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1 Einleitung

1.1 Vorbemerkung

Die Huntington-Erkrankung (HD) ist eine erbliche unedegenerative Erkrankung des
Zentralnervensystems (ZNS) [1]. Eine Untergruppeeseii Erkrankungen sind die
Polyglutaminerkrankungen, von denen bisher mindesteun unterschiedliche bekannt sind,
z. B. die Spinobulbare Muskulare Ataxie und die nBperebellaren Ataxien [2]. Alle

Polyglutaminerkrankungen sind auf die Verlangerenger Polyglutaminsequenz in einem
krankmachenden Protein zurtckzufiuhren. In die Geugipser Erkrankungen fallt auch HD.

Hier trifft die Verlangerung der Polyglutaminseqaeatas Protein Huntingtin (Htt) [3].

1.2 Geschichtlicher Abriss der HD-Forschung

Am 13. April 1872 vertffentlichte der New Yorker ZrGeorge Huntington im ,Medical and
Surgical Reporter* einen Artikel, in dem er anhandehrerer Familien eines
Patientenkollektivs auf Long Island eine Erkrankungeschrieb, als deren
Hauptcharakteristika er neben choreatischen Bewgsgtdrungen (i) ihren erblichen
Charakter, (i) die Tendenz zu rrsinn® und Suizidnd (iii) ihr Auftreten im
Erwachsenenalter darstellte. Somit beschrieb er s@iner einzigen und zugleich
bahnbrechenden Veréffentlichung die spater nach li@mannte Erkrankung erstmals als
eigenstandige klinische Entitdt und grenzte sie vamderen Formen choreatischer
Bewegungsstorungen ab. Als Chorea bezeichnet marwidgend im Wachzustand
ausgefuhrte, unwillkirliche, plétzliche, rascheragelmaliige Bewegungen der Extremitaten,
des Gesichtes, des Halses und des Rumpfes, dihsowBuhe als auch bei willkirlichen
Bewegungen auftreten [4]. Zwar hatte es auch vaR1@nige Verotffentlichungen zu der
Erkrankung gegeben (Waters 1842, Gorman 1848, L18&D, Lyon 1863, Einzelheiten
siehe [5]), doch war keine davon so stringent uréipe wie der von Huntington publizierte
Artikel. Als Hausarzt war Huntington in die FuRdtEp seines Vaters und Groldvaters
getreten, hatte deren Praxis und Patienten Ubereomso dass Uber drei Generationen der
Familie ein zusammenhéangender klinischer Beobagsueitraum von 78 Jahren entstand,
was dem damals erst 22-jahrigen sogar erlaubteksRiltisse auf die Vererbung der
Erkrankung zu ziehen.

Es dauerte allerdings weitere 36 Jahre, bis Purl®€i8 die Erkrankung dem autosomal-

dominanten Erbgang nach Mendel zuordnete. Zware histéndel sein Werk Uber die



Vererbungslehre bereits 1865 publiziert, doch war ie der Zwischenzeit wieder in

Vergessenheit geraten.

Die HD-Forschung nahm in den folgenden Jahrzehstemohl in den USA als auch in

Europa kontinuierlich zu, wobei sich das Hauptangetk durch die stetige

Weiterentwicklung der Naturwissenschaften von eheuaropathologischen Betrachtungen
immer mehr zu molekularbiologischen, pharmakoldgesc und biochemischen Aspekten
verschob. Im Jahr 1963 wurde erstmals bekannt,etagsden Dorfern der Zulia-Region rund
um den Maracaibo-See in Venezuela die weltweit tgré®zahl von Erkrankungsfallen gibt,

die auf einen gemeinsamen Vorfahren zurtickzufiibned. Der Stammbaum umfasst mehr
als 10.000 Individuen mit tber 100 lebenden Erkramk Unterstitzt durch die Hereditary
Disease Foundation begann 1981 das so genannteié&adrojekt, bei dem durch jahrliche
Besuche eines internationalen Forscherteams dert&ill Stammbaume dieser Population
aufgezeichnet und klinische Langzeitbeobachtungénbesonderem Fokus auf mdgliche
homozygote Formen der Erkrankung aufgestellt wurdémsatzlich wurden Blutproben

archiviert, aus denen die Isolation von DNA undliddturen vorgenommen werden konnte.
Basierend auf diesem Material gelang der neu gegtén ,Huntington’s Disease

Collaborative Research Group“ (HDCRG) dann 1993 Kdarchbruch, indem das krank

machende GelT15 auf dem kurzen Arm von Chromosom 4 identifizieurde [5].

Trotz grofRer Fortschritte bei der Erforschung dekr&hkung in den Jahren nach dieser
bahnbrechenden Entdeckung bleibt der genaue Pathamiemus aber nach wie vor unklar.

AulRerdem gibt es noch immer keine wirksame Therapie

1.3 Kilinische Symptomatik von HD

Die HD ist eine erbliche neurodegenerative Erkraugkdes Zentralnervensystems [1]. Die
Erkrankung hat eine Inzidenz von 3 bis 4 zu 100.00@ bricht im Mittel zwischen dem 35.

und dem 50. Lebensjahr aus [6]. Der jingste jematsrsuchte Patient war zum Zeitpunkt
des Auftretens der Erkrankung 2 Jahre alt, des@t®litte 80 [3]. Zahlreiche Studien haben
deutlich gemacht, dass die Krankheit umso frihegirtoe, je gréRer die Anzahl der

Polyglutaminwiederholungen ist [7-9].

Klinisch ist HD charakterisiert durch eine zunehgherextrapyramidale Symptomatik wie
choreatische Bewegungsstorungen bis hin zum BalbsrRigor, muskulare Dystonie mit

Dysphagie und Dysarthrie, in spateren Stadien konmsst dann zu Hypo- und

Bradykinesie [4]. Zusatzlich treten Personlichkestsinderungen und subkortikal betonte
Demenz sowie eine Vielzahl anderer neuropsychdieis Storungen auf [10]. Das Auftreten
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extrapyramidal-motorischer Stérungen zeigt ein iber@rtgeschrittenes Krankheitsstadium
an, das auf ein im Schnitt drei Jahre vorher emesetes Stadium folgt, welches durch
kleinere motorische Auffalligkeiten wie generell@aruhe, gestorte Okulomotorik, Auftreten
pathologischer Nystagmen, Hyperreflexie, schndtigthmische Bewegungen von Fingern
oder Zehen bei emotionalem Stress und leichte Eysargekennzeichnet ist [11]. Auffallig
ist ein deutlicher Gewichtsverlust der Patientee;, duf den Untergang hypothalamischer
Orexin-positiver Neuronen zurtickzufihren sein kénfif2]. Neuere Untersuchungen legen
allerdings auch einen systemischen metabolischéekDgchon bei prasymptomatischen HD-
Patienten nahe [13].

Psychiatrische Symptome sind bei HD sehr haufigumeifen und kdnnen den motorischen
Manifestationen um Jahre vorausgehen. Dazu geh&yenptomatische Schizophrenie,
Depression mit Suizidalitat, Apathie, Alkoholismusmd ein gestorter Sexualtrieb [10].
Auffallig sind neben der Demenz andere kognitivakEionseinbulRen wie psychomotorische
Verlangsamung, Aufmerksamkeitsdefizite verbundert w@rminderter Planungsfahigkeit
komplexer Handlungen, Gedéachtnisstérungen, Defizitdei der  visuellen
Informationsverarbeitung und damit verbunden eieeminderte Fahigkeit, den emotionalen
Ausdruck im Gesicht des Gegenubers korrekt einZizeh [10]. Im letzten Stadium der
Erkrankung koénnen die Betroffenen nicht mehr speactnd sind nicht mehr in der Lage,
sich selbst zu versorgen [14].

Homozygote Alleltrager entwickeln keine schwerereorrk der Erkrankung als
heterozygote [15]. Die Krankheit fuhrt durchscHiukt nach 15 bis 20 Jahren zum Tod [16].
Pneumonie ist die haufigste Todesursache (33%),vemmutlich mit der starken Dysphagie
und dem damit verbundenen erhfhten Aspirationsrisilsammenhangt [4].

Die juvenile Form der Erkrankung ist durch einergiBe im Kindes- bzw. Jugendlichenalter
gekennzeichnet. Im Einklang mit der Beobachtungsdegine inverse Beziehung zwischen
Anzahl der Polyglutaminwiederholungen und dem Hrkumgsalter besteht, finden sich bei
der juvenilen Form meist mehr als 50 Polyglutamederholungen [17]. Im Gegensatz zur
erwachsenen Form spielt bei der klinischen Symptidniger die Chorea eine weit geringere
Rolle. Vielmehr wird das klinische Bild durch Brddyesie, Tremor, Rigiditat und Dystonie
bestimmt, bei Kindern auch von epileptischen Aef@l|18]. Auch hier kbnnen psychiatrische
Symptome den motorischen Auffalligkeiten um Jalweausgehen und die Diagnosestellung
unter Umstanden erschweren [19].



1.4 Pathogenese von HD

HD ist eine autosomal-dominant vererbte neurodagdime Erkrankung [1]. Der genetische
Defekt befindet sich auf dem ersten Exon d&45-Gens auf dem kurzen Arm von
Chromosom 4. Das Gen kodiert fur das 348 kDa gfefeeein Htt, ein zytoplasmatisches
Protein, das in allen Geweben vorkommt, aber imi@etie hochsten Konzentrationen
zeigt [3,20]. Die Konzentration von Hitt ist in Newmen viel héher sind als in Gliazellen [21].
Die krankheitsverursachende Mutation besteht in derlangerung einer polymorphen,
instabilen Sequenz von CAG-Trinukleotiden, welcledine Kette der Aminoséure Glutamin
kodiert [3]. Menschen mit unter 27 CAG-Wiederholang (CAG-Repeats) sind nie
betroffen [22,23]. Menschen mit 27 bis 35 Wiededngien sind klinisch nicht betroffen,
allerdings besteht durch die Instabilitdt der CA&y&enz fur deren Kinder ein leicht erhéhtes
Risiko fur eine CAG-Anzahl im pathologischen Belex36 [22]. Im Bereich von 36 bis 39
CAG-Wiederholungen besteht inkomplette Penetrani, die Betroffenen erkranken nicht in
allen Fallen an HD. Die Mutation ist hingegen koetppenetrant, sobald eine Anzahl von 40
CAG-Wiederholungen erreicht ist, d. h. es erkrankdie Betroffenen, sobald sie das
entsprechende Alter erreichen [24]. HD fuhrt zuntdogang von Neuronen im Cortex und
Striatum des Gehirns, wobei zuerst die mittelgrof8pmebesetzten, GABA-ergen Neuronen
des Striatums betroffen sind [25]. Spater kommtzaseiner eher diffusen neuronalen
Degeneration im Globus pallidus, den Nuclei sulatimites, der Substantia Nigra, im
Cerebellum und im Thalamus [26]. In Rattengehiriet sich gezeigt, dass die fur HD
anfalligsten Neurone des Striatums auch die hoohstmzentrationen an Htt besitzen [27].
Letztlich ist weder die physiologische Funktion veétit vollstdndig erforscht noch der
Mechanismus geklart, der zum Untergang der betmefieNeurone fihrt. Es gibt aber eine
Vielzahl an Erklarungsansatzen und Hypothesen, dierin den folgenden Kapiteln ein

Uberblick gegeben werden soll.

1.4.1 Physiologische Funktion von Hitt

Die genaue Funktion von Htt ist nicht komplett gekl es gibt aber einige gesicherte
Erkenntnisse. In jedem Fall scheint Htt ein zeesdProtein zu sein, da es Uber zahlreiche
HEAT-Sequenzen - hydrophobe alpha-Helices - verfdgg Protein-Protein-Interaktionen
vermitteln. Das spricht dafir, dass Htt multifuok@l ist [28]. Dazu passend konnten
mittlerweile 234 Proteine identifiziert werden, dige Fahigkeit haben, direkt mit Htt zu
interagieren [29]. Es ist nachgewiesen, dass es wichtige Rolle in der embryonalen

Entwicklung spielt einschlie3lich der Entwicklungesd Nervensystems [30]. Dies wird



unterstrichen durch Versuche, in denen gezeigt evekbnnte, dass Htt-Knockout-Méuse an
Tag 6-10 der embryonalen Entwicklung sterben [2lich sp&ter scheint Htt neuroprotektiv
zu wirken, da es die Konzentration neurotrophettdtak erhtht, wie z. B. des Brain Derived
Neuroptrophic Factor (BDNF) [32]. Das Neurotrop®DNF findet sich vorwiegend in
kortikalen Neuronen, die Projektionen zum Striathaben und ist ein fir das Uberleben
striataler Neurone sehr wichtiger Faktor [33]. iHteragiert dariiber hinaus mit Post-synaptic
Density Protein 95 (PSD95), einem Protein in destpmaptischen Membran, und ist so an
der Regulation der Verankerung von NMDA- und KaiRaizeptoren in der postsynaptischen
Membran beteiligt [34]. Hit spielt eine Rolle im intraneuronalen Vesikeisport
wahrscheinlich vermittelt Uber seine Bindung an thgtin-associated Protein 1
(HAP 1) [35,36]. Dazu passend zeigten sich in Posttem-Gehirnen von HD-Patienten
dystrophe Dendriten, ein typisches morphologiscdeschen flr gestdrten retrograden
Transport [37]. Es ist darlber hinaus assoziiertt mdem endosomal-lysosomalen
Stoffwechselweg [38] und der rezeptorvermittelterdézytose (RME) [39]. Htt kdnnte auch
am Transport von Transkriptionsfaktoren zwischetlkéen und Zytoplasma beteiligt sein,
vermutlich unter Beteiligung des Kernporenprotélips [40]. Auf die Bedeutung von Htt bei
der Transkription und auf seine antiapoptotischekWig wird in den Kapiteln 1.4.3. und

1.4.4. eingegangen.

1.4.2 Intrazellulare Aggregate und Toxizitat

Zahlreiche Arbeiten stitzen die These, dass Htt rméathologisch verlangerter
Polyglutaminsequenz (polyQ-Htt) zelltoxisch ist, ved im Mausmodell gezeigt werden
konnte, dass die verlangerte PolyglutaminsequeeZzTdkizitat bedingt [41-43]. Allerdings
sind die genauen Mechanismen, die zum UntergandgZeen fuhren, nach wie vor nicht
geklart. Morphologisch sicherlich am auffalligstist die Bildung intrazellularer Aggregate
von pathologischem polyQ-Htt, die sich sowohl imlliggrn als Neuronal Intranuclear
Inclusions (NIIs) finden [37] als auch im gesambéguropil, in Axonen, in Dendriten sowie
in pra- und postsynaptischen Regionen [20,44]. ramdgenen Mausmodell konnte gezeigt
werden, dass die Bildung von NIIs der Entwicklungurologischer Symptome
vorausgeht [45].

Bevor es zur Aggregatbildung kommt, wird das pol@®-in Fragmente gespalten.
Interessanterweise erscheinen nur N-terminale Emdden Aggregaten. Dies wurde aus der
Tatsache geschlossen, dass nur gegen den N-Terdesudtt-Proteins gerichtete Antikdrper
in der Lage waren, die Aggregate sichtbar zu macheht aber Antikbrper gegen den
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C-Terminus. Es aggregieren also nur Peptidfragmej®é,44,46]. Ob jedoch die
proteolytische Spaltung eine Vorbedingung fir dixiZitat von polyQ-Hitt ist, bleibt unklar.
An der Spaltung des polyQ-Htt scheinen Kaspasesiliggtzu sein, insbesondere konnte dies
fur die Kaspasen 3 und 6 gezeigt werden [47,48¢r auch fur Kaspase 1, 7, 8 und
Calpain [49-52]. Kaspasen sind cysteinabhéngigeeBsen, die bei der Apoptose eine
zentrale Rolle spielen [53]. Eine lysosomale Spatudes polyQ-Htt wird ebenfalls
diskutiert [38]. Die proteolytische Spaltung schiein jedem Fall spezifisch fur das
pathologische polyQ-Htt zu sein, da nicht pathdohes Htt normaler Lange nicht gespalten
wird [54,55]. Generell gilt, dass es umso schnetler Aggregation kommt, je kleiner das
Fragment und je langer die Polyglutaminsequenz[54t56]. Nach der proteolytischen
Spaltung werden die polyQ-Htt-Fragmente in denKéefl transportiert [57], wo sie NlIs
bilden (siehe oben) [45].

