Gewichtsdnderungen in Studie 2

Um die interindividuellen Unterschiede im absoluten Gewicht (beispielsweise dadurch
bedingt, dass Ménnchen grundsitzlich schwerer sind als Weibchen) auszugleichen,
wurden die relativen Gewichtsverdnderungen betrachtet. Dafiir wurde die
Gewichtsdanderung in prozentuale Relation zum Ausgangsgewicht am OP-Tag gesetzt.

Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.35 zu erkennen.

Prozentuale Gewichtsanderung

-
o
]

WT ASO 30 ug

. . mm WT ASO 60 ug
1 !?! &
d B3 BRI ! MUT ASO 30 g

B MUT ASO 60 ug

o

-10-

-20-

-30- .

-40 T T T T
1 2 3 7

Tage Post OP

Prozentuale Gewichtsabnahme zu Tag 0

Abbildung 3.35 Prozentuale Gewichtsverdnderungen in Studie 2

Auf der x-Achse sind die postoperativen Tage aufgetragen, an denen das Gewicht erhoben wurde.
Die y-Achse zeigt die prozentuale Gewichtsverdnderung in Bezug auf das Gewicht vor der
Injektion, also zu Tag 0 in Prozent an. Es wurde nach ASOs und Konzentrationen unterschieden.
Auch hier zeigte sich die anfdngliche Gewichtsabnahme um ca. 5-8 Prozent je nach Gruppe, die
sich am 2. und 3. postoperativen Tag langsam zuriickbildete. An Tag 7 jedoch hatten alle Gruppen
bis auf die Gruppe der wtASO (30 ug n=3 und 60 ug n=2) mit 30 ug prozentual gesehen wieder
abgenommen. Vor allem die beiden Gruppen in Behandlung mit der mutASO (30 ug n=3, 60 ug
n=3) haben prozentual gesehen massiv an Gewicht (im Schnitt bis zu 12 bzw. 24%) verloren.

Auch hier zeigte sich eine anfangliche Gewichtsreduktion in allen vier Gruppen am Tag
nach der Operation. Diese bildete sich langsam zuriick, das Gewicht erreichte aber auch
an Tag 3 in keiner der Gruppen seinen Ausgangswert. In der Gruppe mit 30 pg der wtASO
blieb das Gewicht prozentual gesehen stabil bis zum 7. Tag, in den anderen drei Gruppen
nahm es sogar wieder ab. Besonders massiv fiel diese Abnahme in den Gruppen aus, die
mit der mutASO behandelt wurden. In der 60 pg Gruppe erreichte die prozentuale

Gewichtsabnahme im Mittel sogar fast 25%. Jedoch ist auch bei dieser Betrachtung die
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grofle Streuung der Werte vor allem am 7. postoperativen Tag zu beachten. Bei der
statistischen Betrachtung mittels Mixed-Effects Analyse zeigte sich kein signifikanter
Einfluss einer der Variablen. Die Normalverteilung der Daten konnte nach graphischer
Betrachtung  angenommen  werden. Insgesamt  bestitigt die  prozentuale
Gewichtsverdanderung die Beobachtung der absoluten Gewichtsentwicklung, dass vor

allem die mutASO eine hohere Toxizitit zu besitzen scheint.

3.3.2.7.4 Punktzahl in der postoperativen Nachsorge in Studie 2

Zusitzlich zum Gewicht wurden auch die anderen Aspekte des Scoresheets erhoben, um
den postoperativen Score zu bilden (siche Anhang Tabelle B). Je niedriger der Score
ausfiel, desto besser war der beobachtete Zustand des Tieres. Die zugehorigen Ergebnisse
sind in Abbildung 3.36 zu erkennen.

Insgesamt lie3 sich eine riicklaufige Entwicklung des Scores am 2. und 3. Tag im
Vergleich zum 1. postoperativen Tag erkennen. Der Score fiel von anfanglich hoheren
Werten wieder auf einen niedrigeren Wert und entsprach der Erholung der Tiere von den
Behandlungen. Diese Erholung fiel in der 60 pg Gruppe der mutASO im Vergleich zu
den anderen Gruppen auffillig gering aus. Am 7. Tag stieg die Punktzahl des Scores in
allen Versuchsgruppen wieder an. Massiv fiel diese Zunahme vor allem in den mutASO
Gruppen aus, was fiir einen schlechteren Zustand der Méuse sprach. Da auch das Gewicht
ein Kriterium des Scores war, passen die Ergebnisse zu denen der postoperativen
Gewichtsentwicklung der Kapitel 3.3.2.7.2 und 3.3.2.7.3. Aullerdem bedeutete ein Score
von >10 den humanen Endpunkt, sodass das Tier von seinem Leiden erlost wurde.
Insofern spiegeln vor allem die hohen Score-Werte in der 60 pg Gruppe der mutASO die
hohe Mortalitétsrate in dieser Gruppe wider. Statistisch wurden die Score-Werte mittels
Mixed-Effects Analyse untersucht, da nach der graphischen Betrachtung eine
Normalverteilung der Werte angenommen werden konnte. Es ergab sich ein leicht
signifikanter FEinfluss der Zeit auf den Wert des Scores (p=0,0352*). Die
Behandlungsgruppe schien keinen statistisch signifikanten Unterschied auszumachen. Es
bestand lediglich eine signifikante Abhdngigkeit der Werte vom jeweiligen Versuchstier
(p=0,0046%*%*).
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SCORE Post-OP
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Abbildung 3.36 Ergebnisse des postoperativen Scores in Studie 2

Auf der x-Achse sind die Tage nach den Injektionen aufgetragen. Die y-Achse zeigt den
durchschnittlichen Score je Gruppe je Tag. Es wurde nach ASOs und Konzentrationen
unterschieden. Der Score setzt sich wie im Anhang in Tabelle B beschrieben zusammen.
Insgesamt liefs sich eine Reduktion des Scores an Tag 2 und 3 erkennen, nachdem er an Tag 1 in
allen Gruppen um die 5 lag (Fiir die wt ASO 30 ug n=2 und 60 ug n=3 und fiir die mutASO 30
ug n=3 und 60 ug n=0). In der 60 ug Gruppe der mutASO blieb er jedoch insgesamt hoher als
in den anderen Gruppen. An Tag 7 stieg der Score wieder in allen Versuchsgruppen. Besonders
massiv war dieser Anstieg in den beiden Gruppen, die die mutASO erhalten hatten. Es zeigte sich
ein signifikanter Einfluss der Zeit auf die Ergebnisse (p=0,0352%) sowie ein statistisch
signifikanter Einfluss des Versuchstieres auf die Ergebnisse (p=0,0046*%).

3.3.2.7.5 Wirehang-Test in Studie 2

Der Wirehang-Test wurde am 1. bzw. 7. postoperativen Tag durchgefiihrt, um die Méuse
auf potenzielle neurologische Defizite zu untersuchen. Wurde der Test am 1. Tag
postoperativ vorzeitig abgebrochen (300 Sekunden nicht erreicht), wurde er am 2. Tag
wiederholt. Die dort erreichte Zeit wurde dann fiir den ersten Tag eingetragen, falls die
Maus am ersten Tag offensichtlich aus mangelnder Motivation und nicht aus
koordinatorischen Schwierigkeiten den Test vorzeitig beendet hatte, da die Werte nur so
statistisch ~ sinnvoll —ausgewertet werden konnten. Graphisch konnte eine
Normalverteilung der Werte angenommen werden, daher wurden die Daten mittels

TwoWay ANOVA untersucht.
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Wirehang Post-OP
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Abbildung 3.37 Ergebnisse des Wirehang-Tests in Studie 2

In der Abbildung erkennt man die Ergebnisse des Wirehang-Tests aufgeschliisselt nach
Behandlungsgruppen, die in der Legende zu erkennen sind. Auf der y-Achse ist die Zeit
in Sekunden aufgetragen, die die Tiere durchgdngig hangelten. Die maximal erreichbare
Zeit betrug 300 s. Auf der x-Achse sind die beiden Zeitpunkte des Tests, 1 bzw. 7 Tage
nach den Injektionen aufgetragen. Es wurde nach ASOs und Konzentrationen unterschieden.

Am ersten Zeitpunkt erreichten beinahe alle Gruppen die Maximalzeit oder eine Zeit nahe
dieser. Am zweiten Zeitpunkt dagegen konnte nur die 30 ug Gruppe der wtASO (n=3) die
volle Zeit erreichen. Die Hangeldauer der 30 ug Gruppe der mut ASO (n=3) nahm leicht
ab. Die Zeiten der 60 ug wtASO Gruppe (n=2) fielen am 7. Tag. Besonders auffallend ist
der Wert der mutASO 60 ug Gruppe (n=3), in der zwei Tiere gar nicht hangeln konnten.
Der statistische Vergleich der beiden Zeitpunkte ergibt fiir die 60 ug Gruppe der mutASO
einen p-Wert von 0,0155*.

Die Zeiten, die die Méuse jeweils durchgéngig durchgehalten haben, sind in Abbildung
3.37 nach Behandlungsgruppen sortiert zu erkennen. Dabei féllt auf, dass am ersten
postoperativen Tag alle Gruppen durchschnittlich sehr gute Werte erzielen konnten.
Lediglich eine Maus der 30 pg Gruppe der wtASO (n=3) lieB sich direkt fallen, erreichte
also nur ein paar Sekunden. Jedoch konnte sie am 2. Tag die maximal mogliche Zeit von
300 s erreichen. Es lag also wohl kein neurologisches Defizit vor, sondern nur mangelnde
Motivation, weshalb der Wert fiir den ersten Tag eingetragen und ausgewertet wurde. Am
7. Tag dagegen fiel das Ergebnis in den beiden 60 pg Gruppen sowohl im Vergleich zu
den Ergebnissen des Tests am ersten postoperativen Tag als auch im Vergleich zu den
jeweiligen 30 pg Gruppen deutlich schlechter aus. In der 30 pg Gruppe der mut ASO

(n=3) erreichten zwei Méuse die volle Punktzahl, jedoch konnte eine der Mduse den Test
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koordinatorisch gar nicht absolvieren. Der Unterschied der Hangeldauer zwischen den
beiden Zeitpunkten fiir die mutASO 60 ng (n=3) erreichte eine statistische Signifikanz
von p=0,0155*. Am 7. Tag zeigte sich ein graphischer Unterschied zwischen den
Hangeldauern der 30 pg und der 60 pg Gruppe fiir beide ASOs. Dieser erreichte jedoch
weder fiir die mutASO noch fiir die wtASO statistische Signifikanz. Ferner bestand der
Unterschied zwischen den Konzentrationen am ersten Tag nach den Injektionen noch
nicht. Die Leistung in der Gruppe der mutASO dauerte am 7. Tag im Durchschnitt nicht
einmal eine Minute. Bei Beobachtung der Tiere im Test fiel auch auf, dass sie sich
diesmal nicht absichtlich fallen lielen, sondern entweder koordinatorisch oder durch
mangelnde Kraft nicht in der Lage waren, zu hangeln. Dies wies auf ein akut motorisch-

koordinatorisches Defizit hin.

3.3.2.7.6 Ergebnisse des Beam-Walks

Beim Beam-Walk wurden die Miuse von einer Kamera gefilmt, wihrend sie einen
Holzstab iiberquerten. Anschlieend konnten die Pfoten sowie der Schwanz mittels eines
Kiinstliche Intelligenz (KI) gestiitzten Ansatzes aufgezeichnet und verfolgt werden. Dies
ermoglichte eine objektivierte Analyse des Gangbildes, basierend auf der Rhythmik des
Bewegungsablaufes. Diese wird im Versuch als Rhaythmicity of Gait (ROG) bezeichnet
und wurde durch die KI als Zahlenwert ausgedriickt. Je hoher dieser Zahlenwert ausfiel,
desto fliissiger und gleichméBiger war das Gangbild. Umgekehrt sprach ein niedrigerer
ROG fiir ein ataktischeres Gangbild mit Abrutschen der Pfoten (Lang et al., 2020). Leider
gab es innerhalb des Instituts, welches die Methode entwickelt hatte, einige personelle
Anderungen, sodass nur ein Teil der Daten ausgewertet werden konnte. Diese werden
hier exemplarisch dargestellt.

Einerseits wurde das Gangbild im Alter von 6-7 Wochen zwischen 7 WT/YAC84Q und
2 WT-Tieren verglichen, Weibchen und Ménnchen wurden gemeinsam analysiert. Dabei
zeigte sich eine bessere Rhythmik des Gangbildes fiir die wildtypischen Tiere, was in
Abbildung 3.38 zu erkennen ist. Die ausgewertete Stichprobe war jedoch sehr gering, so
konnte der Unterschied keine statistische Signifikanz in der Untersuchung mittels

ungepaarten T-Tests erreichen.

-137 -



Ergebnisse

Beam-Walk nach Genotyp
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Abbildung 3.38 Exemplarische Ergebnisse des Beam-Walks

Die Abbildung stellt die Ergebnisse der ROG (Rhythmicity of Gait) dar. Diese wurde mittels KI
aus den Videoaufnahmen der Gangsequenzen berechnet. Die ROG wird als Zahlenwert
ausgedriickt und ist auf der y-Achse aufgetragen. Die x-Achse bildet das Alter der Tiere in
Wochen ab. Es wurden YACS84Q und WT-Tiere verglichen. Der erkennbare Unterschied konnte
keine statistische Signifikanz erreichen.

Eine weitere Ubersicht in Abbildung 3.39 zeigt die erhobenen Daten im Alter von 6-7
bzw. 12-14 Wochen aufgeschliisselt nach Behandlungsgruppe und Genotyp. In den
Behandlungsgruppen hatte die Injektion im Alter von 10-12 Wochen stattgefunden, also
genau zwischen den beiden Beam-Walk-Analysen. Auch hier fiel die Stichprobengrofe
leider sehr gering aus. Es deuteten sich nur Unterschiede an. Die behandelten
WT/YAC84Q-Miduse verbesserten in allen drei Behandlungsgruppen ihr Gangbild.
Allerdings fand diese Verbesserung sowohl in der Behandlungsgruppe der mutASO als
auch der wtASO statt. Dies konnte auch fiir einen Lerneffekt durch die Wiederholung des
Tests sprechen. Die unbehandelte WT/YAC84Q-Maus dagegen verschlechterte ihr
Gangbild innerhalb der 4 Wochen. Ebenso wurden die Werte der mit der mutASO
behandelten und der unbehandelten WT-Maus schlechter. Es fallt auf, dass die absoluten
ROG-Werte der wildtypischen Tiere hoher und damit besser als die der WT/YAC84Q-
Maiuse ausfallen. Aufgrund der niedrigen Stichprobenzahl ist es jedoch schwierig,

allgemeine Schliisse aus den gezeigten Daten zu ziehen.
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Ergebnisse des Beam-Walkes
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Abbildung 3.39 Ergebnisse des Beam-Walks vor und nach Behandlung

Die ROG ist auf der y-Achse aufgetragen, der Zeitpunkt in Bezug auf die Behandlungen ist auf
der x-Achse abgebildet. Es wurden die verschiedenen Behandlungsgruppen der Mduse sowie eine
unbehandelte YAC84Q- und eine unbehandelte WT-Maus verglichen. Alle behandelten YAC-
Maduse konnten ihre ROG-Werte in der zweiten Messung verbessern. Die behandelte und die
unbehandelte wildtypische Maus verschlechterten sich zum zweiten Zeitpunkt. Ebenso die
unbehandelte YAC84O-Maus. Auffillig ist, dass die absoluten Werte der WT-Tiere insgesamt
hoher ausfallen als diejenigen der YAC-840-Mduse.