Fur den Mechanismus der Aggregatbildung selbst &muneéerschiedene Erklarungsmodelle
vorgeschlagen. Fiur eine enzymatische Cross-linkrégggbildung durch Transglutaminasen
konntein vivo kein Beweis erbracht werden [58]. Mdglicherweistolgt die Aggregation
vermittelt durch das Protein Arfaptin 2 [59]. Eineskanntesn-vitro-Modell geht von einem
mehrstufigem Prozess der Selbst-Aggregation aus, dassen Anfang die durch
Entropiegewinn begunstigte Bildung von beta-Fattbféd und Haarnadeln steht, die sich
anschlielend zu unstabilen, aber noch l6slichedeNmasammenfinden, welche schliel3lich
unlésliche, geordnete Amyloidfibrillen bilden [6@pieser Vorgang lauft umso schneller ab,
je hoher die Konzentration von polyQ-Hitt ist [6Djer spate Erkrankungsbeginn kdnnte nach
diesem Modell darauf zurtickzufuihren sein, dasseng toxische Htt-Konzentration in der
Zelle erreicht sein muss, um Kristallisationskefiimedie Aggregate zu bilden.

Die Toxizitat der Aggregate wird kontrovers disleuti Einerseits kdnnten sie an sich toxisch
sein. Andererseits kénnte die Toxizitat dadurchiande kommen, dass wichtige Proteine in
die Aggregate rekrutiert werden und der Zelle schinmehr zur Verfigung stehen. Dies
konnte insbesondere fiur Transkriptionsfaktoren ggzeerden (siehe Kapitel 1.4.3.). Es
finden sich in den Aggregaten aber auch Proteirsidna [62], Komponenten des
Proteasoms [63,64] und zahlreiche weitere zenfPateeine wie Ubiquitin, p53, Aktin und
Proteine des nuklearen Kernkomplexes sowie ChapemrB. Hsc 70 [65]. Auch Wildtyp-
Htt selbst wird in die Aggregate rekrutiert [56].

Ein dritte Hypothese fur die mogliche Toxizitat deggregate besteht darin, dass die in den
Aggregaten enthaltenen Proteine eine Blockade dsd3oms verursachen, was nach einiger

Zeit zur Akkumulation anderer falsch gefalteter tBirme fihren wirde, die eine toxische
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Wirkung entfalten und den Zelltod herbeifiihren ki@&m[66,67]. Dies wird unterstrichen
durch die Beobachtung, dass die Aggregate zwaruiilnigprt aber offensichtlich resistent
gegeniber Proteolyse sind, was sowohl in Post-me@ehirnen von HD-Patienten als auch
im transgenen Mausmodell gezeigt werden konntedf37 Neuere Untersuchungen legen
eine globale Stoérung des Ubiquitin-Proteasom-Systdoai HD nahe [68]. Durch die
Akkumulation falsch gefalteter Proteine kdnntenseiedene Prozesse ausgeldst werden, die
fur Apoptose charakteristisch sind, z. B. gesttttmchondrienfunktion mit Freisetzung von
Cytochrom C ins Cytosol und Aktivierung der KaspaS3aund 9 [67].

Diese Befunde sind jedoch keineswegs eindeutig.dBeiAlzheimer-Erkrankung (AD) und
bei der Parkinson-Erkrankung (PD) gibt es zunehraddthweise, dass die Toxizitat nicht
durch die Aggregate selbst sondern durch die ihm@angehenden Protofibrillen bedingt
ist [69,70]. Auch bleibt unklar, ob die Aggregateethaupt toxisch sind oder lediglich ein
Epiphdanomen der Pathologie darstellen. In diesensa@unenhang wird selbst eine
neuroprotektive Funktion diskutiert [57]. Neurond mielen Aggregaten sterben keineswegs
zuerst, und Aggregation und Zelltoxizitat sind zwWergange, die sowohih vitro als auchn

vivo voneinander entkoppelt ausgeldst werden kdnnen [71

1.4.3 Htt und Transkription

Ein moglicher Ansatz zur Erklarung des Pathomedmns konnte die Beeinflussung der
Transkription wichtiger Gene durch Abzug von odelirekte Interaktion mit
Transkriptionsfaktoren sein. So konnte gezeigt weerddass sich in den Aggregaten
zahlreiche Transkriptionsfaktoren und Proteine dmddie fir die Gentranskription von
Bedeutung sind, zum Beispiel TBP, CBP [72] und Sp7B]. CBP ist eine Art
Uberlebensmediator in reifen Neuronen. Eine Re#rutig von CBP in die Aggregate fiihrt
nachweislich zu einer verminderten neuroprotektiVéinkung und zu einer Anderung von
Transkription und mRNA-Expression [74,75]. Fur eiseanderte Genexpression als Ursache
des Zelltodes sprechen auch die Erkenntnisse vamalet al., die zeigen konnten, dass
polyQ-Htt mit dem Transkriptionsaktivator Spl irggrert und dessen Zusammenspiel mit
seinem Koaktivator TAF130 unterbricht, was die Biaiption wichtiger Gene inhibiert, die
fir das Uberleben der Zelle von Bedeutung sein t@imnz.B. des Dopamin-D2-Rezeptor-
Gens [73]. Eine zentrale Rolle von Transkriptiong@mgen in der Pathogenese wird auch
durch die Tatsache unterstitzt, dass polyQ-Htt irellkérn toxischer ist als im
Zytoplasma [57,76].
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1.4.4 Htt und Apoptose

Zahlreiche Hinweise deuten darauf hin, dass polyQedg mit dem apoptotischen Zelltod
verbunden ist. So konnte gezeigt werden, dass dexrrNinalen Fragmente des polyQ-Hitt
vitro Apoptose auslosen [57]. Aulerdem spricht einigafirgd dass, wie oben erwdahnt,
Kaspasen an der Spaltung des polyQ-Htt beteiligt,shsbesondere Kaspase 3 und 6 [47,48].
Daflr sprache auch, dass sich Kaspase-Inhibitowsitip auf das Uberleben der Zelle
auswirken, auch wenn sie den Zelltod letztlich hiearhindern [47,54,57,77]. Aul3erdem
konnte gezeigt werden, dass polyQ-Htt eine niedgig&finitdt zum Huntingtin-interacting
Protein 1 (HIP 1) hat als Wildtyp-Htt. HIP 1 stellann ungebunden in hoheren
Konzentrationen zur Verfligung und kann mit Kasp8sand dem Protein HIPPI einen
proapoptotischen Komplex bilden und so moglicheseeiden extrinsischen Pfad der
Apoptose auslosen und zum Zelltod fiihren [78].

Wildtyp-Htt scheint die Zelle vor weiteren apopsuatien Signalen zu schitzen [79], dies
kénnte auch durch die Inhibierung von Prokaspasef@dgen [80]. Allerdings gibt es auch
Daten, die gegen eine Assoziation mit Apoptosectne. Einerseits konnte in Post-mortem-
Proben von HD-Patienten und im Mausmodell DNA-Fragtierung in den Zellkernen
betroffener Neurone nachgewiesen werden, was @isclyes Zeichen fur apoptotische
Vorgange in der Zelle ist [81]. Andererseits gibtaeich dem widersprechende Ergebnisse im
Mausmodell, wo gezeigt wurde, dass die Zellorganelbei HD ihre ultrastrukturelle
Integritat behalten, was gegen einen rein apoptwis Zelltod spricht [82]. Zwar konnte eine
Involvierung von Kaspase 3 bei der Spaltung vory@eHtt nachgewiesen werden, allerdings
wird Kaspase 3 nur in apoptotischen Zellen expnitnie. h. Apoptose muss in der Zelle
bereits stattfinden, was jedenfalls gegen einemgmen Prozess spricht, da diese relativ
schnell ablauft [47].

1.4.5 Andere Erklarungsansatze fiur die Pathogenese  von HD

Eine ebenfalls vielversprechende Hypothese beruhder Erkenntnis, dass polyQ-Htt die

Konzentration an BDNF in Mausen und Menschen vedmiin [83]. Wie oben bereits

besprochen ist das Neurotrophin BDNF ein fir dasrlgben striataler Neurone sehr
wichtiger Faktor und findet sich vorwiegend in kkaten Neuronen, die Projektionen zum
Striatum haben [33]. BDNF-Knockout-Modelle scheirechlisselschritte der Pathogenese
von HD sehr gut abzubilden [84]. Vor kurzem konrmgch gezeigt werden, dass eine
parenterale Applikation von BDNF zu einer deutlichéerbesserung gestérter synaptischer

Plastizitat und verminderter Long Term Potentia{iohP) im Mausmodell fiihrt [85].
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Es gibt Hinweisein vitro und in vivo fur mitochondriale Dysfunktion bei verschiedenen
neurodegenerativen Erkrankungen wie Friedreich-&taRD und HD [86]. Neben anderen
Mechanismen wurde eine direkte mitochondriale Titéizvon polyQ-Htt vermutet. Dies
kénnte zu dauerhaft erniedrigten ATP-Konzentratiomeden betroffenen Neuronen fuhren
und somit die Apoptose-Schwelle herabsetzen [8TiRekdem kommt es zur vermehrten
Produktion zellschadigender freier Radikale (Reac®xygen Species, ROS) und erhohtem
oxidativem Stress [88]. Dadurch wird die Schwelle toxische Glutamatwirkungen auf die
Zelle herabgesetzt [89]. Neuere Ergebnisse zeidass polyQ-Htt die Transkription von
PGC-Xn unterdriickt, einem Transkriptionskoaktivator fignirale metabolische Ablaufe in
der Zelle, und auf diesem Weg zu mitochondrialer sfbyktion und gestdrtem
Energiestoffwechsel fuhrt [90].

Es konnte gezeigt werden, dass polyQ-Htt die Hetetylierung durch direkte Hemmung der
Histonacetylasen oder durch deren Einbinden in Agate hemmt [91,92]. Dies impliziert
einen weitreichenden Defekt in der Chromatinstrukietroffener Zellen. Damit im Einklang
steht die Beobachtung, dass Histon-Deacetylasehemdie polyglutamingetriggerte
Dysfunktion der Zelle bzw. deren Tod aufhalten k&mfo2].

Die Bedeutung von Htt fir den intraneuronalen Vekiknsport vermittelt tber HAP 1 wurde
oben bereits angedeutet. Im Krankheitsfall istBiiledung von polyQ-Htt an HAP 1 gestort
und somit der Vesikeltransport moglicherweise begamtigt [35,36].

AulRerdem konnte polyQ-Htt Gber eine verminderterkittion mit dem PSD95-Protein die
Empfindlichkeit der NMDA-Rezeptoren der mittelgrof3espinebesetzten Neuronen im
Striatum flr ihr Substrat Glutamat oder die Posigyic Density (PSD) erh6hen, was zu
vermehrtem Kalziumeinstrom in die Zelle mit nachgimder Apoptose fihren kénnte [93].
Die toxischen Wirkungen einer Uberstimulation dudeim Neurotransmitter Glutamat bilden
die Grundlage deiExzitotoxizitatstheorieder HD-Pathogenese. PSD-95-Knockout-Mause
haben gravierende Stérungen des raumlichen Lermessein weit verbreitetes Symptom bei
HD-Patienten ist [94]. Chirurgische Unterbrechungr dkortikostriatalen Bahnen mit
resultierender Senkung des striatalen Glutamats|siegildert den Krankheitsphéanotyp und

verlangert das Uberleben von R6/2-M&usen [95].

1.5 Fruhe pathologische Veranderungen bei HD

Viele der in Kapitel 1.4. beschriebenen Erkennwmibssichtlich der Pathogenese von HD
wurden durch Untersuchungen von spaten Erkranktanjes (late-stage disease) gewonnen.

Naturgemald betrifft dies insbesondere Untersuchurage Post-mortem-Gehirnen von HD-
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Patienten, die zum Zeitpunkt des Todes meist eisetr weit fortgeschrittenen
Krankheitsphanotyp zeigen.

Allerdings gibt es zahlreiche Untersuchungen mitdebenden Verfahren (fMRI, PET,
SPECT) am Menschen, die dafir sprechen, dass esn sbki prasymptomatischen
Gentragern, teilweise lange vor dem Auftreten erssymptome, zu pathologischen
Veranderungen im Gehirn kommt. Dies betrifft zumnesi Verdnderungen auf
makroanatomischer Ebene wie verminderte Durchbtuer Basalganglien [96], Atrophie
des Striatums [97] und der grauen und weil3en Sub$88]. Zum anderen zeigen sich mittels
fMRI und PET aber auch sehr friihe funktionale Vdeinngen im Gehirn wie verminderte
Aktivierung im Gyrus cinguli [99], verstarkte Akierung thalamokortikaler Bahnen beim
motorischen Lernen [100] und veranderte Aktivieruing lateralen Prafrontalkortex bei
Gedachtnisaufgaben [101]. Auf Stoffwechselebene erlegfunktionale bildgebende
Untersuchungen einen verminderten Glukosemetaba$isror allem im Striatum [102-104],
sowie erhdhten Glukoseverbrauch im Thalamus na@8][Diese Befunde deuten auf eine
bereits frih einsetzende Pathologie hin, die sioh &em Auftreten erster Symptome
entwickelt.

Einige der vorhandenen Mausmodelle eignen sichhddea meist frihen Erkrankungsbeginn
und den zum Teil rapiden Verlauf mit kurzer Lebg@asse (R6/2-Modell) nur bedingt zur
Untersuchung friher Verdnderungen. Allerdings kenrdéiuch hier Erkenntnisse gewonnen
werden, die eine frihe Pathologie zeigen. So welmrits prasymptomatische Tiere eine
gestorte synaptische Plastizitat auf [106,107].0UDar hinaus bestehen schon friih schwere
Stérungen der dopaminergen Ubertragung im Gehid8][$owie eine Beeintrachtigung von
ribosomalen Regulatorgenen [109].

In einer grundlegenden Arbeit konnte vor einigenrda an humanem Post-mortem-Gewebe
gezeigt werden, dass bereits im prasymptomatisEhlerankungsstadium die Spl-vermittelte
Transkription zahlreicher wichtiger Gene unterdtlisk was ebenfalls eine friih einsetzende
Pathologie nahelegt [73].

Vor kurzem wurde bei prasymptomatischen HD-Patremi®@ gestorter Energiestoffwechsel
im Gehirn postuliert [13], was sich mit Erkennteissim Mausmodell deckt [110]. Im
Einklang damit stehen Untersuchungen am Mausmaotall in der Zellkultur, wo gezeigt
werden konnte, dass bei HD der cAMP-Spiegel in Neein bereits friih erniedrigt ist, was zu
Veranderungen im ATP-Haushalt und im Energiestatfveel des Gehirns fuhrt [111].

Im Krankheitsverlauf von HD scheinen also schon prasymptomatischen Stadium

vielfaltige pathologische Mechanismen zu wirkene @Intersuchungen hierzu sind in ihrer
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Zahl jedoch relativ beschrankt bzw. in ihrer Ausdagft limitiert. Mittels bildgebender

Verfahren lassen sich zwar frihe Veranderungen @hit@ detektieren, allerdings kénnen so
kaum Aussagen zur Pathogenese gemacht werden. Britkesuchungen wurden teilweise
am Mausmodell durchgefiihrt, die vorhandenen Modsitel fur frihe Untersuchungen
jedoch eher ungeeignet (siehe Kapitel 1.6.1.). é@rostudien eignen sich sehr gut zur
Detektion einer grol3en Anzahl an Proteinverandesnngllerdings lag der Schwerpunkt der
bisher fur HD durchgefuhrten Proteomstudien beidviderungen im spéteren Verlauf der
Erkrankung [110,112-115]. Bisher fehlt eine breingelegte und aussagekraftige

Untersuchung zu sehr friilhen Veranderungen bei HD.

1.6 Tiermodelle fir HD

Tiermodelle sind fur die Erforschung der HD von chm#zbarem Wert. Im Vergleich zu
humanen Post-mortem-Proben, die meist nur weitgdéschrittene Krankheitsstadien
reprasentieren, konnen in Tiermodellen auch friagikderungen bei HD untersucht werden,
was beim Menschen aus ethischen Griunden nicht amdgit. Dartber hinaus ermdglichen
Tiermodelle Medikamentenstudiem vivo. Ein weiterer Vorteil von Tiermodellen,
insbesondere im Hinblick auf eine Proteomstudié,ihse im Vergleich zum Menschen
grolRere interindividuelle Homogenitat im Expressionster der Proteine. Beim Menschen
ist die Heterogenitat innerhalb der Spezies sedir griol3er als bei Tiermodellen, wo durch
Inzucht eine weitgehende Homogenitat des Genoregbtiwird.

Gute Tiermodelle fir HD sollten zentrale Merkmatr &rkrankung abbilden. Dazu gehoren
ein im Erwachsenenalter einsetzender Krankheitabe¢mid-life oder late-life onset) mit
progressivem Verlauf, die Ausbildung einer fortgstanden motorischen Symptomatik, der
Untergang striataler Projektionsneurone und die b\dsng intraneuronaler polyQ-Htt-
Aggregate, eventuell auch die Entwicklung kognitivend psychischer Defizite, wobei
letztere unter Umstanden kein klares Korrelat b&ien haben [116].

Die ersten Tiermodelle fur HD waren toxinbasierteddlle. Diese bilden durch Applikation
von Quinolinsdure (QA, ein NMDA-Agonist) bzw. 3-Kipropionsdure (3-NP) in
Versuchstieren zentrale pathogenetische Merkmale Hi2 ab, namlich einerseits den
exzitotoxischen, glutamatvermittelten Zelltod (QA)nd andererseits mitochondriale
Dysfunktion (3-NP) mit entsprechenden HD-&hnlich8gmptomen und HD-&hnlichen
histologischen und neurochemischen Merkmalen. ditgys fehlt diesen Modellen die
typische  Symptomprogrendienz, die den Krankheitsptyp beim Menschen
kennzeichnet [117].
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Die Entdeckung der krankheitsverursachenden MutatioJahre 1993 [3] ermdglichte in der
Folge die Entwicklung zahlreicher genetischer Tedelle fur HD, die neben die

existierenden toxinbasierten Tiermodelle tratene [@enetischen Tiermodelle kdnnen in
transgene und knock-in Modelle unterteilt werdes.vidrd entweder das gesamte mutierte
Htt-Gen (full-length) oder Teile davon (truncated) das Genom der Versuchstiere
eingebracht, und zwar entweder an die Stelle dgsriunglichen Htt-Gens (knock-in) oder an
anderer Stelle im Genom (transgen) [117]. Da irsalieArbeit als Krankheitsmodell ein

transgenes Rattenmodell verwendet wurde, werddndse weiteren Betrachtungen auf die

transgenen Tiermodelle beschréanken.

1.6.1 Transgene Mausmodelle fur HD

Es gibt zahlreiche transgene Mausmodelle fir HDtemuranderem das N171-82Q-
Modell [118], das YAC-72- und das YAC-128-Modelll], das R6/1-Modell und das R6/2-
Modell [42]. Die Modelle unterscheiden sich hinglidih der Lange des eingebrachten
Genfragments und des Promotors, unter dessen HKentes steht. Darlber hinaus
exprimieren die verschiedenen Modelle eine unteesiche Anzahl an Polyglutamin- bzw.
CAG-Repeats. Es gibt deutliche Unterschiede hitissth klinischer Syptomatik,
Syptomprogredienz und histologischer bzw. neurocbeimer Merkmale.

Eines der gebrauchlichsten transgenen Mausmodlidas R6/2-Modell. Es exprimiert das
erste Exon des humanen Htt-Gens mit 141 bis 157 BAfeats und zeigt zahlreiche
Schlusselmerkmale von HD einschlie3lich progre@ientmotorischer Symptomatik,
Ausbildung von NIlIs, kognitiven Defiziten und enmialen Auffalligkeiten. Allerdings
exprimieren die R6/2-Mause eine sehr grol3e Anzahl €AG-Repeats, was eher fur die
juvenile Form von HD beim Menschen typisch ist.kéexmt zu einem sehr frihen Einsetzen
der Symptome und einer raschen Krankheitsprogredigas bei der erwachsenen Form der
HD beim Menschen (adult-onset) nicht auftritt. Ef@muntypisch ist die frihe Entwicklung

eines Diabetes mellitus bei R6/2-Mausen [42]

1.6.2 Das transgene CAG-51-Rattenmodell fir HD

Das in dieser Arbeit verwendete Krankheitsmoddillei transgenes Rattenmodell mit 51
Polyglutaminrepeats. Bei diesem Modell wurde dasoffene Allel eines HD-Patienten mit
51 CAG-Repeats mit Restriktionsendonukleasen auabgéten und in ein 1962 bp langes
cDNA-Fragment des Htt-Gens der Ratte kloniert. Dasnsgen steht unter der Kontrolle

eines 885 bp langen Fragments des endogenen HDeRnender Ratte [120].
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Durch die im Vergleich zum transgenen R6/2-Mausriaééativ geringe Anzahl an CAG-
Repeats entwickeln die CAG-51-Ratten einen verzégeflate-onset) Krankheitsphanotyp
mit progressiver motorischer Symptomatik.

Im Alter von 1 Monat kommt es bei den Tieren zuergphanotypischen Erscheinungen der
Erkrankung in Form einer im sozialen Interaktiosst@essbaren Angstreduktion. Im Alter
von 6 Monaten werden erste motorische Dysfunktionsgobachtet, die sich im
Krankheitsverlauf verstarken. Beim R6/2-Modell ¢éretdiese Veranderungen schon mit 5
Wochen auf, obwohl Maus und Ratte eine @hnlicheehsbrwartung haben. Betroffen sind
vor allem die Bewegungskoordination der Extremitateit gestorter Balance im Rotarod-
Test und die Motorik des Kopfes. Mit 9 Monaten koemkognitive Ausfélle des rdumlichen
Lernens hinzu, die in der Radial Maze, einer expentellen Anordnung fir
Verhaltensbeobachtungen bei Tieren, nachgewiesetdewekonnen [121]. Mit 20 Monaten
treten im Open-field-Test nachweisbare unwillkiréc Bewegungen von Kopf und Hals
auf [122]. Im Alter von 24 Monaten wiegen die kranKTiere durchschnittlich 20 % weniger
als ihre gesunden Artgenossen und versterben imitBectach weiteren 2 Wochen rapiden
korperlichen Verfalls [120].

Neuropathologisch kommt es vorwiegend im Striatumd im limbischen System, im spateren
Verlauf auch im Cortex, zur Bildung von Aggregaterzahlreichen zellularen Substrukturen
einschlie3lich des Zellkerns (NIIs). Erste Aggregéssen sich im Alter von 6 Monaten
nachweisen [121,123]. Deren Verteilung ist nach imhmstologischer Anfarbung mit EM48
dem Verteilungsmuster beim Menschen sehr ahnlidh Bs wurden deutliche Unterschiede
im striatalen Rezeptorprofil im Vergleich zu gesendontrolltieren gefunden [124]. Mittels
High-performance- Flussigkeitschromatographie (HPkGnnte eine 80 %-ige Reduktion
von Dopamin im Striatum homozygoter Ratten nachgsen werden. PET-Untersuchungen
zeigen eine verminderte striatale GlukoseverwertimgAlter von 8 Monaten. Im MRT
wurden vergrol3erte Seitenventrikel und fokale stigaLasionen nachgewiesen [120]. Dazu
passend zeigt sich im Alter von 12 Monaten ein ¥&rson Neuronen im Striatum [125].

Das CAG-51-Rattenmodell bietet bei der Untersuchuog HD also zahlreiche Vorteile.
Zum einen zeigen die Tiere ein dem Menschen selnfichles Muster intrazelluléarer
Aggregatbildung und Ausbildung von NlIs mit naclgiehdem Untergang von Neuronen im
Striatum, was fur eine gute Abbildung der Pathogendurch das Modell spricht. Die
langsame und relativ spate Entwicklung motorisdbefizite ist dem haufigen late-onset-
Krankheitstyp beim Menschen viel ahnlicher als fiéhe Krankheitsbeginn und die rapide

Progredienz z. B. bei R6/2-Méausen, was eher demnjlen Krankheitstyp beim Menschen

18



entspricht. Emotionale Auffalligkeiten gehen dertkoklung motorischer Symptome weit

voraus, was auch bei HD-Patienten oft der FalHsste kognitive Auffalligkeiten zeigen sich

besonders deutlich in einer Beeintrachtigung dasmh&hen Lernens - ein typisches

Krankheitsmerkmal bei HD-Patienten [10]. Der veraiig Krankheitsbeginn ermdglicht die

detaillierte Untersuchung insbesondere friiher Knaitkstadien. Das gré3ere Gehirnvolumen
der Ratte erlaubt dariiber hinaus eine im VergleishMaus viel leichtere Praparation von

Gehirnregionen. So ist es moglich, verschiedenar@egionen getrennt zu untersuchen.

1.7 Zielsetzung der Dissertation

Es gibt mittlerweile zahlreiche gesicherte Erkerss@ zur Pathogenese von HD (siehe
Kapitel 1.4.), allerdings sind diese groldtenteilss é&Studien mit relativ fortgeschrittener
Pathologie der Erkrankung gewonnen worden (sietmt&lal.5.).

Ziel dieser Arbeit war es daher, in groRem Mal3stakiinderungen auf Proteinebene bei HD
zu identifizieren, die schon in sehr frihen Erkramysstadien wirksam sind. Als
Krankheitsmodell diente das in Kapitel 1.6.2. bewstiene transgene CAG-51-Rattenmodell.
Durch den dem Krankheitsverlauf beim Menschen séhnlichen late-onset-Typ der
Erkrankung und einer relativ langen LebensspanmeTaere eignet sich das Modell in
besonderer Weise zur Untersuchung friher Veranderunm Verlauf der Pathologie. Das im
Vergleich zur Maus groRere Gehirn erlaubt die seheraparation von unterschiedlichen
Gehirnregionen.

Es wurde ein Grol3gel-2D-Elektrophorese-gestitztasatz verwendet. Die Grol3gel-2D-
Elektrophorese eignet sich sehr gut fur Untersugbonauf Proteinebene, da insbesondere
auch quantitative Aussagen zu Proteinveranderurggtroffen werden konnen. Zudem
kénnen sehr viele Verdanderungen gleichzeitig detekwerden.

Es wurden drei Untersuchungszeitpunkte (Alterssfutees Krankheitsmodells gewahlt, eine
prasymptomatische (10 Tage), eine frihe mit mild@ankheitsphanotyp (70 Tage) und eine
mittlere mit fortgeschrittenem Krankheitsphanotypg Tage). Das Hauptaugenmerk lag auf
der prasymptomatischen Altersstufe (10 Tage). Feéde|j Altersstufe wurden zwei
Gehirnregionen untersucht. Das Striatum ist vonide@n eine bei HD stark betroffene
Gehirnregion, wohingegen das Cerebellum erst adusipater Veranderungen aufweist.
Durch Massenspektrometrie (MS) wurden die bei désymptomatischen Altersstufe (10
Tage) veranderten Proteine identifiziert, so dassmals in grolem Malistab Aussagen zu

sehr friihen Veranderungen bei HD auf Proteinebengght werden konnten.
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2 Material und Methoden

2.1 Tiere und Gewebe

In dieser Arbeit wurden Gehirngewebeproben aus S¢matum und dem Cerebellum von
homozygoten CAG-51-Ratten sowie Kontroligewebe déichen Gehirnregionen von
gesunden Ratten gleichen Alters, Geschlechts unetigehem Hintergrund verwendet [120].
Fur die Untersuchungen wurde Gewebe von TiereredAdtersstufen verwendet: 10, 70 und
465 Tage. Die Bereitstellung der Gewebeprobengidalabei im Rahmen einer Kooperation
mit Herrn Dr. med. Huu Phuc Nguyen, Institut fir ditenische Genetik, Uniklinikum

Tubingen, Tabingen. Das verwendete transgene CA®dfenmodell wurde bereits an
anderer Stelle detailliert beschrieben [120]. Da&Ges1-Rattenmodell wurde auf einem
Sprague-Dawley-Hintergrund kreiert. Die Genotypisig erfolgte mittels Southern-Blot-

Analyse.

2.2 Praparation von Gehirnregionen

Die Ratten wurden mit C{harkotisiert und durch Enthauptung getotet, dakdrafernt, der
Schédel er6ffnet und das Gehirn vollstandig entnemrilierauf erfolgte die Abtrennung des
Ruckenmarks vom Rhombenzephalon. Das Gehirn wurdgnie auf Eis gelagerte und mit
0,9 % (w/v) Kochsalzlésung (NaCl, Merck, Darmstabgutschland) geftillte Petrischale
verbracht. Am Gehirn verbliebenes Blut wurde durebrsichtiges Spilen mit der
Kochsalzlésung entfernt. Das Gehirn wurde nun mihiipes® (Kimwipes® Lite, Hakle-
Kimberly, Mainz, Deutschland) trockengetupft, wdrasich die Praparation der
Gehirnregionen anschloss. AnschlieBend wurden desfert in flissigem Stickstoff
eingefroren und bei -80 °C fir den weiteren Gebhnagelagert. Die Praparation von Striatum
und Cerebellum erfolgte durch Herrn Dr. med. Huwd®Nguyen, Institut fur Medizinische
Genetik, Uniklinikum Tidbingen, Tubingen, der Ubeol®e Erfahrung in der Praparation von

Rattengehirnen verfugt.

2.3 Herstellung der Proteinproben

2.3.1 Gesamtextrakt aller zellularen Proteine — Ein  fiihrung

Die in dieser Arbeit verwendete Methode der Gesatraktion zielt auf die Erfassung

maoglichst aller Proteine eines Gewebes, also desalischen, der membranassoziierten und
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der Kernproteine. Durch die Gesamtextraktion atlgtularen Proteine zur selben Zeit wird
sichergestellt, dass es nicht zur Artefaktbildungcd Umverteilungsphdnomene kommt, wie
das bei der sogenannten fraktionierten Extrakti@n Hall ist. Darlber hinaus ist das
Verfahren deutlich einfacher und zeitsparender dis fraktionierte Extraktion bei
gleichzeitiger guter Kompatibilitat mit den neuesierfahren zur Proteinvisualisierung wie
z. B. ,Differential In Gel Electrophoresis* (DIGEPieses Extraktionsverfahren kann auf
nahezu alle Gewebe, Zellkulturen oder subzellukoenponenten angewendet werden. Da
keine Ultrazentrifugationsschritte vorgesehen siwdgerden Proteinprazipitationen und
Proteinverlust bei der Probenvorbereitung vermied@rundlage des Verfahrens ist die
Zugabe von Proteaseinhibitoren, zwitterionischenteRenzien (z. B. CHAPS) und
Harnstoff/Thioharnstoff zur Probe, um so die Pro¢eeinerseits in Losung zu halten und
andererseits Prazipitationen zu vermeiden. In eirmweiten Schritt wird das gefrorene
Gewebe dann zermahlen und mit Ultraschall behanDedt Ultraschallbehandlung dient der
Auflosung von Membranen und Freisetzung der menassoriierten Proteine. Schliel3lich
werden durch Zugabe von DNAse auch die Kernproteifasst.

2.3.2 Herstellung des Proteingesamtextrakts

Zuerst werden alle bendtigten Puffer in grol3en Mend@atches) hergestellt, um eine gute

Reproduzierbarkeit der Proteinextraktion zu gewisien:

1. Puffer P 7,7 % (w/v) Glycerol (endgultige Konzentration der Probe bei einem
Pufferfaktor von 1,6), 50 mM KCI, 50 mM Tris-HCIHp7,5. Diese Losung wurde
filtriert, in Portionen zu 900 ul aufgetrennt unel b70 °C aufbewahrt.