3.3.2.8 Ergebnisse der Priaparation in Studie 2

Im Alter von 14-16 Wochen, 4 Wochen nach den Injektionen wurden das Gehirn sowie
Leber und Niere als zentrale Stoffwechselorgane der Versuchstiere prapariert. Auflerdem
wurde Blut und CSF abgenommen. Ebenso wurden alle Tiere préipariert, die vorzeitig
unter der Narkose verstarben oder aufgrund ihres schlechten Zustandes euthanasiert
wurden (siehe Scoresheet Anhang Tabelle B), um eventuelle Ursachen dafiir
festzustellen. Bei einem Grofiteil der vorzeitig verstorbenen Tiere fiel eine starke
Schwarzfarbung des Darmes auf, was mit einer Darmischdmie vereinbar wére. Ebenso
hiufig waren dilatierte Darmschlingen vor einem stenotischen Abschnitt zu finden, was
dem Bild eines Ileus entsprach. Beide Krankheitsbilder - Ileus und Darmischidmie -
konnen auch miteinander in Zusammenhang stehen und letal verlaufen. Diese
Krankheitsbilder sind daher in Bezug auf die Todesursache schwer von einer letal
verlaufenden Neurotoxizitit der ASOs zu trennen. Die Gehirne der Méuse sahen bei allen

Tieren unauffillig aus, ebenso wie Leber und Niere. Auch an den weiteren Organen wie
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Herz und Lunge konnten keine Auffilligkeiten festgestellt werden. Die Beobachtungen
wiahrend der Priparationen sortiert nach Behandlungsgruppen sind in Tabelle 3.17

zusammengefasst.

Tabelle 3.15 Beobachtungen der Priparationen in Studie 2

ASO | Genotyp | Konz. | n Tiere | Alter | Priip. 4 Auffilligkeiten
in pg in Wo | Wo nach
Injektion
WT- | YAC84Q/ | 30 3 10-11 |3
ASO | WT
YAC84Q/ | 60 3 10-11 |1
WT
WT 60 1 10-11 | O Darm und Magen
uiberblaht, Stenotisches
Segment V.a. lleus
Mut- | YAC84Q/ | 30 3 10-11 |2 Vorzeitig verstorbene
ASO | WT Maus schwarzer Darm
Infarzierung/ Ileus?
YAC84Q/ | 60 4 10-11 | 2 vorzeitig | Vorzeitig verstorbene
WT nach 8 Tiere: Darm und Magen
Tagen uberbldht, Stenotisches
Segment V.a. Ileus
WT 60 1 10-11 |1
Unbeh | YACB4Q/ 1 1
andelt | WT
Ges. 15

3.3.2.9 Ergebnisse des Western Blots aus dem Cerebellum

Nach Préparation der Gehirne der Versuchstiere (drei YAC84Q-Tiere mit 30 pug wtASO,
zwel YAC84Q-Tiere mit 30 pg mutASO) sowie der Kontrollen (ein unbehandeltes
wildtypisches Tier, ein unbehandeltes Y AC84Q-Tier) sollten zuerst die Proteine aus dem
Cerebellum isoliert werden, um die Expressionslevel des humanen mutanten ATXN3 zu
bestimmen. Ebenso wurde das wildtypische humane ATXN3 (sollte sowohl in der
YAC84Q-Maus als auch in der wildtypischen Maus negativ sein), sowie das endogene,
also das murine Atxn3 bestimmt. Dies wurde im Western Blot mit Normalisierung auf
Vinculin durchgefiihrt und quantifiziert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.40 zu finden.
Es ist zu sehen, dass sowohl bei der WT/YAC84Q-Kontrollmaus als auch bei allen der
behandelten WT/YAC84Q-Méiuse eine deutliche Bande fiir mutantes humATXN3
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erkennbar war. Diese scheint auf den ersten Blick fiir alle Versuchstiere gleich stark
ausgeprégt. Fiir die wildtypische Kontrollmaus in der Spalte ganz links (diese ist in der
Abbildung falschlicherweise als YAC#32 beschriftet) ist keine Bande fiir das mutante
humane ATXN3 entstanden. Es zeigt sich aulerdem, dass das endogene murine Ataxin-
3 in allen Tieren exprimiert war, was an der schwachen Bande auf Hohe von 37 kDa
nachzuvollziehen ist. Bei 40-43 kDa, wo das wildtypische humane ATXN3 zu erwarten
wire, findet sich fiir keine der Méuse eine Bande. Die humane PatientInnenkontrolle
dagegen weist Banden sowohl flir das wildtypische als auch das mutante ATXN3 auf.

In der Quantifizierung bestétigten sich die visuellen Ergebnisse des Western Blots. Zuerst
wurden die Expressionswerte des mutATXN3 auf Vinculin und die unbehandelte
WT/YAC84Q-Maus normalisiert. Dabei konnte festgestellt werden, dass die Werte
zwischen den Tieren leicht schwankten, jedoch kein eindeutiger Unterschied bedingt
durch die Behandlungsgruppe zu erkennen war. Die Expressionslevel des mutanten
ATXN3 fallen in der Behandlungsgruppe der mutASO sogar hoher aus als in der
unbehandelten Maus und der Gruppe der wtASO. Die Expressionslevel des endogenen
Atxn3 wiesen normalisiert auf Vinculin und die unbehandelte Maus zwar grof3e
interindividuelle Unterschiede auf, konnten jedoch auch keinem Trend zugeordnet
werden. In beiden Behandlungsgruppen gab es einzelne Méause, die eine dhnliche oder
eine erhohte Expression des humATXN3 gegeniiber der unbehandelten WT/Y AC84Q-
Maus aufwiesen. Die Expression des mutanten ATXN3 wurde ebenfalls auf das endogene
Atxn3 und die unbehandelte Maus normalisiert. Auch hier lag eine breite Streuung der
Werte vor, jedoch ohne erkennbaren Unterschied zwischen den Behandlungsgruppen. Es
lasst sich diskutieren, ob man andere Ergebnisse in der Behandlungsgruppe der mutASO
mit 60 pg erwarten konnte. Da sich diese Konzentration jedoch wéhrend des Versuchs
als stark toxisch erwiesen hatte, wurde der Versuch zum Schutze der Tiere vorzeitig
beendet. Bei der Entscheidung wurde auch berticksichtigt, dass unter 30 ug der mutASO
kein Therapieeffekt im Western Blot vorzufinden war. Dadurch wurden weniger Tiere
behandelt und die Expressionsanalysen der RNA des Ataxin-3 wurde auch nicht mehr

durchgefiihrt.
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Abbildung 3.40 Ergebnisse des Western Blots aus dem Cerebellum

In der Abbildung werden die Ergebnisse des Western Blots der Proteinproben aus dem
Cerebellum dargestellt. (A) Im oberen Bereich erkennt man, dass alle Proben eine Bande fiir die
Vinculin-Ladekontrolle aufwiesen. In der rechten Spalte wurde zur Kontrolle zusdtzlich eine
humane PatientInnenprobe mitlaufen gelassen. Diese wies Banden fiir das mutante sowie fiir das
wildtypische ATXN3 auf. Die wildtypische Kontrollmaus (linke Spalte filschlich als YAC#32
bezeichnet) hatte nur eine Bande fiir endogenes Atxn3. Die WT/YAC84Q-Kontrollmaus sowie die
behandelten WT/YAC84Q-Tiere zeigten Banden fiir das endogene Atxn3 und das humane mutante
ATXNS3.

Im unteren Bereich der Abbildung sind die Ergebnisse der Quantifizierung zu erkennen. (B) Links
sind die Expressionswerte des mutATXN3 normalisiert auf Vinculin und die unbehandelte
WT/YAC84Q-Maus dargestellt. Es zeigte sich, dass die Werte zwischen den Tieren leicht
schwanken, es lief8 sich jedoch kein Trend erkennen, zumal die Expressionslevel in der
Behandlungsgruppe der mutASO héher ausfielen, also in der unbehandelten Maus und der
Gruppe der wtASO. (C) Die Expressionslevel des endogenen Atxn3 wiesen normalisiert auf
Vinculin und die unbehandelte Maus keinen eindeutigen Trend auf. Es gab in beiden
Behandlungsgruppen Tiere, die eine dhnliche oder eine erhohte Expression im Vergleich zur
unbehandelten WI/YAC840O-Maus aufwiesen. (D) Letztlich wurde die Expression des mutanten
ATXN3 normalisiert auf das endogene Atxn3 und die unbehandelte Maus bestimmt. Auch hier lag
eine breite Streuung der Werte vor, es lief3 sich jedoch kein Trend bzw. Unterschied zwischen den
Behandlungsgruppen feststellen.
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3.3.2.10 Zusammenfassung Studie 2

Tabelle 3.16 Ubersicht der Ergebnisse Studie 2

ASO Toxizitat Phinotyp Gewicht Priparation | Regulation
ATXN3-
Protein
wtASO 3 Tiere 1 Maus Abnahme 1 Tier unter Kontroll-
gestorben, | neurologisch nach OP, Narkose V.a. gruppe
2 unter auffillig Erholung bis Ileus
Narkose 7. Tag
mutASO | 5 Tiere 4 Miuse Abnahme 3 Tiere V.a. Im
gestorben, | neurologisch nach OP, Darm- Cerebellum
1 unter auffallig leichte Ischdamie/ keine
Narkose Erholung, Ileus erkennbare
massive Reduktion
Abnahme
bis 7. Tag

In Tabelle 3.18 sind die Ergebnisse der Studie 2 zu den Allel-spezifischen ASOs in einer
Ubersicht mit Fokus auf der Toxizitit, dem Gewicht, dem Phiinotyp sowie der Regulation
des ATXN3-Proteins dargestellt. In dicker Schrift sind die besonders relevanten
Ergebnisse hervorgehoben. Es zeigt sich, dass in den Behandlungsgruppen mit der
wtASO zwar 3 Tiere verstorben sind, davon 2 jedoch direkt unter der Narkose. Bei der
mutASO sind insgesamt 5 Tiere verstorben, wovon eins unter Narkose verstarb. Die hohe
Mortalitét hatte sich auch schon durch den neurologischen Phédnotyp angedeutet, welcher
bei diesen 4 Tieren auffillig gewesen war. In der Gruppe der wtASO war eine Maus kurz
nach den Operationen neurologisch auffillig, erholte sich jedoch friihzeitig wieder. Das
Gewicht nahm kurz nach den Behandlungen in beiden Gruppen ab, konnte sich im Falle
der wtASO bis zum 7. Tag wieder stabilisieren. Die mit der mutASO behandelten Tiere
dagegen nahmen bis zum 7. Tag weiter stark an Gewicht ab.

Letztlich wurde die Expression des mutATXN3 im Cerebellum der Versuchstiere
analysiert. Dabei zeigte sich keine Regulation des mutATXN3. Ebenso wurde keine
Regulation des endogenen Atxn3 durch die ASOs festgestellt.

Insgesamt zeigte sich, dass die wtASO gut vertriglich war, jedoch auch Auffilligkeiten
bei den Versuchstieren hervorrief. Im Falle der mutASO zeigte sich eine starke Toxizitét,

die konzentrationsabhéngig zu sein schien.
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4 Diskussion

Die Spinocerebelldre Ataxie Typ 3 (SCA3) ist eine fatal verlaufende neurodegenerative
Erkrankung (Riess et al., 2008). Sie beruht auf einer autosomal dominant vererbten,
verlangerten CAG-Sequenz, die im zugehorigen Gen Ataxin-3 liegt. Dadurch entsteht im
entsprechenden Protein eine verldngerte Polyglutamin-Kette. Dieses Protein wird Ataxin-
3 (ATXN3) genannt. Die SCA3 gehort zu den Polyglutamin-Erkrankungen (Kawaguchi
et al., 1994; Schols, Amoiridis, et al., 1995). Die Verdanderung der Proteinstruktur fiihrt
im Verlauf zu einer Ablagerung des veranderten Proteins in den Neuronen, vor allem im
Cerebellum, im Hirnstamm und in den Basalganglien (Paulson, Perez, et al., 1997). Dies
tragt wahrscheinlich zum Auftreten der typischen ataktischen Symptome im Alter von
30-50 Jahren bei. Diese bestehen vor allem in einer progressiven Koordinationsstdrung.
Ebenso konnen sowohl Seh- als auch Schluckstorungen auftreten. Die Patientlnnen
werden immobil und es kommt zu wiederholten Infektionen, vor allem zu
Aspirationspneumonien. Letztlich verlduft die Erkrankung letal, da bis heute keine
kausalen oder verlaufsmodifizierenden Therapien existieren (Kieling et al., 2007; Rub et
al., 2008). Als symptomatische Therapien gibt es Physiotherapie sowie Medikamente aus
dem Kreis der Parkinson-Pharmazeutika und Antiepileptika. Dadurch koénnen die
motorischen Symptome kurzfristig verbessert werden. Allerdings stellen sie keine
zufriedenstellende Therapie dar, da die Symptome nur gelindert, die Progression jedoch
nicht aufgehalten wird (Klockgether et al., 2019; Riess et al., 2008; Schols et al., 2000).
Dennoch gibt es Hoffnung, da proteinreduzierende Gentherapien immer weiterentwickelt
und in klinischen Studien untersucht werden. Antisense-Oligonukleotide (ASOs) sind
gentherapeutische Mittel, die auf RNA-Ebene in die Proteinbiosynthese eingreifen
(Bennett & Swayze, 2010). Im Falle der SCA3 wurden bereits einige ASO-Therapien in
vitro, in vivo sowie klinisch untersucht (Moore et al., 2019; Moore et al., 2017; NIH,
2024a; Toonen et al., 2017). Die erste Phase I Studie wurde jedoch im Verlauf
abgebrochen (NCT05160558). Eine weitere Phase 1 Studie lduft aktuell an
(NCT05822908). AuBBer dem ASO-Ansatz gibt es weitere gentherapeutische Ansétze auf
RNA-Ebene mittels RNA-Interferenz durch mikroRNA (Martier et al., 2019; Rodriguez-
Lebron et al., 2013; Tang et al., 2023), siRNA (Alves et al., 2010; Conceicao et al., 2016)
und shRNA (Nobrega et al., 2019).
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In dieser Promotion wurden neuartige ASOs der dritten Generation getestet, die die
ATXN3-Expression regulieren sollten. In einer ersten Studie (Studie 1) wurden allel-
unspezifische und in einer zweiten Studie (Studie 2) wurden allel-spezifische ASOs
getestet, die die mRNA des Ataxin-3 binden und herunterregulieren sollten. Die allel-
spezifischen ASOs nutzen dafiir einen Polymorphismus (SNP), der mit der expandierten
CAG-Sequenz und damit dem krankheitsverursachenden Allel assoziiert ist. Dadurch soll
nur dieses reguliert werden. Dieser SNP liegt bei 70% der PatientIlnnen weltweit vor und
nur bei 2% der wildtypischen Gene (Alves et al., 2010; Hauser et al., 2022). Die ASOs
wurden mittels stereotaktischer ICV-Injektion in die Gehirne der Versuchstiere
eingebracht, da sie nicht Bluthirnschranken-gingig sind. Diese wurden nach 4 Wochen
prapariert und auf die Expressionslevel der mRNA des mutanten Ataxin-3 bzw. das

Expressionslevel des ATXN3 untersucht.