2. Puffer P-MgC}: 5 mM MgCh in Puffer P. Auftrennung in Portionen zu 20 pl und
Aufbewahrung bei -70 °C

3. Proteaseinhibitor :1Eine Tablette Complete™ (ROCHE, Mannheim, Deutsul)

wurde in 2 ml Puffer P geldst (entsprechend der@eihsanweisung des Herstellers).

Auftrennung erfolgte in Portionen zu 50, 80 und 00
4. Proteaseinhibitor 2 (Pepstatin :Ahergestellt als Stammlésung (9,603 mg/100 ml

Ethanol), Auftrennung in Portionen zu 100 pl, Lagey aller Inhibitoren bei -70 °C
5. Dithiotreitol- (DTT-) Lésung 2,16 g DTT wurden in 10 ml doppelt destilliertem

Wasser geldst. Auftrennung in Portionen zu 100nad Aufbewahrung bei -70 °C.
6. ProbenverdunnePuffer P-MgC}, Auftrennung in Portionen zu 250 ul und Lagerung
bei -70 °C
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Tabelle 1: Protokoll zur Proteingesamtextraktion

Homogenisierung

Gehirngewebe (50 bis 150 mg)

Puffer P~-CHAPS
65 mg CHAPS
38 mg doppelt destilliertes Wasser

Puffer P-CHAPS (1,6 x mg Gehirngewebe)

>'1 (mg Gehirngewebe + mg Puffer P-CHAPS)
Inhibitor 1 §’; x 0,08)
Inhibitor 2 §°; x 0,01)

Y>> (Mg>1 + mg Inhibitor 1 + mg Inhibitor 2 )

Ultraschallbehandlung

Anzahl Glaskugelpx 0,034)
Ultraschall 6 x 10 s
>3 (Probengewicht wird nach Ultraschallbehandlunggelstgt)

Rihren

4 °C:; 15 min

Benzonasebehandlung

P-Mg(C¥sx 0,021)
Benzonase)3 x 0,025) 4 °C; 15 min
>4 (Probengewicht wird nach Benzonasebehandlung flesit)e

Kontrollfaktor

Gehirngewichl 4

Proteinkonzentration

Aliquot 5 pl
Y's (Probengewicht wird nach Aliquotierung festgelegt)

Harnstoff/Thioharnstoff

Harnstoff 6 Mps x 0,78)
Thioharnstoff 2 M }'5 x 0,3)
Ruhren bei Raumtemperatur, 30 min

Y6 (Probengewicht nach Zugabe von Harnstoff)

DTT (3% 0,1) Raumtemperatur, 5 min

Ampholin % 0,1)

Y7 (Probengewicht nach Zugabe von DTT und Ampholin)
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In einem ersten Schritt wurde zunachst gefrorereseBe mit den zugehdrigen Reagenzien
pulverisiert. Die Menge an verwendeter gefrorenerbP sollte zwischen 50 und 150 mg
liegen. Morser, Pistill (WITA GmbH, Teltow, Deutdahd) und Spatell6ffel wurden etwa 3
bis 4 min zur Kihlung in eine Styroporbox mit fliggsm Stickstoff verbracht. Das gefrorene
Gehirngewebe wurde unter Zugabe von Puffer P-CHAREProteaseinhibitor 1 und 2 in den
Morser gegeben. Die erforderlichen Mengen von jédesung wurden anhand der Angaben
in Tabelle 1 berechnet. Die Losungen wurden danh dan in flissigem Stickstoff
vorgekihlten Spatel pipettiert, wodurch sie zurigjgfien gefroren. AnschlielRend wurden sie
in den in flissigem Stickstoff eingetauchten Moérsefordert und mit dem Pistill zu Pulver
zermahlen. Dieses wurde nun mit Hilfe eines Spatelsein vorgekihltes 2 ml
Eppendorfgefald dberfihrt und mittels einer Zange flilssigem Stickstoff nochmals
tiefgefroren.

Als nachstes schloss sich die Ultraschallbehandiom@/asserbad (Transsonic 310, FAUST,
Singen, Deutschland) an. Eine bestimmte Anzahl Kalgalin (siehe Tabelle 1) wurde der
Probe beigegeben. AnschlieRend wurde die Probeetaufg und auf Eis gelagert. Die
Ultraschallbehandlung erfolgte in einem Eiswassgri@ssen Fillhéhe ausschlaggebend fur
den Ultraschalleffekt der Membranauflésung ist,dsgs die Anforderungen des Herstellers
strikt eingehalten wurden. Das Probenrohrchen wiumndgentrum des Ultraschalls (erkennbar
an konzentrischen Wasserkreisen an der Oberflaose)Vasser getaucht. Die Behandlung
erfolgte 10 s lang. Sofort im Anschluss wurde deznim Wasserbad befindliche Probe
mittels eines dinnen Drahtchens 50 s lang umgeuinciidann 1 min in Eis gehalten. Analog
dazu folgte dann der zweite Durchlauf der Ultrafbkehandlung, insgesamt wurde die
Behandlung sechs Mal durchlaufen. Im AnschlussianJitraschallbehandlung wurden die
Probenréhrchen auf den Kopf gestellt. Mit einer &agurde in den Boden der Rohrchen ein
Loch mit etwa 2 mm Durchmesser punktiert, so dass @laskugeln gerade noch
zuriickgehalten wurden. Ein zweites Rohrchen wunte der Offnung entgegengesetzten
Ende des ersten aufgesteckt und beide Rohrcherewiel 2000 g 1 min lang zentrifugiert,
so dass sich nach Zentrifugation die Probe im entdRohrchen befand, wahrend die
Glaskugeln im oberen verblieben. Als néchstes wumie einem Ruhrfloh bei einer
Temperatur von 4 °C fur 15 min gerihrt.

Nach Zugabe von Benzonase (Merck, Darmstadt, Dielatsd) und P-MgGl wurde das
Homogenat weitere 15 min lang bei 4 °C verrihrt A¥erdau). Nach Bestimmung des
Kontrollfaktors (siehe Tabelle 1) wurde ein kleifezil des Extrakts (2 -3 pl) zur Ermittlung

der Proteinkonzentration entfernt. In einem nachstechritt wurden zur weiteren
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Solubilisierung Harnstoff und Thioharnstoff dazuglegn. Die in Tabelle hufgefiihrten
Mengen wurden in ein 1,5 ml Eppendorfgefald mit kamgefullt. Das Roéhrchen wurde
verschlossen und auf den Kopf gestellt. Nun wumeteBthden des Rohrchens mit einer Schere
abgeschnitten und auf dem Kopf des Rohrchens nmit Hemogenat angebracht. Mittels
quick-spin wurde der Harnstoff/Thioharnstoff kontple das Homogenat tberfihrt (1 min,
1000 g). Das Homogenat wurde 30 min lang verrithigt,sich der Harnstoff/Thioharnstoff
komplett aufgeldst hatte. DTT wurde dazugegebemndaindestens noch 5 min weiter
verrihrt. Zum Abschluss kam Ampholin Servalyte pkD dis 4,0 (Serva, Heidelberg,
Deutschland) hinzu. Bis zur Isoelektrischen Folerssig (IEF) wurden die Proben
eingefroren und bei -70 °C aufbewahrt.

2.4 Grol3gel-2D-Elektrophorese

Die Proteine wurden durch hochauflosende Grol3geERRtrophorese aufgetrennt, eine
Technik, die in unserem Labor entwickelt und beresusfiihrlich an anderer Stelle
beschrieben wurde [126,127]. Durch zufallige Aushalis einem Pool von Striatum- oder
Cerebellumgewebe von Ratten gleichen genetischetetgrunds, Geschlechts und Alters
wurden Paare gebildet, bestehend jeweils aus Geakirnregion aus CAG-51-Ratten und der
gleichen Gehirnregion aus Kontrollgewebe. Im Fotiggn werden diese Paare als
Probenpaare bezeichnet. Die Probenpaare wurdemmmaer parallel beiden in den nachsten

Kapiteln dargestellten Elektrophoreseprozedurerrangen.

2.4.1 Erste Dimension: die Isoelektrische Fokussier  ung (IEF)

Die erste Dimension (1D) ist die Isoelektrische &sderung (IEF). Bei dieser Methode
werden die Proteine nach ihrem isolelektrischenkPgetrennt, d. h. das Protein wandert
solange im elektrischen Feld innerhalb eines pHdferden, bis seine Nettoladung gleich
Null ist. Der dazu notwendige pH-Gradient entsteétutch das Anlegen eines elektrischen
Feldes an eine Matrix mit frei beweglichen Amphefin Durch ihre zwitterionischen

Eigenschaften bilden diese einen pH-Gradienten Rigs Ampholytmolekile mit niedrigem

pl wandern nach Anlegen des elektrischen Felde®\made, die mit hohem pl zur Kathode,
der Rest richtet sich dazwischen nach dem pl aiss.ADftrennung erfolgte in mit einer

horizontalen Bohrung versehenen Glasréhrchen. Bearistrecke betrug 40 cm. Es gibt 1D-
Rohrchen mit kleiner und grof3er Bohrung. Die kleBahrung hat einen Durchmesser von
0,9 mm und das Probenauftragsvolumen ist auf 63.1® pl beschréankt. Diese Gele wurden

aufgrund der hoheren Trennscharfe fur die Herstglluon 2D-Gelen zur Detektion von
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guantitativen Unterschieden verwendet (analytisGlede). Die mit 1,5 mm etwas dickeren
1D-ROhrchen fassen ein Auftragsvolumen von bis £u (B und wurden daher zur
massenspektrometrischen Spotidentifizierung berfptaparative Gele). Mit ,Spot* sind im

Folgenden die nach Silberfarbung auf dem 2D-Géitsaren Proteinisoformen bezeichnet.

2.4.1.1Herstellung der 1D-Gele
Zur Herstellung der 1D-Gele wurden zylindrische sgdduirchen (Schott Glas, Mainz,

Deutschland) wie oben beschrieben verwendet. Dste ebchritt bei der IEF war die
sorgféltige Reinigung der Rohrchen, da nur so &cigmaliiges Anhaften des 1D-Gels am
Glas gewabhrleistet ist. Zusatzlich soll dadurcheeierunreinigung mit Fremdprotein
verhindert werden. Zur Reinigung wurden die Rohnclmeierst in auf 50 °C erhitzter
6 % (v/v) Deconex® - 12- Lésung (Borer Chemie, AuithSchweiz) eingeweicht, dann in
einer 0,1 M HCI-Lésung (Merck, Darmstadt, Deutsoldleauf 90 °C erhitzt, abschlielRend mit
deionisiertem Wasser gespult und unter Drucklutitogdnet.

Als néchstes wurden die Rohrchen senkrecht in ggerohrchenstéander eingespannt und die
Bohrungen mit Nylonziehfaden (Angelschnur, Ertnepes, 0,7 mm, 100 m Deutschland)
versehen, welche zur Gewahrleistung der Dichtigkélter einer Flamme leicht
angeschmolzen und sofort im Anschluss durch einnd® breites 1D-ROhrchen gezogen
wurden. Nun wurde das untere Ende der Roéhrchenn@ @iel3schiene gestellt und die
Nylonfaden so weit nach unten gedrickt, bis eintikinzur Giel3schiene hergestellt war. Als
nachstes wurde mit Hilfe der Faden doppelt destits Wasser in die Rohrchen gesogen.
Dieser Schritt diente neben der Hydrierung des é3lader nochmaligen Uberpriifung der
Dichtigkeit, also wie genau die Ziehfaden mit delas®vand des jeweiligen RoOhrchens
abschlossen. Zum GielRen der Gele wurden zwei GeljiEsn bendtigt: zum einen das
Separationsgel (Trenngel) zum anderen das Capgetainmensetzung siehe Tabellarl
Tabelle 3).

Die beiden Gellésungen wurden in einem 30 °C warkasserbad 30 min inkubiert, bis der
Harnstoff vollstandig gelést war. Danach folgte eeib-minitige Entgasung mit einer
Wasserstrahlpumpe, wodurch eine Blasenbildung lé&iefRen verhindert werden sollte. Das
Wasser wurde aus den Gelréhrchen entfernt und diege Druckluft getrocknet.
Anschlielend wurden wie oben beschrieben erneulNgienfaden befestigt. Fur funf Gele
mit einem Durchmesser des Réhrchens von 0,9 mmemuzd 1950 pl des Separationsgels
50 pl einer 0,8 % (w/v) Ammoniumpersulfatiosung @HMiorad, CA, USA) hinzugegeben.
Die Losung wurde im Anschluss mit einem dinnen &&s verrihrt und sofort in die

Giel3schiene gefullt. Die Nylonfaden wurden 39 crahnaben gezogen unter Mitnahme der
25



Separationsgellésung, wobei auf unbedingte Lufdrifigiheit geachtet wurde. Die
Giel3schiene mit der nun nicht mehr bendtigten Gehig wurde entfernt.

Zu 780 ul Capgellésung wurden 20 pl APS-Losung begegut verrihrt und sofort in eine
weitere (neue) Giel3schiene gegeben. Das Capgelewwrd 0,8 cm nach oben gezogen,
wobei streng darauf geachtet wurde, dass sich Kaiftblasen zwischen Separations- und
Capgel befanden. Sodann wurde die Giel3schienermintiad die restliche Gellbsung am
Rohrchenende vorsichtig mit Kimwipes® entfernt. €ludas Hochziehen der Gelldsung um
weitere 0,5 cm entstand am unteren Ende des Ratg@he kleiner Luftspalt. Das Gel wurde
nun 25 min bei Raumtemperatur polymerisiert, wdnautliie Faden entfernt werden konnten.
Idealerweise wurden die Gele bereits 3 Tage vor fiBrhauf hergestellt, um gentigend Zeit
zum vollstandigen Auspolymerisieren zu gewahrleistéJm eine Dehydratation der
Gelmatrix wahrend dieser Zeit zu vermeiden, wurdeein Tropfen doppelt destilliertes
Wasser in jede der beiden Offnungen eines Rohrchegsben. Danach wurden die Enden
mit Parafilm M (Pechiney Plastic Packaging, Neenah, WI, USA) iggedt, um das
Verdunsten des Wassers zu verhindern. Bei 1D-Réhrohit 1,5 mm Durchmesser wurden
fur 4 Rohrchen die doppelten Mengen an Separatiand- Capgel verwendet wie fur 5

Rohrchen mit einem Durchmesser von 0,9 mm.

Tabelle 2: Zusammensetzung des Separationsgels

Komponente Stammldsung LOsung Endkonzentration
Acrylamid® 359 10 ml 3,5 % (W/v)
PDA® 0,3gin 20 ml 0,3 % (W/V)
Carrier-Ampholyt-Mix? 5 ml 4 % (VIv)
Harnstoff® 279 54 % (W/v) =9 M
Glycerin 14,3 g in 50 ml 8,75 ml 5 % (w/v)
TEMED® 60 pl 5 ml 0,06 % (V/v)
Persulfat 0,08 g in 10 ml 50l 0,02 % (W/v)

(a)AcryIamid, PDA (Piperazindiacrylamid), TEMED (N,N,N’-Tetramethylethylendiamin) (Biorad, Hercules,
CA, USA) Fur die Gelldsung wurde Harnstoff groRtiigiger Reinheit verwendet.

®per Carrier-Ampholyt-Mix besteht aus einem Teil \&dyte pH 2,0 bis 11,0 (Serva, Heidelberg,
Deutschland), einem Teil Pharmalyte pH 3,5 bis 10i@i Teilen Pharmalyte pH 4,0 bis 6,5, zwei Trile
Pharmalyte pH 5,0 bis 8,0 und einem Teil Pharmah{e6,5 bis 9,0 (Amersham Pharmacia Biotech, Freibu
Deutschland). Alle Lésungen wurden mit doppelt dlestem Wasser hergestellt. Das Endvolumen der
Gellésung betrug 48,75 ml; jedes Aliquot enthi€bQ ul

©pie Zugabe erfolgte zu einem 1950 pl-Aliquot desrifigels.
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Tabelle 3: Zusammensetzung des Capgels

Komponente Stammldsung LOsung Endkonzentration
Acrylamid 6,09 4,4 ml 12 % (w/v)

PDA 0,065 g in 10 ml 0,13 % (W/v)
Carrier-Ampholyt-Mix® 2,2 ml 4 % (VIV)
Harnstoff 11,88 ¢ 54 % (wiv) =9 M
Glycerin 14,3 g in 50 ml 3,85 ml 5 % (w/v)
TEMED 60 pl 2,2 ml 0,06 % (V/v)
Persulfat 0,08 g in 10 ml 20 i 0,02 % (W/V)

@Dje Komponenten des Carrier-Ampholyt-Mixes sind Hegende zu Tabelle 2 zu entnehmen. Alle Lésungen
wurden unter Verwendung von doppelt destillierterasdér hergestellt. Das Endvolumen der Gellésunuidpet
21,45 ml; jedes Aliquot enthielt 780 pl.