Zu Beginn dieser Promotionsarbeit wurden die SCA3-Versuchstiere aus der Reihe der
WT/YAC84Q-Miuse genotypisiert, wobei sich Wiederholungsldngen zwischen 71-79
Wiederholungen ergaben. Damit entsprachen sie formal nicht mehr der Ursprungslinie,
die 84 CAG-Wiederholungen aufwies (Cemal et al., 2002). Dennoch erreichten sie mit
tiber 70 CAG-Wiederholungen den als pathologisch verldngerten definierten Bereich von
iiber 60 (Da Silva et al., 2019; Kawaguchi et al., 1994). Auch in anderen Studien wurde
gezeigt, dass sich die CAG-Sequenz in den nachgeziichteten Tieren iiber die
Generationen verringert hat. Dies war damit assoziiert, dass die neurologischen
Symptome nicht mehr vollstindig abgebildet wurden, die histologischen Auffilligkeiten
sowie die intrazelluldren Aggregate aber weiter bestanden (Costa Mdo et al., 2013;
Shakkottai et al., 2011; Toonen, Overzier, et al., 2018; Weber et al., 2020). Daher eignet
sich das Modell weiterhin fiir Studien zur Wirksamkeit von proteinreduzierenden
Therapien mittels Gentherapie. In Studien mit ASOs oder auch RNA-Interferenz konnte
bereits mehrfach gezeigt werden, dass die zelluldren Aggregate des ATXN3 im
WT/YAC84Q-Mausmodell zuverldssig mittels Immunoblot oder Filtertrap (in der
WT/YAC84Q-Kontrollgruppe) sowie deren Reduktion in der Behandlungsgruppe
abgebildet werden konnten (Moore et al., 2019; Moore et al., 2017; Nobrega et al., 2013;
Toonen et al., 2017). In manchen Studien wurden auch homozygote Tiere verwendet, in

denen die Auspridgung sowohl der histologischen Merkmale als auch der Aggregate

- 145 -



Diskussion

starker ausfiel. Somit konnte auch ein ausgepréigterer Effekt durch die Therapie erwartet
werden (Costa Mdo et al., 2013; Rodriguez-Lebron et al., 2013).

Im Rahmen der Versuche in dieser Promotion wurden Tiere im Alter von 7-10 bzw. 10-
12 Wochen verwendet. Dadurch befanden sie sich noch im Wachstum, was sich auch in
den Gewichtsverldufen widerspiegelte. Das Gewicht der Tiere nahm mit signifikanten
Unterschieden zwischen Minnchen und Weibchen konstant zu. Der Unterschied
zwischen Méannchen und Weibchen ist physiologisch. Er zeigt sich ebenso in der
wildtypischen Linie (C57BL/6J), aus welcher die WT/YAC84Q-Miuse geziichtet
wurden (JacksonLaboratory, 2024).

In Studie 2 fand sich ein leicht signifikanter Gewichtsunterschied zwischen den
weiblichen YAC84Q-Méusen und den wildtypischen Weibchen, was bei den méinnlichen
Tieren lediglich als Trend ohne Erreichen von Signifikanz zu erkennen war. Ein
geringeres Gewicht der WT/YAC84Q-Miause im Vergleich zu den wildtypischen
Geschwistertieren wurde auch in der ersten Generation der WT/YAC84Q-Miuse
beschrieben (Cemal et al., 2002). Der erwédhnte Unterschied, der sich hier zwischen
WT/YAC84Q-Méusen und ihren wildtypischen Geschwistern nur andeutet, entspricht
dem Phidnomen eines geringeren Gewichts von SCA3-Patientlnnen im Vergleich zu
Kontrollpersonen. Dies hat sich beim Menschen (Diallo et al., 2017; Saute et al., 2012)
sowie auch in verschiedenen SCA3-Mausmodellen ausgepragter als bei unseren Studien
gezeigt (Boy et al., 2009; Haas et al., 2022; Hubener et al., 2012). Die WT/YAC84Q-
Mause sind also vulnerabler, was Gewichtsschwankungen angeht. In einem SCA3-
KnockIn-Modell war der Unterschied zwischen den SCA3-Knockln und den
wildtypischen ménnlichen Tieren grofler als zwischen den weiblichen Tieren (Haas et al.,
2022). In der Literatur wurde dieser Gewichtsunterschied anfangs nicht auf die SCA3
bedingte Dysphagie zuriickgefiihrt. Die Gewichtsunterschiede wurden ndmlich nicht
grofler, je stirker die Krankheit und damit die Dysphagie progredient war, sondern
blieben konstant und bestanden von Beginn an (Saute et al., 2011; Saute et al., 2012).
Stattdessen wurde eine Verbindung zu verdndertem Insulin, den damit verbundenen
Hormonen sowie deren Expression festgestellt. Hauptsdchlich stellte sich eine
Korrelation des Ausmales des Gewichtsunterschieds mit der CAG-Wiederholungsldnge
heraus (Saute et al., 2011; Saute et al., 2012). Diese Erkenntnis ist in den genetisch

verdanderten Mausmodellen jedoch schwer nachzuvollziehen, da die Versuchstiere meist
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von einer urspriinglich verdnderten Maus abstammen und somit alle &hnliche CAG-
Wiederholungsanzahlen aufweisen. Spéter konnte zusitzlich gezeigt werden, dass doch
auch ein kausaler Zusammenhang zwischen dem verdanderten Gewicht und der SCA3-
bedingten Dysphagie besteht, was auch flir die Mausmodelle ein denkbarer
Pathomechanismus wire (Russo et al., 2015). Da das Gewicht bei Mausen auch ein
sensibler Indikator fiir das Wohlbefinden oder Stresssituationen darstellt, wurde es nicht
nur liber den gesamten Versuch hinweg wochentlich, sondern auch intensiv in den Tagen

nach den Injektionen erhoben.

Es ist bekannt, dass ASOs je nach Aufbau und Wirkweise toxische Eigenschaften haben
konnen. Daher waren sowohl die Vertriglichkeit des Verfahrens als auch Hinweise auf
Toxizitdt der ASOs zu untersuchen. In klinischen Therapiestudien an PatientInnen wird
zuerst beurteilt, ob eine Substanz toxische Effekte hat, bevor die Wirksamkeit untersucht
wird. In einem aktuellen Review zu ASO-Therapien wurde zusammengefasst, dass es
priklinisch zwar Forschung zur Toxizitéit gibt, dieses Thema insgesamt jedoch zu kurz
komme, da in den in vitro und in vivo Studien vorrangig auf die Wirksamkeit geschaut
wird (Goyenvalle et al., 2023). Daher wird in dieser Diskussion zuerst auf die
Vertraglichkeit der ASOs eingegangen, bevor die Wirksamkeit diskutiert wird.

Stereotaktische ICV-Injektionen stellen einen grof3en Eingriff dar. Publikationen zeigen,
dass sie ein probates Mittel fiir die genaue Applikation von Therapeutika ins Gehirn von
Nagetieren darstellen (Chen et al., 2018; DeVos & Miller, 2013; Ferry & Gervasoni,
2021). Dennoch stellen sie eine Belastung fiir die Tiere dar, sodass ein durchschnittlicher
Gewichtsverlust zwischen 3-6% bedingt durch das Verfahren beschrieben ist. Der Verlust
sollte aber 15% nicht iibersteigen, da dies als Endpunkt der Studie definiert wurde
(Fornari et al., 2012). Auch in unseren Studien stellte ein Gewichtsverlust von iiber 20%
in Studie 1 bzw. iiber 10-20 % in Studie 2 den Endpunkt dar. Im Falle einer vertraglichen
Substanz ist davon auszugehen, dass sich die Tiere im Schnitt 7 Tage lang von den
Eingriffen erholen und dass danach eine Erholung im Gewicht und Verhalten erwartet
werden kann (Fornari et al., 2012). In unserer ersten Studie konnte gezeigt werden, dass
das Gewicht in den ersten 3 Tagen nach den Injektionen abnahm, sich jedoch eine Woche
danach wieder stabilisierte. Dieser Gewichtsverlauf war genauso in der Kontrollgruppe

zu finden, welche Saline (die Kontrollsubstanz) ICV appliziert bekommen hatte. Dies lie3
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einen unmittelbaren Einfluss der Operationen auf das Fressverhalten der Tiere vermuten
und nicht eine generelle Unvertrdglichkeit der Substanzen. In der zweiten Studie nahmen
die Tiere vor allem im Falle der mutASO auch langfristig an Gewicht ab. Es schien zum
Effekt der OP ein dauerhafter Effekt durch die Therapie hinzuzukommen. In den
vergleichbaren ASO-Studien an WT/YAC84Q-Miusen finden sich leider keine
dezidierten Angaben zur Gewichtsentwicklung nach den Injektionen. Dennoch wird in
der Studie von Toonen et al. erwdhnt, dass sich kein Einfluss der ASOs auf das
Korpergewicht oder das motorische Verhalten der Tiere ergab (Toonen et al., 2017). In
einer vorab durchgefiihrten Toxizititsstudie von Moore et al. wurde der Effekt der ASO-
Applikationen auf das Gewicht und das Verhalten von wildtypischen Tieren im Vergleich
zu einer unbehandelten Kontrollgruppe untersucht. Auch im Hauptversuch an den
WT/Y AC84Q-Maiusen wurden diese wochentlich gewogen und untersucht, wobei keine
Unterschiede in der Gewichtsentwicklung oder anderen Faktoren zu den Kontrolltieren
festgestellt werden konnten (Moore et al., 2017). Unsere Tiere wurden nach den
Operationen jedoch tdglich gewogen, wodurch sich die Gewichtverdnderungen viel
direkter und kleinschrittiger zeigten. Bei Moore et al. konnte sich ein Gewichtsverlust
direkt nach den OPs innerhalb einer Woche wieder ausgeglichen haben.

Anders sah es fiir die die Méuse unserer Studie 2 aus, die die allel-spezifische mutASO
erhalten hatten. Die meisten Tiere, die die ersten Tage liberlebt hatten, wiesen am 7. Tag
zusétzlich zu neurologischen Auffélligkeiten so starke Gewichtsverluste auf, dass sie
euthanasiert werden mussten. Es kann also davon ausgegangen werden, dass es sich eher
um toxische Effekte der Substanz als um eine Nachwirkung der Operation handelte.
Dennoch gibt es auch eine Verfahren-assoziierte Mortalitdt. 2012 verglichen Fornari et
al. das standardisierte Protokoll, das in den meisten Studien als Protokoll fiir die
stereotaktischen Verfahren bei Nagetieren genutzt wird - und so auch bei uns verwendet
wurde - mit einem neuen modifizierten Protokoll (Fornari et al., 2012). Das modifizierte
Verfahren konnte die Sterberate nach den Injektionen senken. Entscheidende Bestandteile
waren die Uberwachung der Sauerstoffsittigung und der Herzfrequenz der Tiere wihrend
der Operationen sowie die perioperative Gabe von Sauerstoff, dhnlich einer Narkose beim
Menschen. In unseren Studien haben wir auf solche MaBnahmen verzichtet und uns nach
dem Standardprotokoll gerichtet, welches laut der Studie mit einer Mortalitét von ca. 5%

assoziiert war (Fornari et al., 2012). Dies wiirde die Ergebnisse unserer Studie 1 zu den
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allel-unspezifischen ASOs erkldren. Die Mortalitét von 3,92% lag hier potenziell im OP-
Risiko der ICV-Injektionen begriindet und eher nicht in der ASO-Sequenz oder der
Tragersubstanz. Auch in der ASO-Studie an WT/YAC84Q-Tieren von Moore et al.
verstarb eine Maus bereits wéhrend der Operation, was die Forschungsgruppe ebenfalls
eher dem Verfahren und nicht der ASO zuschrieb (Moore et al., 2017). Auch in den
vergleichbaren ASO-Studien in der SCA3 von Toonen et al. sowie von Moore et al.
zeigten sich weder eine erhohte Mortalitdt noch andere Anzeichen fiir Toxizitdt durch die
untersuchten ASOs (Moore et al., 2017; Toonen et al., 2017). Bei Toonen et al. wurden
wiederholte ASO-Injektionen vorgenommen, wodurch sich eine Gesamtdosis von 1 mg
ASO ergab, welche ebenfalls gut von den Tieren toleriert wurde. Es fanden sich keine
Hinweise auf eine kumulative Toxizitdt (Toonen et al., 2017).

Im Falle unserer Studie 2 verstarben 3 von 15 Tieren perioperativ. Bei der Praparation
fiel auf, dass diese Tiere einen schwarz gefirbten Darm hatten und stark dilatierte
Darmschlingen vor einem stenotischen Abschnitt aufwiesen. Dies konnte auf einen Ileus
oder einen Mesenterialinfarkt hinweisen. Bereits in der im Vorherein durchgefiihrten
Toxizitdtsstudie an wildtypischen Tieren starben alle (2 von 2) Tiere bei der Applikation
von 150 pg der mutASO. Im Hauptversuch an den WT/Y AC84Q-Méusen starben 6 der
14 Tiere (entsprechend 42,86%). Aufgeteilt nach ASOs liegt die Mortalitdt fiir die
mutASO sogar bei 6 von 8 Tieren, also 75%. Dieser Wert {iiberschritt die
verfahrensassoziierte Mortalitét (5%) stark. Es ist jedoch auch zu erwdhnen, dass sich in
Studie 2 Probleme bei der Tierzucht ergeben hatten, da viele Jungtiere plotzlich
verstarben. Dadurch fiel die Kohorte kleiner aus als vorab geplant. Dies erschwerte eine
signifikante Aussage tiber den Therapieversuch, weshalb fiir spezifische tiefergehende
Fragestellungen eine Wiederholung an einer groferen Gruppe sinnvoll sein konnte.
Trotzdem zeigte sich eine eindeutige Unvertriglichkeit der mutASO. Es ist daher zu
diskutieren, wodurch die hohe Unvertraglichkeit (die sich sowohl im Gewichtsverlust als
auch im Phénotyp zeigte) sowie die hohe Mortalitit in der Studie 2 zu den allel-
spezifischen ASOs verursacht wurde. In der Behandlungsgruppe der mutASO zeigten
sich zudem neurologische Symptome, die sich in den meisten Féllen {iber mehrere Tage
aggravierten. Bei manchen Tieren verbesserten sich die neurologischen Defizite jedoch
wieder. Fiir ASOs ist bekannt, dass sie eine akute (Neuro-)Toxizitdt hervorrufen konnen.

Diese tritt gewohnlich in den Stunden unmittelbar nach der Applikation auf und
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verbessert sich danach wieder (Hagedorn et al., 2022; Jia et al., 2023). Davon ist die sich
tiber 1-2 Tage entwickelnde immunvermittelte Toxizitdt (Goyenvalle et al., 2023;
Toonen, Casaca-Carreira, et al., 2018) und die hepatische Unvertrdglichkeit zu

unterscheiden (Burdick et al., 2014; Hagedorn et al., 2013).

Um die Neurotoxizitit genau zu untersuchen und objektiv festzustellen, haben wir in
unseren Studien den Wirehang-Test durchgefiihrt. Bei diesem Test miissen die Tiere
kopfiiber an einem Gitter hangeln, wobei die Zeit gemessen wird, die sie am Stiick
durchhalten. Der Test wurde mit der Maximalzeit beendet, wenn die Méuse finf Minuten
durchgédngig gehangelt hatten. In einem lentiviral-basierten Mausmodell der SCA3 hat
sich gezeigt, dass Méuse mit 84Q vs. mit 28Q im Alter von 3 bzw. 6 Monaten signifikant
schlechter in einem Wirehang-Test abschnitten als wildtypische Tiere derselben Linie
und im selben Alter. Allerdings wurde der Wirehang hier als Score gemessen, der davon
abhingig war, wie oft die Maus beim Hangeln in einer gewissen Zeit abfiel. Das
grundsétzliche Prinzip war jedoch dasselbe, da die Hangelfahigkeit der Méduse getestet
werden sollte (Jansen-West et al., 2022). In unseren Versuchen waren die Tiere in Studie
1 etwa 2 Monate und in der 2. Studie 2,5-3 Monate alt. Es wurden nur WT/Y AC84Q-
Tiere untereinander verglichen, sodass kein Einfluss durch den Genotyp oder die
Mauslinie zu erwarten war. In anderen ASO-Studien in der SCA3 lassen sich keine
vergleichbaren Tests auf die neurologische Fahigkeit der Tiere nach den Applikationen
finden, jedoch in ASO-Studien aus anderen neurodegenerativen Erkrankungen wie der
Parkinson-Erkrankung (Boutros et al., 2021; Yang et al., 2021; Zhao et al., 2017). Eine
dieser Studien testete in einem Tiermodell der Parkinson-Erkrankung ASOs, die alpha-
Synuclein binden. Die koordinatorische Féhigkeit der Tiere wurde vor und nach den
Injektionen untersucht. Dafiir wurde die Version des Wirehang-Tests auf Basis eines
Scores gewihlt. Es ergab sich, dass die Tiere, die die ASO ICV verabreicht bekommen
hatten, eine schlechtere Performance im Test hatten als vor der Verabreichung, ebenso
im Vergleich zu Tieren, die eine zerschnittene ASO verabreicht bekommen hatten. Das
Ergebnis dieser Studie legt nahe, dass nicht nur die Prozedur an sich, sondern auch die
Substanz als solche einen Einfluss auf die koordinatorischen Fiahigkeiten hatte (Boutros
et al., 2021). Zwei weitere ASO-Studien zur Behandlung der Parkinson-Erkrankung
konnten durch die ASO-Applikation die Wirehang-Dauer in erkrankten Maiusen
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verldngern, also deren motorische Fahigkeiten sowie Koordination verbessern (Yang et
al., 2021; Zhao et al., 2017). Die beiden zitierten Studien haben den Wirehang-Test wie
wir als Latenz bis zum Herunterfallen der Tiere gemessen. Es ldsst sich diskutieren, ob
verschiedene Arten der Durchfiihrung des Wirehang-Tests auch verschiedene Ergebnisse
liefern. Andererseits konnten die unterschiedlichen ASOs eine andere Vertriglichkeit
bzw. Neurotoxizitdt besitzen. Es konnte daher gut sein, dass der Wirehang-Test ein
sensibles Mal} fiir die Vertrdglichkeit bzw. Neurotoxizitit der ASO ist, wiahrend er
gleichzeitig eine Verbesserung der motorischen Fahigkeiten, also die Wirksamkeit der
Behandlung zeigt. Fiir unsere beiden Studien ergab sich, dass die Tiere, die die Operation
iberlebt hatten, am Tag danach eine gute koordinatorische Fahigkeit aufwiesen. Im Falle
der mutASO reduzierte sie sich jedoch im Verlauf einer Woche stark. Am 7. Tag wiesen
sie ein starkes neurologisches Defizit auf. Dieses Defizit war dosisabhéngig. Die mit der
wtASO behandelten Tiere schnitten besser im Test ab, auch wenn hier die 60 ug Gruppe
ein schlechteres Ergebnis hatte als die 30 pg Gruppe. Daraus lieB3 sich schlussfolgern,
dass die mutASO einen neurologischen Phénotyp ausloste. Ihre Neurotoxizitdt wies zwei
Komponenten auf, eine akute unmittelbar nach den Operationen sowie eine langfristige,
welche sich iiber Tage entwickelte. Die wtASO wies dies alles nicht auf. Bei néherer
Betrachtung der unterschiedlichen Sequenzen der beiden verwendeten ASOs in unserer
Studie (siehe Kapitel 2.1.9) fillt auf, dass die mutASO 5 Guanine enthélt
(GGTCCCGCTGCTGC), wiahrend die WwtASO nur 4 Guanine aufweist
(GGTCCCCCTGCTGC). Die beiden ASOs unterscheiden sich also nur in der Base
Guanin anstatt Cytosin. Dadurch sollte die mutASO das mutierte Allel spezifisch tiber
den SNP ¢.987G>C (rs12895357) angreifen, welcher bei 70% der PatientInnen auf dem
mutierten Allel zu finden ist. In der Aminosduresequenz wird dadurch Glycin an Position
306 zu Arginin (p.Gly306Arg) (Alves et al., 2010; Hauser et al., 2022; Weishaupl et al.,
2019). Hagedorn et al. haben 2022 einen Zusammenhang zwischen der ASO-Sequenz
und einer erhohten Toxizitdt sowie Mortalitdt beschrieben. Die Toxizitdt wurde vor allem
durch die Anzahl an Guanin-Basen und deren Position in Bezug auf das 3 Ende bedingt.
Je geringer dieser Abstand war, desto neurotoxischer fiel die ASO aus. Adenin-Basen in
der Sequenz dagegen wirkten protektiv. Auch Cytosin und Thymin (T) Basen wirkten
eher anti-toxisch, jedoch nicht so stark wie die Adenin-Basen (Hagedorn et al., 2022).

Ein mdglicher Mechanismus, der die Neurotoxizitit vermittelt, wird bei Jia et al.
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diskutiert. Dort wurde ein Zusammenhang zwischen der Neurotoxizitdit und dem
intrazelluldren Calcium in den Neuronen festgestellt (Jia et al., 2023). Durch die
Applikation toxischer ASOs scheint eine dosisabhidngige intrazelluldre Reduktion des
freien Calciums in vitro zu entstehen. Dies korrelierten sie mit dem in vivo ausgeldsten
Phéinotyp, der vor allem durch Hypoaktivitit, eine verdnderte Korperhaltung sowie
motorische Defizite gekennzeichnet war (Jia et al., 2023). Diese Ergebnisse decken sich
mit den Beobachtungen, die wir in unserer Studie 2 gemacht haben. Auch hier bewegten
sich die Tiere kaum noch, wiesen teilweise einen starken Tremor auf und waren
koordinatorisch stark geschwicht. Jia et al. konnten in vitro zeigen, dass der intrazelluldre
Calciumgehalt entscheidend durch die ASO-Sequenz beeinflusst wurde und dass der
intrazelluldre Calciumgehalt mit dem Ausmal der Neurotoxizitét korreliert war (Jia et al.,
2023). Der Mechanismus scheint mit dem AMPA-Rezeptor jedoch nicht mit dem
NMDA-Rezeptor zusammenzuhidngen. Beide regulieren als Glutamatrezeptoren den
Calciumeinstrom in die Neuronen. Toxische ASOs scheinen spontane Calcium-
Oszillationen zu unterbinden, welche wichtig fiir die normale Homdostase der Neuronen
sind. Die Daten legen nahe, dass der Effekt der ASOs auf die AMPA-Rezeptoren die
spontanen Oszillationen beeinflusst (Hagedorn et al., 2022; Jia et al., 2023). In élteren
Studien zeigte sich, dass einzelne Guanin-Nukleotide in Rattengehirnen Glutamat
kompetitiv an AMPA-Rezeptoren hemmen kénnen (Dev et al., 1996; Gorodinsky et al.,
1993). Noch frither wurde dargestellt, dass einzelne Guanin-Nukleotide auch am NMDA -
Rezeptor eine Bindungsstelle haben, die die Affinitéit des Rezeptors fiir den eigentlichen
Liganden Glutamat sowie flir weitere Liganden mindert (Baron et al., 1989; Monahan et
al., 1988). Dies hat sich bisher fiir ASOs, die Guanine enthalten, nicht bestétigt (Hagedorn
et al.,, 2022). Es wire sicher interessant, dies in weiteren Untersuchungen tiefer zu
beleuchten.

Als weitere mogliche Erklarung der Absenkung des Calciums durch ASOs mit erh6htem
Guanin-Anteil wird diskutiert, dass ASOs eher negativ geladene Molekiile sind, die die
positiv geladenen Calciumatome binden konnten. Der Effekt bleibt bislang jedoch
ungeklirt (Jia et al., 2023). In einem Paper-Vorabdruck von Moazami et al. wurde die
Neurotoxizitit verringert, in dem die ASOs vor ICV-Applikation in einen Calcium-
enthaltenden Puffer gegeben wurden. Dadurch wurden die Bindungsstellen der ASOs mit

Calcium gesittigt, sodass die Chelation von Calcium im ZNS verringert werden sollte.
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Tatsachlich konnte die akute Neurotoxizitdt der ASOs gesenkt werden (Moazami et al.,
2021).

Unabhéngig vom genauen Mechanismus scheint es einen eindeutigen Zusammenhang
zwischen der Anzahl und Position der Guanin-Basen und einer Neurotoxizitit zu geben.
Daher sollte die Sequenz unserer toxischen mutASO mit den im SCA3-Mausmodell gut
vertriaglichen ICV applizierten ASOs der anderen Studien verglichen werden. Eine
Ubersicht iiber die ASO-Sequenzen, der Anzahl der Nukleotide sowie den Abstand
zwischen dem 3¢ Ende sowie der Base Guanin findet sich in Tabelle 4.1. Die enthaltenen

Guanin-Basen sind fettgedruckt.

Tabelle 4.1 Publizierte in vitro getestete ASO-Sequenzen in der SCA3

Studie ASO-Sequenz 3¢ nach 5¢ Anzahl | G-freie Referenz
Guanine | Sequenz
zum 3 Ende
Studie 2 CGTCGTCGCCCTGG 5 | (Hauser et
Allel- = 14 Nukleotide al., 2022)
spezifisch | Target SNP
Toonen TCGTCGTCGCCCTGGATA |5 2 (Toonen et
ASO 10.4 | =18 Nukleotide. al., 2017)
Target SNP
Moore GCATCTTTTCATACTGGC |3 0 (Moore et
ASO S = 18 Nukleotide al., 2017)
Target 3°UTR

Die ASO, die sich in den Studien von Moore et al. bewidhrte und in weiteren Maus-
Studien untersucht wurde (ASO 5) enthilt insgesamt drei Basen Guanin. Auch die
anderen ASOs, die Moore et al. testeten und die sich im Tiermodell als nicht toxisch
erwiesen hatten, besalen maximal drei Basen Guanin (Moore et al., 2017). Im Gegensatz
dazu enthielten die durch Toonen et al. getesteten ASOs eine sehr hohe Anzahl an
Guaninen. So wurden ASOs getestet, die 3, 5 und 7 Basen Guanin aufwiesen. Besonders
herausstechend ist die iiberlappende Sequenz unserer mutASO mit der ASO 10.4 von
Toonen et al., die auch den SNP ¢.987G>C (rs12895357) bindet und daher ebenfalls 5
Guanine beinhaltet (Toonen et al., 2017). Spannend ist vor allem, dass die ASO 10.4 in
den Studien die beste Wirksamkeit erzielte und dabei keine Anzeichen erhohter Toxizitét

zu haben schien (Toonen et al., 2017). Aufgrund der {iberlappenden Sequenz ist dies ein
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bemerkenswerter Unterschied zu der sehr hohen Toxizitit unserer mutASO. Dieser

Unterschied sollte weiter untersucht werden.

Die ASOs in der Studie von Toonen et al. wurden zuerst in von PatientInnen stammenden
Fibroblasten auf ihre Wirksamkeit getestet (Toonen et al., 2017). Unsere mutASO wurde
vorab sogar in neuronalen Kulturen von Patientlnnen auf ihre Wirksamkeit untersucht.
Dafiir wurden Fibroblasten der PatientInnen gewonnen und in das Stadium pluripotenter
Stammzellen zuriickgefiihrt. Daraus konnten wiederum Neuronen induziert werden. Die
Wirksamkeit und Vertréglichkeit auf zelluldrer Eben wurde in dieser Studie also direkt in
der Zielzelle getestet (Hauser et al., 2022). Weiterhin untersuchten Toonen et al., wie
auch wir, die Wirksamkeit ihrer ASOs im WT/Y AC84Q-Mausmodell, wobei alle ASOs
von Toonen et al. ihre Wirksamkeit entfalteten und ein verkiirztes ATXN3 hervorriefen.
Die ASO 10.4, also die ASO mit Uberlappung zur Sequenz unserer ASO, erwies die
stairkste Effizienz. Auch im Applikationsverfahren lagen keine entscheidenden
Unterschiede vor, auBler dass Toonen et al. eine héhere Dosis und mehrfache Dosen
verabreichten (Toonen et al., 2017). Dies stellt jedoch auch keine hinreichende Erklérung
dar, da dadurch eher eine erhohte Toxizitdt zu erwarten ware.