®)Die Zugabe erfolgte zu einem 780 pl-Aliquot des Gdg.

2.4.1.2Auftrag der Proben und IEF-Lauf
Zuerst eine Ubersicht der benétigten Chemikalien:
1. Kathodenpuffer 5 % (v/v) Ethylendiamin (Merck-Suchardt, Hohemnmy
Deutschland), 9 M Harnstoff (Merck, Darmstadt, Beutand) und 5 % (w/v)
Glycerin in doppelt destilliertem Wasser

2. Schutzlésung6 g Harnstoff und 1 g Glycerin gelost in 19 mipgelt destilliertem
Wasser. Von dieser Lésung wurden 7,6 ml mit 0,4 Satvalyte pH 2,0 bis 4,0
vermischt und nach Aliquotierung in Portionen zub®ei — 80 °C gelagert.

3. Anodenpuffer 7,27 % (v/v) Phosphorsaure (ortho-Phosphorsaie%® Merck,
Darmstadt, Deutschland) und 3 M Harnstoff in dopgestilliertemWasser

4. Aquilibrierungspuffer 125 mM TRIZMA®Hydrochlorid (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland), 40 % (w/v) Glycerin, 3 % (w/v) Soddwmdecylphosphat (SDS)
(99 % Reinheit; Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutscldlpund 5 % (w/v) DTT

Fur den Lauf wurde eine IEF-Elektrophoresekammewgrdet (Wita, Berlin, Deutschland),
in die 5 Gelréhrchen mit dem Capgel nach untenespgnnt wurden (2 Rohrchen HD,
2 Kontrolle, 1 Reserve). In die unten befindlicheatiiodenkammer wurde 400 ml
Kathodenpuffer gefillt. Dieser wurde auch dazu wsmet, die 0,5 cm langen Aussparungen
vor dem Capgel in den 1D-Rdhrchen luftblasenfreizatiillen. Daraufhin wurden die
Rohrchen in die LOosung gestellt und das obere Emdeschmalen Filterpapierstreifen
trockengetupft. Es wurde nun eine 2 mm dicke Sc¢hiSkphadex (Sephadex-G-200
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Superfine, Amersham Pharmacia Biotech, Freiburgjtédhland) auf das obere Ende des
Rohrchens aufgetragen. Das Sephadex wurde zuvotubdéh bei 90 °C in doppelt
destilliertem Wasser quellen gelassen, anschlief3md 25 % (w/v) Glycerinlésung
gewaschen und schliel3lich mit 9 M Harnstoff, 70 BMT und 2 % (v/v) Carrier-Ampholyt-
Mix (siehe Tabelle 2, Legende) vermischt. Sephadshindert Proteinaggregationen und —
prazipitationen auf der Gelmatrix, was vor allem Baginn des 1D-Laufs von grol3er
Bedeutung ist, wenn sich nach Probenauftrag ameabEnde des Gels Proteine in hoher
Konzentration und Menge befinden. Auf diese Schightden die Proteinproben mit Hilfe
von Hamiltorf-Spritzen (10 pl; Hamilton, Bonaduz, Schweiz) atfaggen. Fir Gehirnproben
wurden gewdnhlich 5 ul Probe mit einer Proteinkoriation von sehr konstanten 20 pg/ ul
(100 pg) appliziert. Zum Schutz vor Prazipitatiarrah den sauren Anodenpuffer wurde auf
die Proben eine 0,5 cm dicke Schicht Schutzlosweggelgen. Das restliche Rohrchen wurde
mit Anodenpuffer gefillt (2,7 cm). Das vorbereitdtelumen betrug 500 ml. Mit diesem
wurde die Anodenkammer beflllt. Durch Verbinden dieeren Kammer mit der Anode und
der unteren mit der Kathode des SpannungsgeraS @00XL; Amersham-Pharmacia,
Freiburg, Deutschland) wurde der 1D Lauf gestartet wurde eine schrittweise
Spannungszunahme programmiert bei einer Gesanglaufon 25 h 40 min bei
Raumtemperatur. Die Spannungseinstellungen erfolgte Einzelnen wie folgt: 1 h bei
100 V, 1 h bei 300 V, 23 h bei 1000 V, 30 min b&DQ V und 10 min bei 2000 V. Als
Maximalstromstarke wurde ein Wert von 10 mA festgeisbei einer Maximalleistung von
10 W. Nach dem Lauf wurden die Gele abgemessendidse wéahrend des Laufes
schrumpfen und mittels eines Nylonfadens in denilkgierungspuffer ausgestoRRen, der
zuvor auf Gelvorratsleisten aufgebracht wurde. Zuwaurde der Aquilibrierungspuffer
30 min bei 30 °C aufgetaut. Beim Ausstol3en wurgesdure Halfte (pH 3,5 bis 6,0) von der
basischen Halfte (pH 6,0 bis 9,5) mit Hilfe eineharfen Pinzette abgetrennt. Die wichtigste
Funktion der Aquilibrierung ist es, soviel wie mistl proteinassoziierten Harnstoff durch
SDS zu ersetzen. Die Gelvorratsleisten wurden nein-80 °C mindestens uber Nacht

gelagert.

2.4.2 Zweite Dimension: Grof3gel-SDS-PAGE

Durch Verwendung von SDS, welches die Eigenladuog Rroteinen lberdeckt, kénnen
diese nun in einem zweiten Elektrophoreselauf niackm Molekulargewicht aufgetrennt
werden. Durch Aufspalten von Wasserstoffbriicken habnes in diesem Schritt auch zur
Auflosung der Sekundar— und Tertiarstruktur der tétin@. Zum Aufspalten von

Disulfidbricken werden reduzierende Verbindungea @TT verwendet. Nach dem Giel3en
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der 2D-Gele wird das 1D-Gel aufgetragen. Darauflerfolgt die elektrophoretische

Auftrennung und zum Abschluss die Fixierung derténe vor der Silberfarbung.

2.4.2.1Durchfiihrung der SDS-PAGE

An Reagenzien wurden verwendet:

1.
2.

SDS-PAGE-GellésungZzusammensetzung siehe Tabelle 4)

Ammoniumpersulfatldsungl,28 % (w/v) zum beschleunigten Polymerisierem de

Gellésung

Spiilléssung 375 mM  TRIZMA®Hydrochlorid  (Sigma-Aldrich,
Deutschland) sowie 0,1 % (w/v) SDS (Sigma-Aldrigkeinheim, Deutschland)
Anodenpuffer (im unteren Pufferreserevoir der Elektrophoredssin Desavor
VA 300, Desaga, Deutschland): pH 8,7, 25 mM TRIZRBase, 192 mM Glyzin
(Serva, Heidelberg, Deutschland), 0,1 % (w/v) SBBS$} in deionisiertem Wasser

Steinheim,

Kathodenpuffergleiche chemische Zusammensetzung wie Anodenpuife erfolgte

die LOsung in doppelt destilliertem Wasser untegahe von 500 pl Bromphenolblau
als Marker (50 mg Bromphenolblau (Biorad, Herculég, USA) geldst in 150 ml
doppelt destilliertem Wasser)

Agaroselésungl % (w/v) Agarose (Biorad, Hercules, CA, USA)1 Qo (w/v) SDS
und 125 mM TRIZMAHydrochlorid zum Fixieren des 1D-Gels auf dem 20-Ge
Fixierlosung 50 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Essigsaure (MerdRarmstadt,

Deutschland) in doppelt destilliertem Wasser

Tabelle 4: Zusammensetzung der SDS-PAGE-Gele

Komponente Stammldsung LOsung Endkonzentration
Acrylamid 4%? 498 g+ 15 % (wW/v)
Bisacrylamid® 6,64 gin 1660 ml = 1660 ml 0,2 % (W/v)
TEMED 960 pl+ 0,03 % (V/V)

SDS 3,29+ 0,1 % (w/v)
TRIZMA®Base 110,408 g+ 375 mM

TRIZMA ®Hydrochlorid 45,44 g in 1400 ml. 1400 ml 375 mM
Persulfat 6,4 g in 500 ml 4,5 ml 0,08 % (w/v)

(a)AcryIamid 4x und Bisacrylamid (Serva, Heidelbergeubschland). Aliquots von 67,5 ml wurden aus der
hergestellten Gellésung abgefiillt und bei —20 °@ggrt. Kurz vor dem Giel3en des SDS-Gels wurdermy,5
der Persulfatiésung zugegeben, um die Gelpolimésisau starten. Fir die Herstellung aller Lésungamde
doppelt destilliertes Wasser verwendet. Das Endueluder Gellésung betrug 3000 ml. Vor dem Aliquetie
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erfolgte die Zugabe des lonenaustauschers Amb®rlitBRN-150 (18 g/l; Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland), um unvernetzte Acrylamidmonomerergfemen.

Die StandardgrofRe der eingesetzten Acrylamidgeteupe?8 cm (Trennlange) x 23,2 cm
(Breite) x 0,75 mm bzw. 1,0 mm (Dicke), wobei dignderen Gele fir die quantitative
Gelauswertung verwendet wurden, wohingegen dieedezkder Spotidentifizierung dienten.
Im folgenden Abschnitt wird die praktische Durchfiihg der Gro3gel-SDS-PAGE erlautert.
Zunachst wurde die Gelkassette vorbereitet. Getag@éasplatten wurde hierzu mit einem
am Rand mit Silikonpaste (GE Bayer Silicones, Bays Paste, Bayer, Leverkusen,
Deutschland) versehenen Abstandshalter Ubereingeldgt. Der so entstandene Abstand ist
mit der resultierenden Geldicke identisch, die g&m Anwendung variiert werden konnte
(siehe Kapitel 2.4.1.). Plastikklemmen an der Awéér der Glasplatten dienten zur
Fixierung und Befestigung. Die einsatzbereite Gsdk#te wurde auf einem Giel3stander
befestigt. Dieser besitzt eine Zufuhrmdglichkeit @&iyzerin und dichtet die Gelkassete nach
unten hin ab. Nun erfolgte wie oben beschriebenZdigabe von Ammoniumpersulfat zur
Gellésung (Anstol3 der Polymerisierung), woraufhiesd zigig von oben in die Gelkassette
gegossen wurde. Kleinere Luftblasen wurden miteH#ines langen Edelstahldrahtes entfernt.
Daraufhin erfolgte die Unterschichtung des Gels int ml (Spotdetektion) oder 2,4 ml
(Spotidentifikation) einer 40 %-igen (w/v) Glyzdidsung uber die Fdullhilfe des
Giel3standers. Dadurch entstand nach Polymerisatemn Gels im unteren Bereich der
Giel3form ein gleichmafiger Auftragsspalt fir das@&l. Nach einer Polymerisationszeit
von 25 min wurde die Gelkassette auf den Kopf djestiie Glyzerinldsung abgeschuttet und
die Geloberflache mit Spullésung gereinigt (sieberg. Im Anschluss wurde der ca. 0,5 cm
hohe und mit Spuillésung gefilllte Spalt mit Parafitfi versiegelt und die Gele zum weiteren
Auspolymerisieren 1 h bei Raumtemperatur steherasgeh. AnschlieRend wurde die
Geloberflache erneut gespult und versiegelt. Damagiden die Gele tber Nacht bei 4 °C im
Giel3stander gelagert, um eine gleichmalige endgiftuspolymerisierung zu gewébhrleisten.
Am nachsten Tag erfolgte das Auftragen des 1D-Gélch Entfernen der Spullésung
wurden die 1D-Gele von der Lagerungsschiene untarlfZnahme eines gebogenen Drahtes
auf die SDS-PAGE-Gele zwischen die Glasplattenstearert. AnschlieBend erfolgte die
Fixierung des 1D-Geles mit Agaroseldsung, um einufgghwimmen® wahrend der
Pufferzugabe in die obere Kammer oder wahrend @etaifes zu verhindern. Daraufhin
wurde die Elektrode mit dem Reservoir fur den obetaufpuffer an die Gelkassette
angebracht. Nun erfolgte die Zugabe des Anodenpufie die Anodenkammer (untere

Kammer), woraufhin die gesamte Vorrichtung in dieekifophoreseeinheit eingebracht
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wurde. Sodann wurde die obere Elektrode (Kathodell #Ruffer befllt. Die
elektrophoretische Auftrennung erfolgte mit Hilf@nv Spannungsgeraten (EPS 3500XL,
Amersham-Pharmacia, Freiburg, Deutschland) in dektéphoreseeinheit. Zu achten war
dabei auf eine konstante Kihlung von héchstens@5Wenn das 2D-Gel zu warm wird,
erfolgt keine saubere Auftrennung, und die Profmits sind nicht scharf fokussiert. Die
Anfangsstromstarke betrug 65 mA fir analytische@®&e mit 0,9 mm Innendurchmesser
und 130 mA fur praparative 1D-Gele mit 1,5 mm Inshénchmesser. Nach 15 min wurde die
Stromstarke auf 95 mA fur analytische Gele erhédgektive auf 150 mA fur praparative).
Die anfangliche niedrige Stromstarke diente densicbtigen Transfer der Proteine vom 1D-
Gel in das SDS-PAGE-Gel. Sobald die Bromphenolbagside etwa 2 cm oberhalb der
unteren Kante der Glasplatten befindliche Markigrarreicht hatte, wurde der Lauf beendet.
Nach Ende der Elektrophorese wurden die Glasplattarch Einfuhren eines Keils
voneinander getrennt und die Gele vorsichtig in Eilderlosung Uberfuhrt. Die sofortige
Fixierung diente der Verhinderung der Proteindiffasim Gel, die sich auch nach Ende des
Laufs fortsetzt und die Trennschérfe unter Umstanmagativ beeinflusst.

IEF (1D)
@ﬁ\) S = 6
. —7
2\\\. N :L- 3 e
3~ e SDS PAGE (2D)
= — . S s ' e .\\\\
e et R
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Abbildung 1: 2D-Grol3gelelektrophorese, erste (1D)nd zweite (2D) Dimension
1. Probe auf IEF-Gel; 2. IEF-Gel; 3. Glasrohrchéndie 1D; 4. Kammer fur die 1D; 5. Kammer fir @ig; 6.
IEF-Gel (1D) auf dem SDS-PAGE-Gel (2D); 7. jeweilsei Gele pro 2D-Kammer
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2.5 Anfarbung der Proteine

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Arten von Silfloungen verwendet: zum einen die
analytische Silberfarbung zur Feststellung von gtetiven Spotunterschieden, zum anderen
die Silberfarbung zur Proteinidentifizierung migteMassenspektrometrie. Die analytische
Farbung zeichnet sich durch eine hohe Sensitimiieiner Nachweisgrenze von etwa 2 ng
aus. Sie kann nicht zur Massenspektrometrie veratemgerden, da das zur Inkubation
verwendete Glutaraldehyd die Proteine unumkehrbarwgrnetzt und modifiziert. Dagegen
ist die Silberfarbung fur die Spotidentifizierungassenspektrometrisch vertraglich aber
schlecht zu quantifizieren, da Proteine wahrend Flmbung aus der Gelmatrix austreten
konnen. Prinzipiell beruht die Silberfarbung auf d@mplexbildung von A&lonen mit

bestimmten Aminoséaureresten der Proteine (Glutan@ystein- und Asparaginresten) und
anschlieRender Reduktion derAlgnen zu metallischem Silber durch Zugabe redeniger

Agenzien (Natriumcarbonat).

2.5.1 Durchfihrung der Silberfarbung zur Spotdetekt  ion

Auch hier eine kurze Ubersicht der benétigten Reaiga:
1. Fixierldsung Herstellung siehe 2.4.2.1.
2. Inkubationslésung 30 % (v/v) Ethanol, 05 % (v/v) Glutaraldehyd
(Glutaraldehydlosung 25 9%, Merck, Darmstadt, Deutsud), 4,1 % (w/v)

Natriumacetat (Merck, Darmstadt, Deutschland) sdy&% (w/v) Natriumthiosulfat

(Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
3. Silbernitratldsung 0,1 % (w/v) Silbernitrat (Merck, Darmstadt, Dezlikand),
0,01 % (v/v) Formaldehyd (Formaldehydlésung mind. @ Merck, Darmstadt,

Deutschland)
4. Vorentwickler 2,5 % (w/v) Natriumcarbonat (Merck, Darmstadtuehland)
5. Entwicklerlésung2,5 % (v/v) Natriumcarbonat und 0,01 (w/v) Fordediyd

6. Stopplésung0,05 M Titriplex® (Merck, Darmstadt, Deutschlana)d 0,02 % (w/v)

Thimerosal (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)

Zuerst wurden die 2D-Gele flr mindestens zwei Stanader Gber Nacht in der Fixierldsung
inkubiert, dann fir weitere zwei Stunden unter pmrentem Schitteln in die
Inkubationslésung verbracht. Anschliel3end wurdenGkle zwei mal 20 min in je 2 | doppelt
destilliertem Wasser gewaschen, wonach eine 304rgainkubation in 1 | Silbernitratldsung

erfolgte. Nach kurzem Abwaschen mit 1 | doppelstilleertem Wasser wurden die Gele
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fur 45 s mit 1 | Vorentwickler behandelt, um deno(teil des immer noch in Lésung
befindlichen Silbers auszuféllen, worauf sich diégeantliche Entwicklung mittels
Entwicklerlosung anschloss. Die Entwicklungszeit rwatark von der Menge an
aufgetragenem Protein abhéngig, wobei mit HilfeegiReferenzgels die Farbintensitat der
unterschiedlichen  Gele aufeinander abgestimmt wurdBeendet wurde der
Entwicklungsprozess nach Entfernen der Entwickéenhiy durch die Zugabe der
Stopplésung. Zur Auswertung und Archivierung der@Ble wurden diese getrocknet. Eine
perforierte Metallplatte in der Grol3e eines Gelsrdeu dazu in voller Flache mit
Blottingpapier ausgelegt und mit Wasser befeucbtas. 2D-Gel wurde von beiden Seiten mit
Zellophanfolie (Alba-Einmachhaut, Gehring & Neidag&i GmbH, Bielefeld, Deutschland)
bedeckt. Das 2D-Gel wurde nun mit einer vorbereitdtletallplatte abgedeckt und in einen
auf ca. 80 °C vorgeheizten Trockenschrank (MemMé&itmeschrank UL 60, Karow GmbH,
Berlin, Deutschland) verbracht. Dieser war an &laguumpumpe (Jet-1 Automatic, Genser
Scientific Instruments, Rothenburg, Deutschland)eschlossen, welche das lberschissige
Wasser aus dem Gel absaugte. Nach ca. 2 h waré&ethegetrocknet und konnten in grol3en

C3-Umschlagen aufbewahrt und gescannt bzw. archiverden.

2.5.2 Durchfihrung der Silberfarbung zur Spotidenti fizierung mittels
Massenspektrometrie

Hierzu wurde das modifizierte Farbeprotokoll nacukeshoven verwendet [128].
Die bendtigten Reagenzien waren:

1. Fixierldsung Herstellung siehe 2.4.2.1.

2. Ethanolldsung20 % (v/v)
Natriumthiosulfatldsung0,02 % (w/v), (Sigma, St. Louis, MO, USA)
Silbernitratlésung0,1 % (w/v), (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Spullésung 2,5% (w/v) Natriumcarbonat (Merck, Darmstadt, Behland)
Entwicklerlésung 2,5 % (w/v) Natriumcarbonat, 0,02 % (v/v) Forneligdlosung
(Merck, Darmstadt, Deutschland) und 0,025 % (w/\inferosal (Sigma-Aldrich,

Steinheim, Deutschland)

o g bk~ w

7. Stopplésung18,5 g/l Titriplex (Merck, Darmstadt, Deutschland

Auch hier wurden die 2D-Gele zunachst fur mindest2nh in der bereits beschriebenen
Fixierlosung aufbewahrt. Im Anschluss wurde zuntd@@smin mit Ethanolldsung inkubiert,
danach noch 1 min in Natriumthiosulfatlosung. Ad&instes wurden die Gele 2 mal 1 min mit

doppelt destilliertem Wasser gespult, anschlie3eridigte eine sofortige Inkubation fir
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30 min in Silbernitratldsung. Wie bereits erwatstthier das Fehlen des Glutaraldehydes von
entscheidender Bedeutung, da dieses die masserspekische Identifizierung der Proteine
unmoglich machen wirde. Nach diesem Schritt wurdien2D-Gele erst 30 s in doppelt
destilliertem Wasser gespilt, dann 1 min in Spulgs Die eigentliche Entwicklung erfolgte
Uber 2 bis 10 min in der Entwicklerlésung. Die Eimkiung wurde anschlieRend durch
Zugabe der Stopplésung tber 20 min gestoppt. Die @erden bei dieser Farbemethode
nicht getrocknet, sondern in durchsichtige Plasti&feingeschweil3t und bei 4 °C gelagert.

2.6 Proteinisoformen auf dem 2D-Gel

Die mit Hilfe der GroR3gel-2D-Elektrophorese dargéttn Proteine reprasentieren nur einen
Ausschnitt aus dem Proteom der Zelle, das wesbrglh@f3er ist. Als Proteom bezeichnet man
die Gesamtheit aller Proteine einer Zelle. Die Asifingsgrenze der Grof3gel-2D-
Elektrophorese liegt je nach Gewebe zwischen 5@@010000 Proteinisoformen (Spots), die
pro analytischem Gel dargestellt werden konnen][12§ ist bekannt, dass ein Protein durch
mehrere Spots auf dem 2D-Gel vertreten sein kandet hier verwendeten Methode werden
durchschnittlich 2,2 Spots pro Protein detekti2d].

IEF (1D)
pH
4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0
200 - | R
100 —
SDS PAGE 50
(2D) .
Mw
[kDa]
20 -4
. *
. ‘e %
° A . " . i
v ’ - e
10 -

Abbildung 2: Reprasentatives analytisches 2D-Gel deStriatums der Ratte
Die Trennrichtungen der IEF und der SDS-PAGE siriidden jeweiligen pH- und Molekulargewichtsbereiche
(Mw) angegeben. Proteinisoformen sind nach deryéinahen Silberfarbung als Spots auf dem Gel erfkann
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Methodenbedingt erscheinen nur Proteine mit einesrektilargewicht zwischen 9 kDa und
200 Kda auf dem 2D-Gel, da kleinere Proteine ddswabrend des 2D-Laufs verlassen und
gro3ere nicht vom 1D-Gel ins 2D-Gel Ubergehen. DBarthinaus besteht methodenbedingt
ein Bias zu Gunsten der hydrophilen Proteine, véraiuweil die hydrophoben zwischen 1D-

und 2D-Lauf verstarkt prazipitieren [127].

2.7 Softwaregestitzte Spotevaluierung mittels DELTA 2D

Die 2D-Gele zur quantitativen Analyse wurden zuengt 16 Bit Graustufen und 300 dpi
eingescannt. Im Anschluss daran wurden die Prgietnsuster mit Hilfe der DELTA2D —
Visualisierungssoftware Version 3.5 (Decodon, Gredld, Deutschland) ausgewertet.
Hierbei wurden die eingescannten Gele mit Hilfe degact“-Modus von DELTA2D
miteinander ,gematcht” und im Anschluss daran Gdben ,union“-Modus ein Fusionsgel
generiert, welches als Summenbild aller sichtba&@eots aller 2D-Gele in einem Projekt
angesehen werden kann. Die Spotdetektion wurdaufudem Fusionsgel durchgefiihrt. Die
Einstellungen fur Hintergrund, durchschnittliche o&p6Re und Sensitivitat erfolgten
aufgrund von automatisch von der Software ermdtelind optimierten Werten. Auf einem
Fusionsgel waren somit ca. 2000 unterschiedlicheelrispots/Proteinisoformen sichtbar.
Jeder Isoform wurde von der Software eine eigesatifizierungsnummer zugewiesen. Vom
Fusionsgel wurden dann alle Spots auf die andeet@ i Projekt Ubertragen. Die einzelnen
Spots wurden nach relativer Spotintensitat/Spotwelu [%] miteinander verglichen, wobei
die Hintergrundfarbung von der Software automateichezogen wurde. Die so gewonnenen
Werte wurden zur statistischen Analyse in Exceloetigrt. Die Datensétze wurden mittels
gepaartem zweiseitigen Student’s T-Test ausgewétilee statistische Signifikanz wurde bei

einem p<0,05 angenommen.

2.8 Proteinidentifizierung mittels Massenspektromet rie

Im Wesentlichen werden zwei Arten von Massenspeakttde verwendet. Einerseits die
Matrix-assistierte-Laser-Desorptions-lonisationssBEnspektrometrie (MALDI-MS),
andererseits die Elektrospray-lonisierung-Massekispmetrie  (ESI-MS). Fur die

Proteinidentifizierung in dieser Arbeit kamen bekl@men zum Einsatz.
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2.8.1 Prinzip der MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Bei dieser Methode werden Proteine in KristalleeeiMatrixsubstanz eingebettet, die tGber
ein hohes UV-Absorptionsvermodgen verfugt. Das Pmalatrix-Gemisch wird nun mit

einem gepulsten Laserstrahl gezielt beschosserurbBagibt die Matrixsubstanz Protonen an
die Probenmolekile ab, wodurch diese eine positisdung erhalten. Die geladenen
Probenmolekiile bzw. lonen treten nachfolgend in @&sphase des Hochvakuums im
Massenspektrometer tber. Die Probenmolekile (lowenjen nun erst in einem elektrischen
Feld beschleunigt und durchfliegen dann auf dem Vleg Detektor eine feldfreie Strecke.
Durch die individuellen Masse/Ladungsverhéltnisee Erobenmolekile (lonen) resultieren
unterschiedliche Geschwindigkeiten und damit Fliigre die mit Hilfe des

Flugzeitanalysators (TOF; Time of flight) bestimwerden kénnen.

2.8.2 Durchfihrung der MALDI-TOF-Massenspektrometri e

Zuerst werden die Proteinspots manuell ausgestAtezhachstes werden die ausgestochenen
Spots gewaschen, gefolgt vom enzymatischen Praelau. Dann erfolgt die Einbettung der
Proteine in eine Matrix und schlielich die Bestiomg ihrer Identitat im
Massenspektrometer.

Die Proteinspots wurden mit einem Durchmesser yaa € mm mit Hilfe der GelPal manual
spot excision unit (Genetix, New Milton, UK) ausnd®IS-kompatiblen Gelen ausgestanzt
und in Wellplatten mit 96 Well, sog. ZipPlafegMillipore, Bedford, MA, USA), tiberfiihrt.
Der sich nun anschlieBende Waschvorgang dienteEddernung stérender Chemikalien.
Zunachst wurden 100 pl einer Lésung bestehend aus (%/v) Acetonitril (ACN, Merck,
Darmstadt, Deutschland) und 25 mM Ammoniumhydrogédmenat (pH 8,0, Sigma-Aldrich,
Steinheim, Deutschland) hinzugegeben und 15 mirRbemtemperatur inkubiert. Daraufhin
wurde der Uberstand mit Hilfe einer Vakuumstatioillipore®, Bedford, USA) wieder
abgesaugt. Im Anschluss wurde ein zweimaliger Waasgiang mit 100 ul einer Lésung aus
50 % (v/v) Acetonitrii (ACN, Merck, Darmstadt, Deghland) und 25 mM
Ammoniumhydrogencarbonat (Sigma-Aldrich, SteinheiBgutschland) durchgefuhrt, es
folgte eine Inkubationszeit von je 15 min bei Rasmperatur mit zwischenzeitlichem
Absaugen. In einem letzten Schritt des Waschvorgangrden 200 pl 100 % ACN
hinzugegeben, weitere 10 min bei Raumtemperatwbilgkt und anschliel3end abgesaugt.
Nun wurde ein enzymatischer Verdau mit der Protdagpsin durchgefthrt, bei dem durch
Spaltung der Proteine an spezifischen Stellen €hibysin und Arginin) Peptide erzeugt

werden. Es wurden 10 pul 50 mM AmmoniumhydrogencaabdpH 8,0) hinzugegeben,
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welches 10 ng/pl modifiziertes Trypsin vom Schw@momega WI, USA) enthielt. Die so
angestol3ene Proteinverdauung wurde tber insgeshrbeB37 °C durchgefiihrt, wobei nach
30 min noch 5 pl vorgewarmtes (37 °C) Ammoniumhgamcarbonat (pH 8,0) beigefugt
wurde. In einem néchsten Schritt erfolgte die Zegabn 8 pl 100 % ACN. Nach einer
weiteren Inkubation tGber 15 min bei 37 °C wurde® 13 0,2 % Trifluoressigsaure (TFA,
Merck, Darmstadt, Deutschland) hinzugegeben undeweei30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Durch diese Schritte erfolgt eine Binduder Peptide an das;&Material der
ZipPlate§. AnschlieRend erfolgte ein zweimaliger Wasch — Bntsalzungsschritt mit 100 pl
TFA. In einem letzten Arbeitsschritt wurden die #dp durch Zugabe von 15,5 pl
50 % (v/v) ACN in 0,1 % (v/v) TFA eluiert und inrmdungschemisch inerten Multichem-
Mikrotiterplatten (MTP, Whatman, Brentford, UK) gesmelt. Die Aufbewahrung erfolgte
nach Versiegelung mit Parafilm bei — 20 °C.

Es schloss sich nun die Praparation der Matrix Als. Matrix diente 2,5-Dihydroxy-
Benzoesaure (Bruker, Bremen, Deutschland) mit d@@zentration von 3,3 g/l, die in zwei
Teilen TFA und einem Teil ACN gel6st war. Es wurdam 1,5 pl des Peptidextrakts mit
1,5 pl der Matrixlésung vermischt und dann auf 08 ANCHORCHI{S-MALDI-Targets
(Bruker, Bremen, Deutschland) aufgebracht, welche &nalyse in das MALDI-TOF-
Massenspektrometer (Bruker Reflex IV, Bremen, Dehlesd) gegeben wurden. Dort wurden
wie beschrieben die Flugzeiten der Proteine detgktDie gewonnenen Massenspektren
wurden mit Hilfe der XMASS/NT 5.1.16-Software (Brrk Bremen, Deutschland) in
korrelierende Massenlisten transferiert. Im Anssbluwurden diese Listen Uber die
Suchmaschine Mascot  Daemon 2.1.0 (Matrix  Science,ondan, UK,
www.matrixscience.com) mit der ProteinsequenzdatekbNCBI (National Center for
Biotechnology Information, Bethesda, USA, www.nobn.nih.gov/) verglichen. Hierbei
wurden die Analyseparameter flr die Suchmaschire faigt eingestellt: Peptidtoleranz:
100 ppm; mdgliche Variationen: Oxidation am Methimoand Propionamid am Cystein. Die
Suche wurde taxonomisch aofammaliaeingeschrankt. Die Proteine wurden nach dem
Mascot-MOWSE-Score (p<0,05), der Anzahl gefundeReptide pro Protein und der

Ubereinstimmung der Proteinsequenz evaluiert.