Der entscheidende Unterschied konnte in der ASOs selbst zu finden sein. So ist die bei
Toonen untersuchte ASO sowohl in 3’als auch in 5° Richtung um einige Basen ldnger als
unsere mutASQO. Dies konnte entscheidend sein, da in der Literatur beschrieben ist, dass
abgesehen vom gesamten Guanin-Gehalt der ASO-Sequenz auch der Abstand der
Guanin-Basen zum 3 Ende wichtig ist (Hagedorn et al., 2022; Jia et al., 2023). In einer
Studie zu einer ASO fiir die Duchenne Muskeldystrophie wurde ebenfalls eine
unerwartete akute Reaktion nach der systemischen Applikation gezeigt. Diese konnte
durch das Austauschen einer einzigen Base verhindert werden. Die Studie legt nahe, dass
sehr kleine Unterschiede in der Sequenz das Verhalten und die Vertriglichkeit der ASOs
gravierend verdndern konnen (Aupy et al., 2020). Ein weiterer Unterschied zwischen den
beiden ASOs ist der Wirkmechanismus. Unsere mutASO sollte die RNAseH1
rekrutieren, um die gebundene mRNA abzubauen, wihrend die ASO bei Toonen et al.
mittels Exon-Skip funktioniert (Hauser et al., 2022; Toonen et al., 2017). Die
unterschiedlichen Funktionsweisen benétigen verschiedene chemische Modifikationen,

die wiederum die Vertrdglichkeit der ASOs beeinflussen. Die RNAseH1 bendtigt Anteile
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an Desoxyribonukleotiden, um die ASOs mit gebundener mRNA zu binden. Diese sind
jedoch fiir den Abbau durch Nukleasen gefdhrdet. Ribonukleotide haben eine erhohte
Affinitat fiir die Target-RNA und weisen eine geringe immunstimulierende Komponente
sowie eine hohere Stabilitit auf. Daher werden ASOs mittlerweile als sogenannte
Gapmers hergestellt (Geary et al., 2015; Helm et al., 2022; Lima et al., 2007; Monia et
al., 1993; Rook & Southwell, 2022). Dadurch werden die Vorteile beider kombiniert. Bei
einer Gapmer ASO liegen innen Desoxyribonukleotide vor, die gut durch die RNAseH1
erkannt werden. Auflen werden sie von modifizierten Ribonukleotiden flankiert. Die
verschiedenen Wirkweisen der ASOs sowie die chemischen Modifikationen tiber die
Generationen der ASOs hinweg sind auch in den Kapiteln 1.4.1 sowie 1.4.2 beschrieben.
Im Falle unserer Studie 2 mit ASOs haben wir genau solche mit Gapmer Design
verwendet. Diese wurden darliber hinaus als LNAs (Locked Nucleic Acids), also als
,.Schldsser designt. Uber eine Etherbindung wird eine zirkuldre Struktur gebildet. Es ist
jedoch beschrieben, dass LNAs in anderen Erkrankungen in den klinischen Tests oft als
toxisch eingestuft wurden. Das Problem waren vor allem eine ausgepréigte Hepato- und
Nephrotoxizitdt (Burel et al., 2016). Da unsere ASOs ins ZNS appliziert wurden und nicht
BHS-géngig sind, war nicht davon auszugehen, dass sie Leber und Nieren erreichten. Fiir
Gapmer ASOs ist eine dosisabhingige Neurotoxizitit im Menschen beschrieben
(Moazami et al., 2021) Die Anzahl an LNAs schien auch einen Unterschied beziiglich der
Neurotoxizitit auszumachen (Hagedorn et al., 2022). Bei Moore at al. kamen Gapmers
mit jeweils 5 2°O-Methoxyethylierten (2’MOE) Ribonukleotiden an beiden Randern zum
Einsatz, welche die unmodifizierten Desoxyribonukleotide flankierten (Moore et al.,
2017). Der Unterschied zu unseren ASOs bestand also in den 2‘-MOE-Nukleotiden im
Gegensatz zu den LNAs bei unseren ASOs. Bei Toonen et al. kamen ausschlieBlich 2¢-
MOE-Nukleotide, also reine Ribonukleotide zum Einsatz. Dies war mdglich, da der
Mechanismus mittels Exon-Skip funktionierte und nicht die RNAseH1 rekrutieren
musste. Die 2*MOE-Zucker-Modifikationen erwiesen sich als vertraglicher und waren
mit geringeren Calciumreduktionen im ZNS assoziiert (Jia et al., 2023). Insgesamt fanden
sich jedoch keine eindeutigen Ergebnisse beziiglich unterschiedlicher Neurotoxizitit
zwischen den LNAs und den 2’MOE-Nukleotiden (Jia et al., 2023). Auch bei Hagedorn

et al. wurden fiir die Modifikationen der Ribose keine eindeutigen Ergebnisse gefunden
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(Hagedorn et al., 2022). Bekannt ist, dass 2‘-MOE modifizierte ASOs Proteine schwécher
binden als andere Ribose-Modifikationen (Liang et al., 2016; Vickers & Crooke, 2016).
Davon abgesehen wurde herausgefunden, dass das physiologische Vorliegen eines
Phosphodiesters im Riickgrat besser vertrdglich ist als die modifizierte und damit
stabilere Form als Phosphothioat-Riickgrat (PS) (Hagedorn et al., 2022; Jia et al., 2023).
In unserer 2. Studie wurden ASOs verwendet, die mit einem PS-Riickgrat gestaltet waren,
ebenso wie die bei Toonen et al. beschriebene ASO (Hauser et al., 2022; Toonen et al.,
2017). Hierin bestand also kein Unterschied. Auch die gut vertraglichen ASOs von Moore
et al. beinhalteten ein PS-Riickgrat, da dieses die Stabilitit sowie die Bioverfiigbarkeit
verbessert. Es wurde allerdings mit Phosphodiester-Anteilen gemischt - was als
gemischtes Riickgrat bezeichnet wird - um die Vertriglichkeit zu verbessern (Mansoor &
Melendez, 2008; Moore et al., 2017). Eine Mdglichkeit wire, dass die Kombination aus
Gapmer ASOs mit den LNAs und dem schlechter vertréglichen reinen PS-Riickgrat
unserer ASO den Nachteil gegeniiber den besser vertrdglichen ASOs ausmachte.

Ein weiterer zu bedenkender Aspekt ist die Anzahl an Nukleotiden je ASO, wobei unsere
ASO mit 14 Nukleotiden kiirzer als die vergleichbaren ASOs mit jeweils 18 Nukleotiden
war. In systematischen Studien zur Toxizitdt von ASOs wurde zwar festgestellt, dass die
neurotoxischen Effekte unabhidngig von der Anzahl an Nukleotiden auftraten (Hagedorn
et al.,, 2022). Andererseits wurde gezeigt, dass die LNA-Modifikationen die ASOs
unspezifischer binden lassen. Dies erhoht die Gefahr fiir Off-Targets, welche umso grofSer

sind, je geringer die Anzahl an Nukleotiden ist (Burel et al., 2016; Kasuya et al., 2016).

Dies sind alles Hypothesen, die versuchen, die akute Neurotoxizitit der ASOs zu
erkldren. In der Studie von Jia et al. wurde beobachtet, dass sich diese akute
Neurotoxizitit innerhalb von 24 Stunden wieder zuriickbildete (Jia et al., 2023). Ebenso
beschrieben Hagedorn et al., dass die akute Toxizitdt im Laufe der ersten 24 Stunden nach
den Injektionen auftrat, dann wieder riickldufig war und auch nicht wieder vorkam. In
unserer Studie zur mutASO lieB sich sowohl die akute Neurotoxizitdt als auch eine
langfristige Komponente feststellen. Die chronische Komponente wies einerseits
neurologische Symptome auf als auch systemische Effekte wie die starke
Gewichtsabnahme und die Mortalitét. Es stellt sich die Frage, wodurch die zusitzliche

chronische bzw. systemische Komponente der Toxizitdt vermittelt wurde. Eine
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Hypothese wire die unabhéngig beschriebene Hepatotoxizitdt von ASOs, die sich iiber
Tage und Wochen entwickelt (Hagedorn et al., 2022).

Generell ist bekannt, dass eine zu hohe Dosierung sowie die spezifischen chemischen
Modifikationen der ASOs eine renale und hepatische Toxizitdt bedingen konnen (Burdick
et al., 2014; Hagedorn et al., 2022). Diese Toxizitét bestehe unabhingig von der Menge
an transkribiertem Target (Hagedorn et al., 2013). Auch in diesem Zusammenhang wurde
bereits beschrieben, dass der toxische Effekt auf die Leber vom Guanin-Gehalt der ASO
abhédngt. Aulerdem haben sich besonders die Sequenzen TGC und TCC als toxisch
erwiesen, welche einerseits in vitro vermehrt hepatozelluldre Proteine gebunden,
andererseits Stresssignalwege aktiviert haben. Dies wurde als mogliche Erkldrung in
Erwégung gezogen. Ebenso haben verschiedene chemische Modifikationen wie die LNA-
Ribose-Modifikation oder die Gapmers einen toxischen Effekt erwiesen (Burdick et al.,
2014; Swayze et al., 2007). Es wurde ein Zusammenhang mit dem Wirkmechanismus
mittels RNAseH1 hergestellt. Diese soll aufgrund einer Stimulation durch die LNAs Off-
Target mRNAs zerschnitten und so toxische Einfliisse ausgeiibt haben (Burel et al., 2016;
Kasuya et al., 2016). Andererseits wurde fiir Gapmer ASOs mit PS-Riickgrat, die
systemisch appliziert wurden, gezeigt, dass sie zellulire Proteine stark binden und im
Nukleolus akkumulieren. Dabei scheint die Rekrutierung der RNAseH1 durch die ASOs
eine entscheidende Rolle zu spielen. Die Toxizitédt scheint mit dieser Wirkweise der ASOs
zusammenzuhédngen. Auflerdem wird die Expression der RNAseH1 durch die Bindung
an PS-ASOs hochreguliert, was mit einer starken Hepatotoxizitit korreliert war (Shen et
al., 2019). Allerdings wurden die ASOs in allen zitierten Studien systemisch verabreicht.
In unseren Studien dagegen wurden die ASOs intracerebal appliziert, da sie nicht BHS-
gingig sind (Agrawal et al.,, 1991; Geary et al., 2015). Daher ist prinzipiell davon
auszugehen, dass sie nicht aus dem ZNS in den systemischen Kreislauf iibergegangen
und nicht in Kontakt mit den inneren Organen gekommen sind. Erwartungsgemal sollten
sie keinen Effekt auf Leber oder Niere haben. Zur Sicherheit haben wir in unseren Studien
bei der Préiparation der Tiere auch Leber und Niere entnommen und makroskopisch
beurteilt, wobei keine Auffilligkeiten festgestellt werden konnten. Aus der internen
Kommunikation mit der pharmazeutischen Firma, die die ASOs fiir Studie 1 entwickelt
hat, ergab sich, dass keine der ASOs in der Leber oder der Niere der Versuchstiere

nachgewiesen werden konnte. Daher gingen wir auch in Studie 2 davon aus, dass die
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ASOs das ZNS nicht verlieBen. Dennoch wiére es hilfreich gewesen, die inneren Organe
auf Spuren der ASOs zu testen.

Da in Zusammenschau all dieser Aspekte eine ASO-vermittelte Hepatotoxizitit als
Erkladrung der Symptome fiir die mutASO eher unwahrscheinlich zu sein scheint, ist {iber
die Moglichkeit einer immunvermittelten Toxizitét zu diskutieren.

Fiir die Applikation der ASOs direkt ins Gehirn ist bekannt, dass dort eine Immunreaktion
ausgelost werden kann. Ausdruck dessen ist eine Aktivierung der Astrozyten und der
Mikroglia. Toonen, Casaca-Carrerira et al. haben 2018 gezeigt, dass ASOs mit 2°-O-
Methylierung (2°0-Me) der Ribose und PS-Modifikation noch 2 Monate nach ICV-
Applikation eine Immunaktivierung im Gehirn aufwiesen. Dies war an der
Hochregulierung spezifischer Immungene sowie in immunhistochemischen Féarbungen
fiir astrozytdre und mikrogliale Aktivierung erkennbar (Toonen, Casaca-Carreira, et al.,
2018). Daher untersuchten auch Moore et al. nach ihren Injektionen Hinweise einer
Immunaktivierung. Es zeigte sich keine erhohte Aktivitit der Parameter fiir mikrogliale
Aktivierung (Moore et al., 2017). Weiterhin scheint es einen Zusammenhang zwischen
den ASO-Sequenzen und einer Immunaktivierung zu geben. Hier sind wieder Polyguanin
Bereiche am 3’Ende der ASOs relevant. Sie verbessern die zelluldre Aufnahme der ASOs,
indem sie dreidimensionale Quartirstrukturen bilden, die spezifische Rezeptoren binden
konnen, wie beispielsweise den Scavenger Rezeptor auf Monozyten (Kutyavin et al.,
2002; Lee et al., 2000; Pearson et al., 1993). Diese Strukturen werden unabhingig von
der Watson-Crick-Basenpaarung geschlossen, namlich durch eine Selbstaggregation liber
die Seitenketten der Guanine. Dies konnte durch Substitution der Seitenketten mit
anderen chemischen Molekiilen unterbunden werden (Kutyavin et al., 2002). Es wurde
gezeigt, dass die ASOs in Makrophagen aufgenommen wurden und diese stimulierten.
Ubertragen auf das Gehirn, wo es aufgrund der Bluthirnschranke ein eigenes
Immunsystem gibt, kime eine Aufnahme der ASOs in die Mikroglia infrage (Dalpke et
al., 2002). Mikroglia entsprechen den Makrophagen im Gehirn und weisen
Uberschneidungen zwischen den Rezeptoren mit den systemischen Immunzellen auf
(Wilkinson & El Khoury, 2012). Es ist daher zu diskutieren, ob auch die cerebral
applizierten ASOs mit hohem Guanin-Anteil solche 3D Strukturen bilden. Dariiber
konnten sie im Gehirn an bestimmte Rezeptoren binden und toxische oder

immunologische Signalwege aktivieren. Allerdings handelt sich bei den beschriebenen

- 158 -



Diskussion

Studien um Untersuchungen zu Guanin-Ketten und nicht zu einem generell hohen
Guanin-Anteil, der iiber die gesamte Sequenz verteilt ist, wie es bei unserer mutASO der
Fall war.

Auch CG-reiche Oligonukleotide sind seit Langerem dafiir bekannt, bei systemischer
Applikation das Immunsystem zu aktivieren. Im Falle von Vakzinierungen wird dies
genutzt, um die Impfung effektiver zu gestalten, was im Falle therapeutischer Ansétze
jedoch unerwiinscht ist (Dalpke et al., 2002; Kandimalla et al., 2001; Krieg et al., 1995).
Des Weiteren verbessern CG-Elemente die zellulire Aufnahme, was einerseits
therapeutisch wichtig ist, andererseits aber auch den immunstimulierenden Effekt
mitbegiinstigt. Entscheidende Rollen werden den Seitengruppen der Basen
zugeschrieben, da wiederum Modifizierungen dieser die Immunstimulierung verringerten
(Kandimalla et al., 2001). AuBlerdem wurde die Entstehung von encephalitogenen T-
Zellen in vivo durch CG-haltige ASOs festgestellt. Dabei handelt es sich um autoimmune
T-Zellen, die durch Angreifen des Myelins zur Encephalitis gefiihrt haben. ASOs
scheinen also eine Autoimmunaktivierung hervorrufen zu kdnnen (Segal et al., 2000). Da
die CG-Motive von 5° nach 3° der Sequenz gelesen werden, beinhaltet unsere mutASO
nur ein solches Motiv (3’CGTCGTCGCCCTGGS). Es ist also fraglich, inwiefern dieses
als Erklarung der Toxizitét dienen kann. Der Zusammenhang zwischen solchen Motiven,
die bekannterweise das Immunsystem aktivieren und einer Unvertraglichkeitsreaktion auf

ICV-applizierte ASOs stellt dennoch eine interessante Forschungsfrage dar.