2.8.3 Prinzip der ESI-Massenspektrometrie

Bei der ESI-MS werden die Proteine durch Versprliheieinste Tropfchen in die Gasphase
verbracht (Elektrospray-lonisation). Dabei wird dReobenl6ésung unter Atmospharendruck
durch eine Kapillare gespriuht. Schwache Sauren edieals lonisierungshelfer, als

Sprihhelfer kommen organische Ldsungsmittel zum sd&m Mit Hilfe von
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Massenanlysatoren wird das Masse/Ladungsverhdlarisrobenmolekile bestimmt. Durch
Koppelung der ESI-MS mit der Flussigkeitschromaapiie (LC) kdnnen auch komplexe
Proteingemische analysiert werden. Dabei dientGheomatographie der Auftrennung und

die ESI-MS der Identifizierung/Quantifizierung d@mbstanzen.

2.8.4 Durchfihrung der ESI-Massenspektrometrie

Auch hier folgte auf das manuelle Ausstanzen detelfre der tryptische In-Gel-Verdau,
wobei das gleiche Protokoll wie fir die MALDI-TOFS/Averwendet wurde (siehe Kapitel
2.8.2.). Die tryptischen Fragmente wurden darauftmitels nanoflow high-performance
liquid chromatography (nanoHPLC; Dionex/LC Packingsnsterdam, Nierderlande)/ESI-
MS und —MS/MS in einem LCQ-Deca-XP-Massenspektrem@hermo Finnigan, Waltham,
MA, USA) analysiert. Dabei war die nano-HPLC direkt die ESI-MS gekoppelt (siehe
Kapitel 2.8.3.). Zur Chromatographie wurde eine N?ap-100-C-18-Vorsaule (5 pm, 100 A,
300 pm Innendurchmesser x 5 mm; Dionex/LC Packimgs)endet, die unter Verwendung
von 0,1 % (v/v) TFA (Flussrate 20 pl/min) mit Priofrobeneluaten zu je 15 pl beladen
wurde. Die Peptide wurden auf einer PepMap-100-a4a®-Saule (3 um, 100 A, 75 um
Innendurchmesser x 15 cm; Dionex/LC Packings) gatréAls Eluenten dienten 0,1 % (v/v)
wassrige Ameisensaure (Eluent A) und 0,1 % (v/v)efsensaure geldst in Acetonitril
(Eluent B). Die Flussrate betrug 200 nl/min. Deuttinsgradient war zu Anfang 5 % (v/v)
von Eluent B und wurde im Verlauf auf 50 % (v/vueht B nach 40 min erhdht. ESI-MS-
Daten wurden wahrend des gesamten LC-Laufs gewomnerExtraktion der Daten erfolgte
mit Hilfe des TurboSEQUEST-Algorithmus. Keratin uraitolytische Trypsinfragmente
wurden nachtraglich mit Hilfe einer Softwareoptibarausgefiltert. Alle mittels BioWorks
Version 3.2 (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)stellten DTA-Files wurden in
MASCOT generic format files (MGF) konvertiert. DiBlassenspektren wurden unter
Verwendung der MASCOT Software Version 2.1. analgsi MASCOT durchsuchte
automatisch die NCBI-Datenbank. Die Suche wurdeoriarisch auf mammalia
eingeschréankt. Weitere Einstellungen waren: prgtsahes Enzym: Trypsin; maximale
Anzahl missgliickter Cleavages: 1; Massenwert: nemtop; Peptidmassentoleranz: 0,8 Da;
Fragmentmassentoleranz: 0,8 Da; variable Modifirigen: Oxidation von Methionin,
Propionamidrest am Cystein. Es wurden nur Protein@inem p-Wert <0,05 und mindestens

zwei unabhangigen identifizierten Peptiden beriotksit.
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2.9 Analyse der beteiligten Pathways

In einem nachsten Schritt war es nun maoglich, dieniifizierten Proteine bestimmten
Pathways im Stoffwechsel der Zelle zuzuordnen. @Glage der Pathway-Analyse bildeten
die Gennamen (www.informatics.jax.org/) bzw. diem\WMASCOT ermittelten GI-Nummern.
Um die Frage zu kléaren, ob bestimmte Pathways Vertméranderungen auf Proteinebene
aufweisen als andere Pathways, wurde das PrograwiEB;based GEne SeT AnalLysis
Toolkit® (WEBGESTALT) verwendet, welches von der nderbilt-Universitat unter
http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt/ kostenfrer Verfiigung gestellt wird. Mit Hilfe der
eingespeisten GI-Nummern kann hier unter der Kategd&KEGG table and maps” eine
sogenannte KEGG-Analyse durchgefuhrt werden, woasi,Gene set analysis tool* und die
»Function“-Option verwendet wurden. KEGG steht flityoto Encyclopedia of Genes and
Genomes*” und ist eine Bioinformatikdatenbank, dioidmationen zu Genen, Proteinen,
Reaktionswegen und Pathways enthalt. Bei der \g@tiden Untersuchung wurden folgende
Parameter benutzt, um die KEGG-Tabellen zu erstelleReference set:
~WEBGESTALT_MOUSE", significance level: p<0,01, nmmum number of genes: 2. Als
statistische Methode wurde der ,hypergeometric”testrwendet. Gibt man die oben
genannten Parameter zusammen mit den GI-Nummerneestellt das Programm eine
Ubersichtliche Darstellung der am meisten veraedePathways und der an ihnen beteiligten

Proteine.
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3 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war es, mit Hilfe eines Grol3g&-Elektrophorese-gestitzten Ansatzes
Einsicht in die Krankheitsdynamik der HD bei ein®attenmodell zu gewinnen. Dabei lag
der Schwerpunkt auf frihen Proteinveranderungengldaen wurde das Proteom transgener
Ratten mit 51 Polyglutaminrepeats im HD-verursadeenProtein Htt mit Kontroll-Ratten
gleichen Geschlechts, Alters und genetischem Hinied.

Es wurden drei Altersstufen des Krankheitsmodeilsjeweils den gleichen Altersstufen bei
gesunden Kontrolltieren verglichen. Als sehr frii&symptomatische Altersstufe wurden 10
Tage alte Tiere verwendet. In diesem Alter habere dratten noch keinen
Krankheitsphéanotyp, sind also nicht von den Kolttiesen zu unterscheiden. Im Alter von 70
Tagen (10 Wochen), der zweiten untersuchten Aligst zeigen die Tiere bereits
Verhaltensauffalligkeiten im Sinne einer in der Rhdlaze nachweisbaren Angstreduktion,
entwickeln aber noch keine motorischen Symptomes®iAltersstufe entspricht somit einer
frihen Phase der Erkrankung. Mit 465 Tagen (15,5dfken) stellt die dritte Altersstufe ein
Beispiel fur die mittlere Phase der Erkrankung dader es neben kognitiven Defiziten auch
zu deutlichen motorischen Dysfunktionen bei dertdtakommt [120].

Es wurden pro Zeitpunkt funf Probenpaare (HD vetsoistrolle) aus dem Striatum und funf
aus dem Cerebellum untersucht. Das Striatum deetBeispiel fur eine von Beginn an und
stark von der Huntington-Erkrankung betroffene @afeigion, wohingegen das Cerebellum

erst deutlich spater betroffen ist.

3.1 Quantitative Auswertung der Ergebnisse

Um die drei Altersstufen, 10 Tage, 70 Tage und 4@&%e, miteinander vergleichen zu
kbénnen, wurden zuerst quantitative Untersuchungen lokteiligten Proteine fur beide
Gehirnregionen durchgefuhrt. Als Grundlage hiediente die in Kapitel 2.7. dargestellte,
computergestitzte Auswertung der 2D-Gele mit Hilés Computerprogramms DELTA2D,
Version 3.5 (Decodon, Greifswald, Deutschland). EieGele wurden nach Auftrennung der
Proteine (Proteinspots) nach Ladung und molekuldviaisse digital erfasst und mit
DELTA2D quantifiziert. Mit Hilfe des gepaarten zweiseitig&tudent's T-Test wurden
statistisch signifikant veranderte Proteinspots Hiite einer Signifikanzgrenze von p<0,05

ermittelt.
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3.1.1 Frihes, prasymptomatisches Stadium zeigt bere its Vviele
Veranderungen auf Proteinisoformebene

In Tabelle 5 und Tabelle &t die Anzahl der Proteinisoformen (Spots) mitngfigantem
Expressionsunterschied im Striatum und im Cerebeliir alle drei Altersstufen dargestellt.
Dargestellt sind die Anzahl der Proteinisoformen wa&rmehrter €) und verminderter-§)
Expression sowie die Gesamtanzahl der Isoformes,sdih aus der Summe der beiden
genannten ergibt. Durch Addition dieser Summen b¢rgich die Endsumme, die die

Gesamtanzahl aller Veranderungen in einer Gehiiomexgpigt.

Tabelle 5: Unterschiedlich exprimierte Proteinisofomen im Striatum

Alter Proteinisoformanzahl
Expression# Expression ¥ Gesamt
10 Tage 101 55 156
70 Tage 109 94 203
465 Tage 61 85 146
Endsumme 505
vermehrte #) und verminderte®) Expression
Tabelle & Unterschiedlich exprimierte Proteinisoformen im Ceebellum
Alter Proteinisoformanzahl
Expression# Expression ¥ Gesamt
10 Tage 44 54 98
70 Tage 110 126 236
465 Tage 85 40 125
Endsumme 459

vermehrte #) und verminderte &) Expression

Als auffalligstes Ergebnis sticht hierbei die groRezahl veréanderter Proteinisoformen im
Striatum bei der jungsten, prasymptomatischen sdtefe von 10 Tagen ins Auge. Diese
weist im Striatum mit 156 gegentber 146 sogar mébranderungen auf als die letzte
Altersstufe von 465 Tagen, bei der die Tiere eimeutlichen Krankheitsphanotyp mit
Verhaltensauffalligkeiten und motorischen Storungmmgen [120]. Die Altersstufe ohne
Krankheitsphénotyp zeigt also mehr Veranderungeh Rwoteinisoformebene als die

Altersstufe mit deutlich fortgeschrittenem Phanotip Vergleich zur jingsten Altersstufe
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des Cerebellums, wo sich nur 98 veranderte Pretmimen finden, unterscheidet sich das
Striatum mit 156 Veranderungen deutlich.

Weiterhin fallt auf, dass das Striatum als stark der Erkrankung betroffene Gehirnregion
mit 505 gegeniber 459 mehr veranderte Proteinisworals das Cerebellum aufweist.
Trotzdem ist die hohe Anzahl an Veranderungen Higfféie sich im Cerebellum als priméar
nicht von der Erkrankung betroffene Gehirnregiorén. Nur in der jingsten Altersstufe (10
Tage) zeigt das Striatum deutlich mehr Verandemraje das Cerebellum (156 gegeniber
98). Bei der letzten Altersstufe (465 Tage) ist dénterschied zwischen Striatum und
Cerebellum mit 146 gegentber 125 veranderten Pistdormen deutlich geringer, wahrend
bei der mittleren Altersstufe (70 Tage) im Cerabmll sogar mehr veranderte
Proteinisoformen vorhanden sind als im Striatunt(Z&rebellum gegeniber 203 Striatum).

Abbildung 3 verdeutlicht die Unterschiede grafisch.
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Abbildung 3: Veranderte Proteinisoformen fir Striatum und Cerebellum im HD-Verlauf

Die Anzahl der verédnderten Proteinisoformen wurdé Hiilfe von funf individuellen Gelpaaren mit
biologischen Replikaten und dem gepaarten zwegggitiStudents’s T-Test ermittelt. Gegenuberstelldag
Gesamtanzahl fir Striatum und Cerebellum.

Betrachtet man Abbildung 3, wird noch einmal seduttich, dass die jingste Altersstufe (10
Tage) im Striatum bereits sehr viele Proteinveramugen aufweist, sowohl im Vergleich zu
dem Zeitpunkt, an dem die Pathologie am weitesiggdschritten ist (465 Tage), als auch im
Vergleich zur selben Altersstufe (10 Tage) beim eBeHum. Aul3erdem ist deutlich
erkennbar, dass im Cerebellum ab 70 Tagen &hnligle Weranderungen auf Ebene der

Proteinisoformen zu finden sind wie im Striatum.

Um die statistischen Aussagekraft zu erhéhen, weide Beschrankung von mindestens
10 % veréanderter Proteinexpression eingefihrt, didhProteinexpression einer bestimmten

Proteinisoform musste um mindestens 10 % vermealat vermindert sein, um als verandert
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zu gelten. Dies konnte anhand der mit DELTA2D gewemen quantitativen Daten leicht
ermittelt werden. Der Grenzwert von 10 % minimakexpressionsanderung wurde bei
frheren Studien [110,114] und auf Grund der lamgggen Erfahrung unseres Labors mit der
GroR3gel-2D-Elektrophorese festgelegt.

Die so ermittelten Werte sind in Tabelle 7 und Tieb&dargestellt.

Tabelle 7: Unterschiedlich exprimierte Proteinisofomen im Striatum, mindestens 10 % veranderte

Proteinexpression

Alter Proteinisoformanzahl
Expression# Expression ¥ Gesamt
10 Tage 92 55 147
70 Tage 104 94 198
465 Tage 59 79 138
Endsumme 483

vermehrte #) und verminderte &) Expression

Tabelle 8: Unterschiedlich exprimierte Proteinisofomen im Cerebellum, mindestens 10% verénderte
Proteinkonzentration

Alter Proteinisoformanzahl
Expression# Expression ¥ Gesamt
10 Tage 44 44 88
70 Tage 116 109 225
465 Tage 82 33 115
Endsumme 428

vermehrte #) und verminderte &) Expression

Es wird deutlich, dass der Trend bei den Proteiresgponsédnderungen auch bei einer
Beschrankung von mindestens 10 % Unterschied erhhleibt.

Es findet sich auch hier eine auffallend hohe Ahzegn&nderter Proteinisoformen bei der
jungsten Altersstufe (10 Tage) im Striatum. Mit Mefanderten Proteinisoformen Ubersteigt
diese Anzahl wieder die Veranderungen bei der sdteife des Striatums, bei der die
Pathologie am weitesten fortgeschritten ist (465g€)a Dort finden sich nur 138

Veranderungen. Wenn man Striatum und Cerebellumjigegsten Altersstufe (10 Tage)

miteinander vergleicht, ist der Unterschied ernselr auffallig: 147 Verdnderungen im

Striatum stehen nur 88 veranderte Proteinisoforime@erebellum gegeniber.
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Deutlich wird ebenfalls wieder, dass sich im Stnmat mit einer Gesamtanzahl von 483
gegeniber 428 Veranderungen im Cerebellum insgesaetir Unterschiede in der
Expression der Proteinisoformen nachweisen ladsestaunlich ist aber auch hier die gro3e
Anzahl an Veranderungen, die sich im CerebellumdinDie grol3e Anzahl an Unterschieden
lasst sich spatestens ab 70 Tagen beobachtenibbesteigt die Anzahl der Veranderungen
im Cerebellum (225 verédnderte Proteinisoformen) asodiejenige im Striatum (198
veranderte Proteinisoformen). Bei der Altersstufét mm weitesten fortgeschrittener
Pathologie (465 Tage) ist die Anzahl der Untersiigeringer (138 im Striatum gegenuber
115 im Cerebellum) als bei der mittleren Altersst(ifO Tage). Aul3erdem sind hier wieder
mehr Proteinisoformen im Striatum verédndert. AnamgAbbildung 3 fasst Abbildung 4
diese Ergebnisse grafisch zusammen.
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Abbildung 4: Veréanderte Proteinisoformen fiir Striatum und Cerebellum im HD-Verlauf, mindestens

10 % Expressionsanderung

Die Anzahl der verédnderten Proteinisoformen wurdé Hiilfe von funf individuellen Gelpaaren mit
biologischen Replikaten und dem gepaarten zwejsgitiStudents’s T-Test ermittelt. Gegeniberstelldag
Gesamtanzahl fur Striatum und Cerebellum. Wertenmidestens 10 % veranderter Proteinexpression.