Ein weiterer spannender Aspekt ist, dass die Tiermodelle andere Immunsysteme besitzen
als der Mensch. Es ist beschrieben, dass die Aktivierung des Komplementsystems in
Affen weitreichendere Folgen fiir die Vertrdglichkeit von Substanzen hat als beim
Menschen. Man tendiert dazu, eine Substanz im Affenmodell als unvertrdglicher
einzuschitzen, sofern sie das Komplementsystem aktiviert (Shen et al., 2014). Bei
Maiusen wird vermutet, dass sich die ASO-Sequenz toxischer auswirkt, als sie es beim
Menschen tun wiirde. Die Sequenz-bedingte Toxizitdt wird also eher tiberschétzt, denn
Maiuse scheinen sensibler auf bestimmte Basenabfolgen oder Basenanzahlen zu reagieren
(Weber et al., 2012). Ferner wurde festgestellt, dass dieselbe ASO verschieden starke
toxische Effekte in verschiedenen Mauslinien hatte. Der Effekt fiel in der Mauslinie

C57BL76J, also der Linie, aus der auch die WT/YAC84Q-Miduse hervorgehen,
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gravierender aus als in anderen Mauslinien (Jia et al., 2023). Es konnte gezeigt werden,
dass die Regulation der AMPA-Rezeptoren durch Calcium in beiden Linien verschieden
ausfiel (Menard et al., 2004). Dies wére eine spannende Beobachtung fiir unsere mutASO,
da zu vermuten ist, dass die Toxizitdt unter anderem durch den Guanin-Gehalt der ASO,
also durch die Sequenz vermittelt wurde.

Ein weiterer Aspekt der Diskussion der Unvertrdglichkeit ist das Geschlecht der
Versuchstiere. In unserer Studie 1 zu den allel-unspezifischen ASOs wurden im Schnitt
doppelt so viele Ménnchen wie Weibchen je Versuchsgruppe getestet. Ménnchen und
Weibchen wurden dieselben ASO-Konzentrationen appliziert. In Studie 2 zu den allel-
spezifischen ASOs war der Anteil an weiblichen Tieren mit 66,6% noch grofer. Es fallt
auf, dass in den vergleichbaren Studien in der SCA3 (ohne Angabe von Griinden)
ausschlieBlich méannliche WT/YAC84Q-Miuse mit ASOs behandelt wurden, welche
diese durchgehend gut vertragen hatten (Moore et al., 2017; Toonen et al., 2017). In einer
Studie zur Toxizitdt von ASOs wurde berichtet, dass méinnliche und weibliche Tiere
toxische ASOs unterschiedlich schlecht vertragen, wobei Weibchen robuster als die
Minnchen zu sein schienen. Jedoch wurden Weibchen getestet, die genauso schwer
waren wie die Méannchen (Jia et al., 2023). Bei uns waren die Weibchen signifikant
leichter als die Ménnchen, da die Tiere im selben Alter sein sollten. Daher fielen die
Miénnchen bei uns absolut gesehen robuster aus, was beispielsweise
Gewichtsschwankungen angeht. Bei der SCA3 handelt es sich um eine autosomal
vererbte Erkrankung, weshalb beide Geschlechter betroffen sind. Im Hinblick darauf,
dass an der SCA3 nicht nur Maénner, sondern genauso Frauen erkranken, ist es
unerldsslich, die entsprechenden Therapiestudien auch an beiden Geschlechtern
durchzufiihren. Eventuelle geschlechtsbedingte Einfliisse konnten so aufgedeckt werden.
Es wire allerdings zu diskutieren, ob Méannchen und Weibchen im Tierversuch getrennt
beobachtet und ausgewertet werden sollten. Gegebenenfalls konnten gewichtsadaptierte

Konzentrationen verabreicht werden.

Zusammenfassend ldsst sich fiir unsere 2. Studie zu den allel-spezifischen ASOs schwer
differenzieren, was der Hauptgrund fiir die hohe Toxizitdt und Mortalitit war.
Naheliegend scheint, dass die akut unter der Narkose verstorbenen Tiere schon zuvor eine

beginnende Darmpathologie aufwiesen, welche unter der Narkose aggraviert wurde und
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letal verlief. AuBBerdem konnten die unter der OP verstorbenen Tiere dem Risiko des
Verfahrens unterlegen sein. Die im Verlauf verstorbenen Tiere entwickelten ihre
Auffilligkeiten im Anschluss an die Injektionen entsprechend einer akuten
Neurotoxizitit. Dies lieBe sich im Zusammenhang eines toxischen Effekts der mutASO
sehen, was wiederum zum erhohten Guanin-Gehalt der ASO-Sequenz sowie den
chemischen Modifikationen passen kdnnte. Jedoch verlief die Verschlechterung des
Zustandes auch nach 24 Stunden progressiv, was eher zu einer systemischen oder
immunbedingten Unvertrdglichkeit passen wiirde. Auch konnte eine chronische
Neurotoxizitdt durch die ASOs ausgelost worden sein, die so bisher noch nicht
beschrieben wurde. Makroskopisch ergab sich kein Hinweis auf eine Verdnderung am
Hirngewebe, allerdings haben wir keine tiefergehenden immunhistochemischen
Farbungen durchgefiihrt. Dies wiren sicher wichtige Untersuchungen fiir zukiinftige

Studien. An den inneren Organen konnten wir keine Auffalligkeiten finden.

Abgesehen von der Vertrdglichkeit der ASOs ist das eigentliche Therapieziel zu
beurteilen. Die genaue Definition dessen ist wichtig. Mithilfe von ASOs sollte sowohl in
einem allel-unspezifischen als auch in einem allel-spezifischen Ansatz das
Erkrankungsprotein ATXN3 und diesem vorgeschaltet die zugehorige mRNA
herunterreguliert werden. Der Vorteil des allel-spezifischen Ansatzes bestand darin, dass
nur das mutierte Allel herunterreguliert werden sollte, das wildtypische dagegen weiter
exprimiert wird. So kann das gesunde Protein weiterhin seine physiologische Funktion
im Organismus ausiiben (Hauser et al., 2022). Dafiir wurde der SNP c.987G>C
(rs12895357) genutzt, da dieser mit dem mutierten Allel assoziiert ist und direkt hinter
der CAG-Sequenz liegt. Die mutASO wurde dafiir designt, genau diesen SNP zu binden,
sodass das wildtypische Allel aufgrund der unpassenden Watson-Crick-Basenpaarung
nicht gebunden wird. Den SNP tragen ca. 70% der SCA3-Patientlnnen weltweit sowie
die gesamte Tiibinger Kohorte und nur 2% der wildtypischen Allele (Alves et al., 2010;
Hauser et al., 2022). AuBlerdem gibt es einige wenige Patientlnnen, die den SNP
c987C>G auf dem wildtypischen Allel und die andere Version, also G>C, auf dem
mutanten Allel exprimieren. Fiir dieses Kollektiv wire die wtASO eine mogliche allel-
spezifische Therapieoption. Der genaue Mechanismus der Allel-Spezifitit ist im Kapitel

3.3.2.2 beschrieben und in Abbildung 3.32 graphisch dargestellt. In der WT/YAC84Q-
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Maus ist zu beachten, dass die Tiere ausschlieBlich das mutante humane 4 T7XN3 mit dem
SNP ¢.987G>C tragen, da das eingefiigte Gen aus einem menschlichen Patienten und
SNP-Trager kloniert wurde (Toonen et al., 2017). Die WT/Y AC84Q-Maus trigt jedoch
nicht das wildtypische humane Gen. Es war also nur durch die mutASO - jedoch nicht
durch die wtASO - eine Regulation zu erwarten. Stattdessen besitzt die Maus noch
zweimal das murine wildtypische Azxn3. Daher ist zu bedenken, dass alle ASOs in diesem
Modell - unabhédngig davon, ob sie allel-spezifisch oder unspezifisch sind - nur das
humane mutante ATXN3 regulieren konnen. Normalerweise sollte das murine Atxn3
nicht reguliert werden, was bereits vor den Studien mittels in silico Verfahren analysiert
wurde. Daher kann im Mausmodell nicht unterschieden werden, ob es durch den
KnockOut des humanen wildtypischen ATXN3 unerwiinschte Effekte gibt, da die Maus
ihr endogenes wildtypisches Atxn3 weiter exprimiert. Dennoch gibt es andere KnockOut-
Mause, bei denen auch der gesamte KnockOut gut vertragen wurde (Schmitt et al., 2007;
Switonski et al., 2011).

In unseren beiden Studien konnte keine Regulation des mutanten ATXN3 bzw. dessen
RNA in den beiden Hirnregionen Cerebellum und Hirnstamm festgestellt werden. Nur
die ASO 3 der Studie 1 zeigte im Frontalen Cortex eine leicht signifikante Reduktion von
26% in der 30 pg Gruppe. In der 10 pg Gruppe sowie der 100 ug Gruppe dagegen war
keine Reduktion im Vergleich zur Kontrollgruppe zu finden. Die Regulation schien also
nicht konzentrationsabhidngig zu sein. Allerdings fand sich in der 30 pg Gruppe eine
reduzierte Stichprobe von 4 im Vergleich zu den sonst 6 Versuchstieren, was die
Aussagekraft einschrinken konnte. Daher wire zu iiberlegen, den Versuch mit einer
groferen Stichprobe zu wiederholen. Interessanterweise wies ASO 3 als einzige der allel-
unspezifischen ASOs eine leichte Unvertriglichkeit auf. Dies konnte gegebenenfalls im
Zusammenhang mit der Regulation stehen. Die anderen allel-unspezifischen ASOs
erreichten auch im Frontalen Cortex keine Regulation der RNA des ATXN3. Auch die
mutASO konnte im Western Blot keine Reduktion des ATXN3 erreichen. Dies steht im
Gegensatz zu den Ergebnissen der anderen ASO-Studien in der SCA3, in welchen durch
die ASO-Applikation eine Reduktion des Erkrankungsproteins von iiber 50% in den
Hauptpathogenese-Orten erreicht werden konnte (Moore et al., 2017) oder eine
signifikante Menge an verdndertem ATXN3 mittels Exon-Skip gebildet wurde (Toonen
et al., 2017). Bei der Diskussion der Unterschiede der Wirksamkeit ist zuerst der
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Studienaufbau bzw. das Studiendesign zu beleuchten. Bereits das Applikationsverfahren
hat einen entscheidenden Einfluss auf den Erfolg bzw. die Wirksamkeit der Therapie. In
unseren beiden Studien wurde als Applikationsmethode genauso wie in den
vergleichbaren ASO-Studien zur SCA3 die stereotaktische Injektion in die lateralen
Hirnventrikel verwendet. Es finden sich Studien, die unilateral injiziert haben (Moore et
al., 2017) oder die ASOs wie bei uns bilateral verabreicht haben (Toonen et al., 2017).
Aufgrund der Verbindung der beiden Ventrikel ist fraglich, ob sich dadurch Unterschiede
in der Verteilung der ASOs ergeben haben oder ob die ASOs jeweils gleichmifig durch
die Liquorzirkulation im Gehirn verteilt wurden. Alle Studien verwendeten hemizygote
Tiere desselben bekannten WT/YAC84Q-Mausmodell der SCA3. McLoughlin et al.
untersuchten weiterhin den Effekt ihrer wirksamsten ASO in homozygoten YAC84Q-
Maiusen, da diese einen deutlicheren Motorphidnotyp ausprdgen (McLoughlin et al.,
2018). Ein weiterer Aspekt, der beim Vergleich der Studienprotokolle auffillt, ist die
Auswahl der Koordinaten fiir die stereotaktischen Injektionen. Diese sind in Tabelle 4.3

zu erkennen.

Tabelle 4.2 Koordinaten der ICV-Injektionen in den SCA3 ASO-Studien

Koordinaten in Bezug zu | Studie 1 Studie 2 (Moore et | (Toonen et
Bregma al., 2017) al., 2017)
Medial-lateral +2,6 mm +0,26 mm 1 mm 1 mm
Anterior-posterior 0,9 mm, 0,9 mm 0,3 mm, 0,2 mm
Dorsal-ventral -2,3 mm -2,3 mm -3 mm -2,2 mm

Es fillt auf, dass unsere Koordinaten vor allem in Studie 1 lateraler sowie weiter posterior
als in den vergleichbaren Protokollen ausfallen. Grundsétzlich sollen in allen Studien die
Ventrikel der Mausgehirne erreicht werden, um die Zirkulation des Liquor
cerebrospinalis zur Verteilung der ASOs im Gehirn zu nutzen. Da in allen drei
verglichenen Studien dasselbe Mausmodell der WT/Y AC84Q-Mause verwendet wurde,
kann grundsitzlich davon ausgegangen werden, dass sich die Ventrikel an derselben
Stelle befanden. Dennoch haben auch das Alter - solange sich die Tiere noch im
Wachstum befinden - und die GroBe der Tiere einen nicht zu unterschitzenden Einfluss

auf die Lage und Ausdehnung der Ventrikel. In unseren Studien wurden die Tiere im
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Alter von 7-10 Wochen (allel-unspezifisch) bzw. 10-12 Wochen (allel-spezifisch)
behandelt. Bei Moore et al. und bei McLoughlin et al. waren die Tiere 8 Wochen und bei
Toonen et al. zwischen 2 und 2,5 Monaten alt (McLoughlin et al., 2018; Moore et al.,
2017; Toonen et al., 2017). Auch diese Altersunterschiede konnten verschiedene
Koordinaten bedingen. Ebenso die dreidimensionale Ausdehnung der Ventrikel vor allem
in der anterior-posterioren Achse konnen die Unterschiede der Koordinaten begriinden.
Dennoch wiére eine mogliche, wenn auch unwahrscheinliche Erklarung der ausbleibenden
Regulation, dass wir nicht den Ventrikel getroffen haben, sondern das Gehirngewebe
daneben.

Von Martier et al. ICV-applizierte mikroRNAs, die ATXN3 regulieren sollten, wurden
mit der Liquorzirkulation nicht gut im Gehirn verteilt (Martier et al., 2019). Auch eine
unzureichende Distribution der ASOs ist als mogliche Ursache der ausbleibenden
Wirksamkeit in unseren Studien anzusehen, auch wenn es in den vergleichbaren ASO-
Studien keinen Anhalt dafiir gab (Moore et al., 2017). Eine bessere Konzentration in den
Hauptpathogenese-Orten des Cerebellums und Hirnstammes konnte mithilfe von
Injektionen in die Cisterna Magna oder die direkte Injektion in die tiefen cerebelldren
Kerne erreicht werden (Martier et al., 2019). Allerdings stellt sich dabei die Frage der
Ubertragbarkeit auf den Menschen, bei welchem dieser Zugangsweg nicht denkbar wiire
aufgrund der Ndhe zum gesamten Hirnstamm und der Gefahr, vital wichtige Strukturen
zu verletzen. Perspektivisch sind sogenannte Exosomen in der Entwicklung, die als
Transportpartikel Substanzen wie mikroRNA {iber die Bluthirnschranke transportieren
sollen (Conceicao et al., 2016; Tang et al., 2023). Fraglich ist hier, inwiefern diese
Exosomen auch fir ASOs verwendet werden konnen. Es konnte aber durchaus ein
vielversprechender Ansatz sein, da die ASOs intravends appliziert werden konnen, was

schonender und komplikationsloser als die Applikation direkt ins ZNS ist.

Weiterhin fillt beim Vergleich unserer Studien mit den anderen ASO-Studien in der
SCA3 auf, dass unsere ASO-Dosis deutlich unter den anderen verwendeten Dosen lag.
Wir verwendeten bei den allel-unspezifischen ASOs Dosen von 10, 30 und 100 pg bzw.
30 und 60 pg bei den allel-spezifischen ASOs. In der Studie von Moore et al. wurden 500
ng an ASO appliziert (Moore et al., 2017), bei Toonen et al. 500 pg sowie danach zweimal

250 pg, sodass insgesamt 1 mg appliziert wurde (Toonen et al., 2017). Dies konnte eine
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mogliche Erklidrung der Tatsache sein, dass wir bei keiner unserer ASOs eine signifikante
Reduktion der Ataxin-3 RNA oder des ATXN3 finden konnten, in anderen Studien
dagegen schon (Moore et al., 2017; Toonen et al., 2017). Diese Hypothese wird dadurch
bestérkt, dass das Ausmal} der Regulation in den anderen Studien dosisabhédngig zu sein
schien (Toonen et al., 2017). Dagegen ist einzuwenden, dass die erwihnten Studien ASOs
der 2. Generation verwendet haben, wihrend in unseren Studien ASOs der 3. Generation
zum Einsatz kamen. Diese Unterschiede in den chemischen Modifikationen wurden
bereits im Zusammenhang mit der Toxizitdt diskutiert. (Lauffer et al., 2024; Mansoor &
Melendez, 2008; Oberemok et al., 2018). Ein Vorteil der ASOs dritter Generation ist die
niedrigere bendtigte Konzentration, da die chemischen Modifikationen die Stabilitidt und
die zelluldre Aufnahme verbessert haben. Aulerdem weisen diese ASOs eine erhohte
Affinitdt fir ihr Target auf, sodass weniger zur Regulation benétigt wird (Interne
Kommunikation mit pharmazeutischer Firma). Es konnte jedoch auch sein, dass sich die
angestrebte verbesserte Wirksamkeit in vivo nicht bewéhrt hat.

In unserer allel-unspezifischen Studie untersuchten wir die Wirksamkeit mittels qRT-
PCR, indem wir schauten, ob die Expression der Ataxin-3 mRNA durch die Therapie
reduziert wurde. In den beiden vergleichbaren Studien konnte bereits in der qPCR eine
gute Reduktion der Ataxin-3 mRNA durch die ASO-Therapie beobachtet werden. Im
Falle unserer allel-spezifischen Therapie untersuchten wir die Proteinexpression des
mutATXN3 im Western Blot, wobei ebenfalls keine Regulation zu erkennen war. Durch
den Western Blot konnte in den anderen ASO-Studien in der SCA3 eine Verdnderung der
Expression des mutanten ATXN3 detektiert werden (McLoughlin et al., 2018; Moore et
al., 2017; Toonen et al., 2017). Die gewéhlten biochemischen Methoden waren also die
richtigen, um eine Regulation zu zeigen.

Ferner ist anzumerken, dass fiir unsere Studie 2 mit den allel-spezifischen ASOs in vitro
Vorstudien an induzierten Neuronen aus Patientlnnen zur wtASO und mutASO
durchgefiihrt wurden (Hauser et al., 2022). Es zeigte sich fiir die wtASO, dass die
Regulation bis zum 4. Tag immer groer wurde, danach aber bereits wieder sank, sodass
sie am 10. Tag nicht mehr nachweisbar war. Die mutASO dagegen zeigte auch nach 10
Tagen noch eine stabile Reduktion des mutanten ATXN3. Nach wiederholten Gaben
konnte gezeigt werden, dass die Level des mutanten ATXN3 nach 3 Wochen wieder

stiegen und erst nach 8 Wochen die Proteinlevel wie vor der Gabe erreichten (Hauser et
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al., 2022). In unserer Studie zu den allel-spezifischen ASOs wurden die Tiere 4 Wochen
nach den Injektionen prépariert. Eventuell konnte eine (geringe) Regulation stattgefunden
haben und es wurde wieder neues ATXN3 nachgebildet. Es konnte aulerdem sein, dass
die ASOs in vitro langsamer abgebaut werden als in vivo. Dies konnte dadurch erklart
werden, dass die ASOs in vitro in einer anderen relativen Dosis verabreicht wurden.
Wahrscheinlich erscheint dies jedoch nicht, da die Zeit zwischen Injektionen und
Gewinnung der Gehirne auch in vergleichbaren ASO Studien 4 Wochen (Moore et al.,
2017) bzw. 3,5 Monate nach der letzten von insgesamt 3 gestaffelte Injektionen betrug
(Toonen et al., 2017). Es sollte also auch in vivo von einer gewissen Stabilitit der ASOs
und einem andauernden Effekt ausgegangen werden. Der Unterschied der Wirksamkeit
zwischen den in vitro und in vivo Verfahren sollte in weitergehenden systematischen
Studien beleuchtet werden. Sicherlich besteht weiterhin die Hoffnung, dass die hier
analysierten ASOs durch weitere Verbesserungen und Anpassungen der Dosis, der
chemischen Modifikationen und der Sequenzen doch noch zu vielversprechenden

Therapiekandidaten werden konnten. Dies miisste in weiteren Studien untersucht werden.

Zusétzlich ist zu bedenken, dass eine gute Wirksamkeit und geringe Toxizitdt in
embryonalen humanen Stammzellen sowie im Tiermodell letztlich keine Garanten fiir die
gleiche Wirkung beim Menschen sind. Die in den préiklinischen in vivo Studien gut
vertriagliche und wirksame ASO der Gruppe um Moore und McLoughlin erreichte die
Phase I Studie, diese wurde jedoch vorzeitig abgebrochen. Die genauen Griinde dafiir
sind nicht bekannt (McLoughlin et al., 2018; Moore et al., 2019; Moore et al., 2017)
(NCT05160558). Weitere bereits durchgefiihrte bzw. angefangene klinische Studien mit
ASOs in der Huntington-Erkrankung wurden abgebrochen, obwohl auch sie
vielversprechende priklinische Daten geliefert hatten (Rook & Southwell, 2022). Ein
Grund war ein zu geringer Nutzen beim erhohten Risiko durch die Therapie. Es wird
diskutiert, ob die Liquorzirkulation bei der tiefen lumbalen Applikation der ASOs nicht
ausreicht, die ASOs bis ins Cerebrum zu verteilen. Ein weiterer zu beachtender Aspekt
ist, dass es sich um ASOs der 2. Generation handelte, welche sich oft im humanen

Organismus als nicht potent genug erweisen (Rook & Southwell, 2022).
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Da ASOs leicht herzustellen, nur aktuell in der klinischen Testung und Anwendung noch
aufwindig sind, stellen sie eine vielversprechende Aussicht auf Therapien seltener
Erkrankungen dar (Lauffer et al., 2024). Mittlerweile bieten ASOs in einigen wenigen
Féllen sogar die Mdglichkeit fiir n=1 Studien und Therapien. So im Falle der ASO
Milasen, die fiir ein Kind entwickelt wurde, das an einer neu beschrieben Erkrankung,
der Neuronalen Ceroid Lipofuscinosis 7, einer Form der Batten’s Erkrankung, litt. Die
Entwicklung der ASO dauerte nur ein Jahr, bis sich ihr Einsatz im Patienten wirksam
zeigte (Kim et al., 2019). Es gibt immer mehr solcher Berichte von ASOs, die fiir den
Einzelfall entwickelt wurden (Lauffer et al., 2024). Dies zeigt, wie individualisiert ASO-
Therapien sein kdnnen.

In Reviews wurde mehrfach diskutiert, was fiir eine erfolgreiche Therapie der SCA3 in
PatientInnen notwendig wére (Costa, 2020; Lauffer et al., 2024; Stahl et al., 2024). So ist
ein Vorteil einer monogenetischen Erkrankung, dass Gentrager in betroffenen Familien
durch die genetische Testung auf das krankheitsverursachende Gen schon frith
diagnostiziert werden konnen. Eine Therapie wire bereits vor Auftreten von Symptomen
moglich (Costa, 2020). Wie bereits in den Kapiteln zu RNA und Protein dargestellt ist,
wurden mehrere Erklarungen der Pathophysiologie der SCA3 aufgezeigt. Es stellt sich
die Frage, auf welcher Ebene man eine gute Therapie ansetzen sollte. Am hilfreichsten
wére es, nicht erst das Protein zu adressieren, sondern bereits vorher einzugreifen.
Moglich wire es, auf RNA-Ebene anzusetzen. In Studien zeigte sich, dass auch die
mutante RNA unabhingig vom Protein an der Entstehung der SCA3 mitwirken kénnte
(L1 et al., 2008). AuBler den ASOs gibt es auch andere gentherapeutische Ansitze auf
RNA-Ebene. Klinische Studien zum im Tiermodell vielversprechenden Therapieansatz
mit sSiRNA wurden von den klinischen Kolleglnnen allerdings unterbunden. Die siRNA
verbleibt aufgrund ihres Wirkprinzips dauerhaft im Korper, wenn sie einmal eingebracht
wurde. Dies wire bei Patientlnnen problematisch, da mdgliche toxische Effekte nicht
wieder abklingen konnten. Auflerdem stehen die mit siRNA behandelten Patientlnnen
nicht mehr fiir weitere klinische Studien zur Verfligung. Aufgrund der geringen Anzahl
an Patientlnnen in der SCA3 wire dies nachteilig fiir die SCA3-Forschung. Diese
Tatsache bestétigt sich auch in einer Datenbanksuche zu aktuell laufenden oder
abgelaufenen klinischen Studien in der SCA3 mit siRNA. Ebenso sieht es fiir klinische
Studien mit mikroRNA oder shRNA aus. Fiir die Eingabe der Stichworte SCA3 +
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Antisense Oligonukleotide findet sich ein Treffer (NIH, 2024a), wohingegen die Eingabe
SCA3 + siRNA (NIH, 2024d) oder mikroRNA (NIH, 2024b) oder shRNA (NIH, 2024c)
keinen Treffer ergab.

Ferner konnte man auf Ebene der DNA eingreifen. Dort werden sehr starke Gentherapien
benotigt, die das Genom verdndern und dadurch einen grofen und unumkehrbaren
Eingriff darstellen. Eine Mdglichkeit stellt die DNA-Nuklease Crispr-Cas9 dar. Sie wurde
bereits erfolgreich in pluripotenten Stammzellen der SCA3 getestet. (He et al., 2021).
Dennoch ist die Anwendung am Menschen (im Moment) nicht umsetzbar, da potenzielle
Off-Targets sehr schwierig zu kontrollieren sind sowie auch der ethische Aspekt fiir
solche das Genom verdndernde Therapien zu beachten ist. Insofern scheint der

Therapieansatz auf RNA-Ebene aktuell am vielversprechendsten.

Mit der andauernden Entschliisselung des menschlichen Genoms und damit auch der
Entdeckung weiterer Erkrankungsgene werden sich hoffentlich immer mehr
Maglichkeiten geben, ASOs zur Therapie zu nutzen. Der Bereich der neurodegenerativen
Erkrankungen stellt nur einen Ausschnitt des Anwendungsbereiches dieser Therapeutika
dar. In diesem Feld sind sie aber besonders bedeutsam, da es sich um heutzutage
unheilbare Erkrankungen handelt. Dennoch muss ausdriicklich auf die Limitierungen
hingewiesen werden. Eine ASO-Therapie beinhaltet immer das Risiko von Off-Targets.
Durch die Entschliisselung des menschlichen Genoms kann bereits bei der Entwicklung
der Substanzen eine prizisere Vorhersage dieser stattfinden, dennoch koénnen sie
abschlieflend erst im Organismus festgestellt werden. AuBBerdem sind auch die nicht durch
den Mechanismus bedingten Off-Target-Effekte beispielweise durch die Bindung der
Substanzen an Proteine oder andere Zellbestandteile zu beriicksichtigen. Ferner sind
ASOs zwar eine kausale Therapie, sie sind jedoch nicht heilend. Die PatientInnen tragen
weiterhin das Erkrankungsgen, welches durch die Therapie kontrolliert wird. Dennoch
konnen die Tragerlnnen dieses Gen weitervererben, worauf explizit hingewiesen werden
muss (Lauffer et al., 2024). Auch die Langzeiteffekte der Gentherapien bei regelméfiger
ASO-Applikation miissen zukiinftig tiefergehend beurteilt werden.

Im Hinblick auf die chemische Gestaltung der ASOs wird es wohl in den ndchsten Jahren
neue Entwicklungen geben, damit diese effizienter werden. Die Dosen sollen reduziert

werden. Ebenso wird gehofft, die Toxizitdt weiter zu senken. Beispielsweise werden
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aktuell neue chemische Modifikationen der ASOs entwickelt, welche speziell die
Neurotoxizitit verringern sollen (Matsubayashi et al., 2024). Moglicherweise werden
auch die chemischen Modifikationen der Basen, im Speziellen der Guanine,

weiterentwickelt, um die sequenzbedingte Neurotoxizitit zu verringern.

Insgesamt zeigen die im Rahmen dieser Promotion durchgefiihrten Studien, dass auch in
vitro vielversprechende Ergebnisse in vivo nicht wirken konnen. Ebenso konnen
unerwartete Unvertraglichkeitsreaktionen vorkommen. Eine graphische
Zusammenfassung der Ergebnisse dieser Promotion ist in Abbildung 4.1 als

Netzdiagramm dargestellt.

Abbildung 4.1 Ergebnisse der in dieser Promotion durchgefiihrten ASO-Studien

In der Abbildung ist eine graphische Zusammenfassung der Erkenntnisse durch die im Rahmen
dieser Promotion untersuchten ASOs als Netzdiagramm dargestellt. Die Achse in der Mitte gilt
fiir die 5 Kriterien, die aufien an den Ecken des Netzes aufgetragen sind. Die untersuchten
Kriterien sind der Einfluss der ASO auf das Gewicht und den Phdnotyp, die ASO-assoziierte
Toxizitdt, Auffdlligkeiten in der Prdparation sowie die Regulation entweder der Ataxin-3-RNA
oder des ATXN3. Der Wert 1 wurde vergeben, wenn kein Einfluss durch die ASO zu finden war.
Der Wert 2 wurde fiir einen leichten, der Wert 3 fiir einen mittelmdfigen und der Wert 4 fiir einen
starken Einfluss der ASO verteilt. Die Bewertung der ASOs erfolgte auf Grundlage der Tabellen
3.11 und 3.18 der Ergebnmiskapitel. Die farbigen Fiinfecke entsprechen den Ergebnissen der
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ASOs. Man erkennt auf den ersten Blick, dass keine aufier der allel-unspezifischen ASO 3 im
Frontalen Cortex eine Regulation erreichen konnte. Dafiir zeigten sich grofie Unterschiede in
Bezug auf die Toxizitdt. Diese war besonders ausgeprdgt fiir die mutASO. Ebenso konnte eine
leicht erhohte Toxizitdt fiir ASO 4 und die Roche-ASO festgestellt werden. Auch konnte eine
Unvertrdglichkeitsreaktion erkennbar im Gewicht und dem Phdnotyp fiir die wtASO sowie fiir
ASO 3 erkannt werden. Die mutASO und wtASO wiesen aufserdem Auffdlligkeiten bei der
Priparation auf, diese waren vor allem stenotische und iiberblihte sowie infarzierte
Darmschlingen.

Hypothesen fiir die abgesehen von ASO 3 im Frontalen Cortex ausbleibende Regulation
wurden besonders mit Augenmerk auf die Generation, die Injektionsstelle und die Zeit
zwischen Injektionen und Prdparation der Gehirne beleuchtet. Die unerwartet starke
toxische Reaktion der mutASO im allel-spezifischen Ansatz reichte {iber den bekannten
Rahmen einer akuten Neurotoxizitdt hinaus. Es konnte ein Zusammenhang zwischen der
ASO-Sequenz und einer immunologischen oder systemischen Reaktion bestehen. Diese
Erklarungen decken allerdings nicht das gesamte Ausmalf} der Unvertréglichkeitsreaktion
ab. Daher wiren tiefergehende, systematische Studien notwendig, um den Grund der
Toxizitdt vollstindig nachzuvollziehen. Nichtsdestotrotz scheint ein allel-spezifischer
Ansatz zukunftsreich, da sich auch zeigte, dass die sehr dhnliche ASO von Toonen et al.
gut wirksam und vertriglich war (Toonen et al., 2017). Es wire also denkbar, dass man
bereits mit leichten Anpassungen der ASO-Sequenz und ihrer chemischen
Modifikationen das gewiinschte Ziel erreichen kann. Auch hier wiren weitere Studien

sinnvoll und spannend.
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5 Zusammenfassung

Die Spinocerebelldre Ataxie Typ 3 (SCA3) ist eine neurodegenerative, genetisch bedingte
Erkrankung aus dem Formenkreis der Polyglutamin-Erkrankungen. Die zugrunde
liegende Mutation ist eine Expansion der CAG-Sequenz im zugehorigen Ataxin-3 Gen,
durch welche im entsprechenden Protein eine Polyglutamin-Kette entsteht. Diese
beeinflusst die Proteinfaltung so, dass es zu Proteinaggregaten in verschiedenen
motorischen Zentren des Gehirns wie dem Cerebellum, dem Hirnstamm und den
Basalganglien kommt. Diese Aggregate scheinen zur Neurodegeneration beizutragen,
welche im Verlauf auftritt. Dies bewirkt einen Koordinationsverlust, der innerhalb von
10-15 Jahren zur Immobilitdt fiihrt. Die Patientlnnen versterben vor allem an
Aspirationspneumonien und Infektionen. Aktuell stehen nur symptomatische Therapien
zur Verfiigung, wie intensive Physiotherapie oder Medikamente aus dem Bereich der
Parkinsonbehandlung. Zur kausalen Behandlung werden daher Gentherapien immer
attraktiver.

In dieser Promotion wurden zwei Ansdtze mit Antisense-Oligonukleotiden (ASOs)
getestet, die die mRNA des Ataxin-3 binden und mittels Rekrutierung der RNAseH1
abbauen sollten, sodass konsekutiv auch das Protein Ataxin-3 herunterreguliert werden
sollte. Dafiir wurde das SCA3 WT/YAC84Q-Mausmodell verwendet, da dieses den
humanen Genlocus des Ataxin-3 mit allen regulatorischen Elementen exprimiert. Der
erste Ansatz wurde allel-unspezifisch entwickelt, sodass die ASOs sowohl das mutante
als auch das wildtypische ATXN3 regulieren sollten. Dies ist vertretbar, da sich in
Tiermodellen gezeigt hat, dass ATXN3 fiir eine normale Zellfunktion nicht obligat zu
sein scheint. In einem zweiten Ansatz wurden allel-spezifische ASOs getestet, die den
Polymorphismus ¢.987G>C binden. Dieser ist mit der CAG-Sequenz assoziiert und liegt
bei 70% der Patientlnnen weltweit vor. Der SNP wird auch in der WT/Y AC84Q-Maus
abgebildet. Durch die sogenannte mutASO sollte nur das mutante ATXN3 reguliert
werden, nicht jedoch das wildtypische. Die ASOs wurden im Alter von 7-10 bzw. 10-12
Wochen jeweils mittels intracerebroventrikuldrer Injektion in die Gehirne der
Versuchstiere eingebracht, um durch die Liquorzirkulation im ZNS verteilt zu werden.
Nach 7 bzw. 4 Wochen wurden die Gehirne prépariert. Im Falle der allel-unspezifischen
ASOs wurden die Expressionslevel der RNA des mutanten 47XN3 mittels qRT-PCR

bestimmt. In der Studie der allel-spezifischen ASOs wurden die Expressionslevel des
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humanen ATXN3 mittels Western Blot analysiert. AuB3er flir die allel-unspezifische ASO
3 im Frontalen Cortex konnte keine signifikante Regulation beobachtet werden. Als
mogliche Erkldrungen ist besonders auf die genaue Injektionsstelle, die chemischen
Modifikationen, die Generation und die Dosis der ASOs sowie die Zeit zwischen
Injektion und Priparation einzugehen.

Die allel-unspezifischen ASOs wurden gut vertragen. Die meisten beobachteten
Auffalligkeiten zum Gewicht sowie dem Phénotyp konnten ebenso in der Kontrollgruppe
festgestellt werden und schienen daher im Zusammenhang mit dem OP-Verfahren zu
stehen. Im Falle der mutASO dagegen wurde eine starke konzentrationsabhidngige
(Neuro-)Toxizitét festgestellt. Diese zeigte sich vor allem im Phianotyp durch Tremor und
reduzierte koordinatorische Féhigkeiten, welche im Wirehang-Test auffielen. Als
mogliche Ursache ist auch hier die Injektionstechnik zu diskutieren. Die direkte
Applikation ins Gehirn ist mit einem hohen OP-Risiko und der Gefahr einer
Immunreaktion verbunden. Weiterhin ist ein Zusammenhang zwischen der chemischen
Struktur der ASOs und erhohter Toxizitdt beschrieben. Es ist bekannt, dass eine erhohte
Guanin-Anzahl in der Sequenz der ASO zu einer starken akuten Neurotoxizitét fithren
kann. Die Toxizitidt der mutASO entwickelte sich jedoch nicht nur akut, sondern auch
iiber einige Tage hinweg. Als Erklarung konnte eine systemische Reaktion in Betracht
gezogen werden. Es ist zu diskutieren, ob es zusétzlich zur akuten auch eine langfristige
Neurotoxizitét gibt, die so bisher noch nicht beschrieben wurde. Auflerdem sind das Alter
und Gewicht sowie die transgene Mauslinie als weitere Faktoren der Toxizitdt zu
beleuchten. Aktuell werden dazu erste systematische Toxizitdtsstudien in Mausmodellen
neurodegenerativer Erkrankungen veroffentlich. Jedoch ist das Wissen iiber die

Unvertraglichkeitsreaktion beim Menschen noch sehr begrenzt.

Zusammenfassend liefern die hier dargestellten Studien potenzielle Hypothesen zur
Klarung der Frage, wieso in vitro vielversprechende Therapieansdtze in vivo nicht
wirksam sind. Weiterhin wird die Frage aufgeworfen, wodurch die Toxizitdt der allel-
spezifischen ASOs genau verursacht wird und besonders wodurch die langfristige
Komponente der (Neuro-)Toxizitdt bedingt ist. Um diese Fragen abschlieBend zu kliren,

wiren weitere systematische Untersuchungen notwendig.
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Anhang

Anhang

Tabelle A Scoresheet fiir die postoperative Nachsorge in HG07-21G

Beobachtung Punktewertung ?fl_t_l_l_lfl
Korpergewichtin g g
Keine Verdnderung 0
Anderung < 5% 1
Gewichtsreduktion 5-10% 5
Gewichtsreduktion 11-<20% 10
Gewichtsreduktion > 20% 20
IT Allgemeinzustand
Fell glatt, glanzend; Korperdffnungen sauber; Augen klar, glénzend 0
Felldefekte (verminderte oder iibersteigerte Korperpflege) 1
Fell stumpf, ungeordnet, ungepflegte Korperoffnungen, Augen triib 5
und/oder erhdhter Muskeltonus
Schmutziges Fell, verklebte oder feuchte Korperdffnungen, unnormale 10
Haltung, Augen triib und/oder hoher Muskeltonus
Krampfe, Lihmungen (Rumpfmuskulatur, Extremitéten), 20
Atemgerdusche oder Untertemperatur
IIT Spontanverhalten
normales Verhalten (Schlafen, Reaktion auf Anblasen und 0
Beriihrung, Neugier, Sozialkontakte)
geringe Abweichungen vom Normalverhalten (einer oder mehrere der
folgenden Aspekte: Schlafen, Reaktion auf Anblasen und Beriihrung, | 1
Neugier, Sozialkontakte)
eingeschriankte Motorik oder Hyperkinetik 5
Isolation, Lethargie; ausgepragte Hyperkinetik bzw. 10
Verhaltensstereotypien; augenscheinliche Koordinationsstérungen
Schmerzlaute beim Ergreifen, Automutilation (Autoaggression) 20
IV Wundheilungsstéorungen
Normal (keine Anzeichen einer Infektion, Naht intakt) 0
Zeichen einer Infektion (Wunde sieht gerdtet oder geschwollen aus, 15
Austritt von Fliissigkeit, Eiter oder Blut)
Bewertung, Mafinahmen Punktsumme
Belastungsgrad 0 = keine
Belastung Normal 0
sorgfiltig weiter beobachten (1x tédgl.), evtl.
Belastungsgrad 1 = | unterstiitzende = MaBnahmen  (Nassfutter, 129
geringe Belastung Wiérmezufuhr) und tierdrztliche Versorgung
(Analgesie, Antibiotikum)
_ | Tierdrztliche Versorgung, wenn innerhalb von
E?tl?eslm rl;%lsigiagelasztun | 12 Stunden trotz Medikation keine Besserung | 10-19
gradig € | Eintritt: Euthanasie
Humaner Endpunkt Sofortige Euthanasie 20
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Anhang

Tabelle B Scoresheet fiir die postoperative Nachsorge in HG06-21G

Beobachtung Punktewertung Efl_t_l_l_lfl
Korpergewicht in g g
Keine Verdnderung 0
Anderung < 5% 1
Gewichtsreduktion 5-10% 5
Gewichtsreduktion >10-20% 10
IT Allgemeinzustand
Fell glatt, glanzend; Korperdffnungen sauber; Augen klar, glinzend 0
Felldefekte (verminderte oder iibersteigerte Korperpflege) 1
Fell stumpf, ungeordnet, ungepflegte Korperdffnungen, Augen triib 5
und/oder erhohter Muskeltonus
Schmutziges Fell, verklebte oder feuchte Korperdffnungen, unnormale 10
Haltung, Augen triib und/oder hoher Muskeltonus
IIT Spontanverhalten
normales Verhalten (Schlafen, Reaktion auf Anblasen und 0
Beriihrung, Neugier, Sozialkontakte)
geringe Abweichungen vom Normalverhalten (einer oder mehrere der
folgenden Aspekte: Schlafen, Reaktion auf Anblasen und Beriihrung, | 1
Neugier, Sozialkontakte)
Augenscheinlich eingeschrinkte Motorik oder Hyperkinetik 5
Isolation, Lethargie; ausgepragte Hyperkinetik bzw. 10
Verhaltensstereotypien; augenscheinliche Koordinationsstérungen
IV Wundheilungsstorungen
Normal (keine Anzeichen einer Infektion, Naht intakt) 0
Wunde sieht gerdtet oder geschwollen aus 5
Zeichen einer Infektion (Austritt von Fliissigkeit, Eiter oder Blut) 10
Bewertung, Mafinahmen Punktsumme
Belastungsgrad 0 = keine Normal 0
Belastung
_ | sorgfiltig weiter beobachten (Ix tigl),
B:jfrftgngzg :t(llm ! unterstiitzende ~ MaBnahmen  (Nassfutter, | 1-4
gering & Wiérmezufuhr) und ggf. tierdrztlicher Rat
_ | tierdrztliche Versorgung, wenn innerhalb von
Eleii?eslm ;zlflsigrea]gelaiun 12 Stunden trotz Medikation keine Besserung | 5-9
gradig € | Eintritt: Euthanasie
Belastungsgrad 3 Sofortige Euthanasie 10
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Abbildung A RNA-Expressionslevel im Cerebellum mit Ausreifyerwerten.

In der Abbildung sieht man die Expressionswerte der RNA des Ataxin-3 im Cerebellum aufgeteilt
nach Behandlungsgruppen vor Ausschluss der AusreifSerwerten. Die x-Achse stellt jeweils die
applizierte ASO-Menge dar. Auf der y-Achse ist das Expressionslevel im Bezug zur
Kontrollgruppe mit Saline abgebildet. In der Saline-Gruppe zeigte sich bereits graphisch ein
stark abweichender Werte, welche sich in der statistischen Analyse als signifikanter
Ausreiflerwert bestdtigte.
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Abbildung B RNA-Expressionslevel im Frontalen Cortex mit Ausreifierwerte.

In der Abbildung sieht man die Expressionswerte der RNA des Ataxin-3 im Frontalen Cortex
aufgeteilt nach Behandlungsgruppen vor Ausschluss der Ausreifferwerten. Die x-Achse stellt
Jjeweils die applizierte ASO-Menge dar. Auf der y-Achse ist das Expressionslevel im Bezug zur
Kontrollgruppe mit Saline abgebildet. In der 10 ug Gruppe der ASO 1 sowie der 30 ug der ASO3
zeigen sich bereits graphisch stark abweichende Werte, welche sich in der statistischen Analyse

als signifikante Ausreifierwerte bestdtigten.
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