Sowohl mit als auch ohne Beschréankung des GradesPad#einexpressionsveranderung
bestatigt sich also die Beobachtung, dass bei eiRattenmodell fur die Huntington-
Erkrankung schon friih Veranderungen vor allem imag&tm zu beobachten sind. Deutlich
wurde auch, dass das Cerebellum ab 70 Tagen urnietwaele Expressionsunterschiede

aufweist, die sich relativ wenig vom Striatum ustdreiden.
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3.1.2 Frihe Veranderungen im Striatum bestatigen si  ch auch auf Ebene

veranderter Gesamtproteinkonzentration

Es stellte sich nun die Frage, wie gut die Anzabtaaderter Proteinisoformen mit der
Veranderung der Gesamtproteinkonzentration korteligm dies zu Uberprifen, wurde die
Gesamtproteinkonzentration mit Hilfe der quanttati Daten aus DELTA2Destimmt und

fur alle Altersstufen grafisch und tabellarischgigstellt (siehe hierzu Tabelle 9 umdbelle

10 sowie Abbildung 5). Zur Ermittlung der verédneertProteinkonzentration wurde der
Mittelwert des Spotvolumens aller signifikant vettérten Spots (Proteinisoformen) pro
2D-Gel in DELTA2D errechnet. Die Endsummgibt die Anderung der Gesamt-

proteinkonzentration als Summe aller drei Alteristieiner Gehirnregion an.

Tabelle 9: Anderung der Gesamtproteinkonzentrationm Striatum

Alter Konzentrationséanderung[%]
Expression# Expression ¥ Gesamt
10 Tage 1,97 1,08 3,05
70 Tage 3,69 2,11 5,8
465 Tage 1,59 2,04 3,63
Endsumme 12,48
vermehrte #) und verminderte ) Expression
Tabelle 10: Anderung der Gesamtproteinkonzentrationim Cerebellum
Alter Konzentrations&nderung [%)]
Expression# Expression ¥ Gesamt
10 Tage 0,67 0,82 1,49
70 Tage 2,33 3,24 5,57
465 Tage 1,34 0,59 1,93
Endsumme 8,99

vermehrte #) und verminderte &) Expression

Die bei Betrachtung der verédnderten Anzahl derdfn@oformen gefundenen Ergebnisse
bestdatigen sich im Wesentlichen auch hier. Wiederwmist das Striatum in der

prasymptomatischen Altersstufe (10 Tage) eine enithh hohe Zahl an Veranderungen auf.
Diese ist beim Striatum mit 3,05 % veranderter Ge#peoteinkonzentration im Gegensatz zur

Proteinisoformanzahl kleiner als die der Alterstui@ der am weitesten fortgeschrittenen

45



Pathologie (465 Tage, 3,63 %). Betrachtet man @ginderung der Proteinkonzentration bei
10 Tagen im Cerebellum, so ist diese mit 1,49 %ldugeringer als im Striatum (3,05 %).
Die Konzentrationsanderung im Striatum ist mehrdaigpelt so grol3 wie im Cerebellum und
der Unterschied somit noch deutlich gréRer als dexéanderung bei der Anzahl der
Proteinisoformen.
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Abbildung 5: Anderung der Gesamtproteinkonzentration fur Striatum und Cerebellum im HD-Verlauf
Zur Ermittlung des verédnderten Spotvolumens wureleMittelwert des Spotvolumens aller signifikan®pots
pro 2D-Gel gebildet.

Es konnte somit gezeigt werden, dass eine erhomza unterschiedlich exprimierter
Proteinisoformen in den meisten Fallen auch tatsdchmit einer erh6hten prozentualen
Veréanderung der Gesamtproteinkonzentration einhéergéllerdings finden sich auch
Abweichungen von dieser Beobachtung. Zum einentlsétin im Striatum das Verhéaltnis von
jungster zu fortgeschrittenster Altersstufe bei derBetrachtung der
Gesamtproteinkonzentration im Vergleich zur verétate Anzahl der Proteinisoformen um
(siehe oben). Zum anderen fallt bei Betrachtungndiéiteren Altersstufe (70 Tage) auf, dass
das Striatum (5,8 %) nun eine grol3ere prozentuat&nderung als das Cerebellum (5,57 %)

aufweist. Dies steht im Gegensatz zur Anzahl uokeesllich exprimierter Isoformen, wo
dieses Verhaltnis umgekehrt ist.

Die Einfihrung einer Beschrankung von mindesteng4dl@eranderter Proteinkonzentration
verandert die Ergebnisse analog zu den ResultaBiendie Anzahl der verédnderten
Proteinisoformen nicht (siehe Tabelle Tapelle 12 und Abbildung 6).
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Tabelle 11: Anderung der Gesamtproteinkonzentratia im Striatum, mindestens 10 % veranderte

Proteinexpression

Alter Konzentrationsénderung [%)]
Expression# Expression ¥ Gesamt
10 Tage 1,83 0,95 2,78
70 Tage 3,57 2,11 5,68
465 Tage 1,54 1,88 3,42
Endsumme 11,88

vermehrte #) und verminderte &) Expression

Tabelle 12: Anderung der Gesamtproteinkonzentratia im Cerebellum, mindestens 10 % veranderte
Proteinexpression

Alter Konzentrationsdnderung [%)]
Expression# Expression ¥ Gesamt
10 Tage 0,67 0,7 1,37
70 Tage 2,29 2,67 4,96
465 Tage 1,25 0,53 1,78
Endsumme 8,11
vermehrte #) und verminderte &) Expression
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Abbildung 6: Anderung der Gesamtproteinkonzentration fir Striatum und Cerebellum im HD-Verlauf,
mindestens 10% Expressionsénderung
Zur Ermittlung des verédnderten Spotvolumens wureleMittelwert des Spotvolumens aller signifikan®&pots

pro 2D-Gel gebildet. Gegenliberstellung der Gesanéwfér Striatum und Cerebellum mit mindestens 10 %
veranderter Proteinexpression.

Auffallig ist wiederum die stark veranderte Gesamwtipinmenge (2,78 %) bei der
prasymptomatischen Altersstufe (10 Tage). Obwoldhahier die Altersstufe mit der am

weitesten fortgeschrittenen Pathologie (465 TageBm2 % eine noch starkere Veranderung
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aufweist, sind sich beide Werte recht &hnlich. inrelden Vergleich der jingsten Altersstufe
(10 Tage) zeigt das Striatum (2,78 %) gegentber @erebellum (1,37 %) eine um mehr als
100 % groRRere Veréanderung.

Auch hier korrelieren somit Gesamtproteinkonzermiratind veranderte Proteinisoformanzabhl
recht gut, obwohl einige Abweichungen auftretenel{si oben). Das Verhaltnis der
veranderten Proteinkonzentration von jungster worthéschrittenster Altersstufe kehrt sich
beim Striatum im Vergleich zur veranderten Isofonzehl erneut um, d. h. waren bei 10
Tagen mehr Proteinisoformen verandert als bei 4&&ei (siehe Kapitel 3.1.1.), weist die
fortgeschrittenste Altersstufe nun auf Ebene dersa@gproteinkonzentration groRere
Veranderungen auf (3,42 %) als die prasymptomatig@)78 %). AulRerdem betragt die
prozentual veranderte Proteinkonzentration bei mitleren Alterstufe (70 Tage) beim

Striatum 5,68 % und beim Cerebellum 4,96 %, auehn findet sich eine Umkehrung des
Verhéaltnisses im Vergleich zu den unterschiedligiprienierten Isoformen (siehe Kapitel

3.1.1.). Diese Ergebnisse werden nun im folgendapitkl 3.1.3 naher untersucht.

3.1.3 Ausgepragtere Anderung der Proteinkonzentrati  on pro veranderter
Isoform im Striatum als im Cerebellum

Bei Betrachtung der Veranderungen der Proteinissdozahl wurde deutlich, dass sich
bezogen auf die Gesamtanzahl veranderter Isofofiiresile drei Alterstufen beim Striatum

mehr Veranderungen finden (505) als beim Cerebelld&®). Der prozentuale Anteil der

Veranderungen im Cerebellum im Vergleich zum Sirra{wobei der Wert fur das Striatum
als 100 % gesetzt wurde) betragt 90,9 % (siehellEab8), die Anzahl der Veranderungen
bewegt sich also in einem sehr ahnlichen Bereitéllt$nan diesen Betrachtungen nun die
Werte der veranderten Gesamtproteinkonzentratiogergiéer, ergeben sich deutliche
Abweichungen. Wahrend im Striatum 12,48 % der Gésateinkonzentration verandert

sind, sind es beim Cerebellum nur 8,99 %. Diespetst nur einem Anteil von 72 %

Veranderung im Cerebellum gemessen am Striatum ¥AQfesetzt, siehe Tabelle 13). Die
Kongruenz zwischen Striatum und Cerebellum ist dlsbder Gesamtproteinkonzentration
deutlich geringer (72 %) als bei Betrachtung derz#n veranderter Proteinisoformen
(90,9 %, siehe Tabelle 13).
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Tabelle 13: Proteinkonzentrationsanderung pro Isofam fur Striatum und Cerebellum

Anzahl Anderung Protein- | Veranderung
Proteinisoformen  konzentration [%] | pro Isoform [%)]
Striatum 505 12,48 0,025
Cerebellum 459 8,99 0,020
Ubereinstimmung
Cerebellum/Striatum [%] ° 90.9 720

2Es wurde der Quotient aus veranderter Proteinkdration und Anzahl der Proteinisoformen ermittelt.
P Der Wert fur das Striatum wurde 100 % gesetzt.

Diese Abweichung lasst sich erklaren, wenn mandfig Striatum und das Cerebellum die
veranderte Proteinkonzentration pro verandertetelrigoform ermittelt, indem man den
Quotienten aus veranderter Gesamtproteinkonzemratind Gesamtanzahl verénderter
Proteinisoformen ermittelt (siehe Tabelle 13). Dabeigt sich, dass im Striatum pro
unterschiedlich exprimierter Proteinisoform die teénokonzentration mit 0,025 % starker
verandert ist als im Cerebellum, wo diese Veranugnur 0,020 % betragt. Dies bedeutet,
dass sich bei Betrachtung der veranderten Gesamitpkonzentration das Verhéltnis
zwischen den beiden Gehirnregionen zu Gunsten tliesudns verschiebt.

Diese Beobachtung erklart auch, warum sich beingéiteren Altersstufe (70 Tage) - wenn
man die Gesamtproteinkonzentration betrachtet - daghéltnis zwischen den beiden
Gehirnregionen zu Gunsten des Striatums umkehrthrem@l bei Betrachtung der
Proteinisoformen das Cerebellum von der Zahl deraN@erungen her lberwiegt (siehe
Kapitel 3.1.2.).

Diese Zusammenhange behalten auch ihre GultigkeiBbtrachtung der Werte, denen eine

Proteinexpressionséanderung von mindestens 10 %umdé lag.

Tabelle 14: Proteinkonzentrationsdnderung pro Isadrm fir Striatum und Cerebellum, mindestens 10 %
veranderte Proteinexpression

Anzahl Anderung Protein- | Veranderung pro
Proteinisoformen  konzentration [%)] Isoform [%] 2
Striatum 483 11,88 0,025
Cerebellum 428 8,11 0,019
Ubereinstimmung
Cerebellum/Striatum [%] ° 88,6 68,3

2Es wurde der Quotient aus veranderter Proteinkdration und Anzahl der Proteinisoformen ermittelt.
P Der Wert fur das Striatum wurde 100 % gesetzt.
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Wiederum liegt die Anzahl veranderter Proteinisofen fur Striatum (483) und Cerebellum
(428) in einem sehr &hnlichen Bereich. Hier betrdgt Anteil der Ver&nderungen im
Cerebellum gemessen am Striatum (100 % geset#i) %88 Auch hier divergieren Striatum
und Cerebellum deutlich, wenn man die verandertgeitkonzentration zu Grunde legt:
11,88 % im Striatum gegenuber 8,11 % im Cerebelluag einem Anteil von 68,3 % flr das
Cerebellum gemessen am Striatum entspricht (sigioelle 14). Der deutliche Unterschied
zwischen den Ubereinstimmungen lasst sich auchigeech Fall auf die unterschiedlich
veranderte Proteinkonzentration pro verandertertelrigoform zurickfihren: sind im
Striatum 0,025 % der Proteinkonzentration pro veée@ter Isoform alteriert, sind es beim
Cerebellum nur 0,019 % (siehe Tabelle 14). Die Waelivergieren also zu Gunsten des
Striatums. Die Limitierung des Proteinexpressiomstgthiedes auf mindestens 10 % hat

somit keinen Einfluss auf die relative Proteinkamteationsanderung pro Proteinisoform.

3.1.4 Unterschiedliche Dynamik der Proteinkonzentra  tionsanderung pro
Isoform bei Striatum und Cerebellum im HD-Verlauf

Bei der Betrachtung der relativen Proteinkonzemnatinderung pro Proteinisoform ergaben
sich Unterschiede zwischen den Geweben.

Betrachtet man nun die Proteinkonzentrationséndepuo Isoform getrennt fir das Striatum
und Cerebellum im Verlauf der Erkrankung, so zeigan deutliche Unterschiede in der
zeitlichen Dynamik (siehe Tabelle 15, Tabelle 16 ébildung 7).

Beim Striatum ist die Veradnderung bei der AlterBstumit dem fortgeschrittensten
Krankheitsphénotyp (465 Tage) mit 0,025 % deutligusgepragter als bei der
prasymptomatischen Altersstufe (10 Tage), wo nOR @p verandert sind. Die Veranderung
nimmt beim Vergleich der beiden Altersstufen im Maf der Erkrankung zu. Beim
Cerebellum hingegen unterscheiden sich die fortg@senste und die prasymptomatische
Altersstufe hinsichtlich der relativen Proteinkontzationsanderung pro Isoform nicht. Die
Veranderung betragt jeweils 15 %. Der Peak dernt@éung liegt bei beiden Gehirnregionen
bei der mittleren Altersstufe (70 Tage).
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Tabelle 15: Proteinkonzentrationsanderung pro Isofam im HD-Verlauf im Striatum

Alter Anzahl . Anderung . Veranderung pro
Proteinisoformen Proteinkonzentration [%)] Isoform [%] 2

10 Tage 156 3,05 0,020

70 Tage 203 5,8 0,029

465 Tage 146 3,63 0,025

&Es wurde der Quotient aus veranderter Proteinkdretton und Anzahl der Proteinisoformen ermittelt.

Tabelle 16: Proteinkonzentrationsanderung pro Isofam im HD-Verlauf im Cerebellum

Alter Anzahl . Anderung_ Veréanderung pro
Proteinisoformen Proteinkonzentration [%)] Isoform [%] 2

10 Tage 98 1,49 0,015

70 Tage 236 5,57 0,024

465 Tage 125 1,93 0,015

&Es wurde der Quotient aus veranderter Proteinkdretton und Anzahl der Proteinisoformen ermittelt.
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Abbildung 7: Relative Konzentrationsdnderung pro verdnderter Poteinisoform fur Striatum und
Cerebellum im HD-Krankheitsverlauf

Diese Dynamik bestétigt sich, wenn man die Wert&rabhtet, denen eine 10 %-ige
Expressionsanderung zu Grunde lag. Wiederum isktmatum die Konzentrationséanderung
bei der Altersstufe mit der fortgeschrittenstenhBbttgie (465 Tage) mit 0,025 % deutlich
groer als bei der prasymptomatischen Altersstl@eT@age), bei der nur 0,019 % verandert
sind. Beim Cerebellum unterscheiden sich die beiddtersstufen kaum: 0,016 %
Veranderung bei der jungsten (10 Tage) stehen 00Merdnderung bei der altesten (465
Tage) gegenuber. Auch hier liegt der Peak jewadlsder mittleren Altersstufe von 70 Tagen
(s. Tabelle 17, Tabelle 18 und Abbildung 8).
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Tabelle 17: Proteinkonzentrationsdnderung pro Isadrm im HD-Verlauf im Striatum, mindestens 10 %

veréanderte Proteinexpression

Alter Anzahl . Anderung_ Veréanderung pro
Proteinisoformen  Proteinkonzentration [%)] Isoform [%] 2

10 Tage 147 2,78 0,019

70 Tage 198 5,68 0,029

465 Tage 138 3,42 0,025

2Es wurde der Quotient aus veranderter Proteinkdration und Anzahl der Proteinisoformen ermittelt.

Tabelle 18: Proteinkonzentrationsanderung pro Proginisoform im HD-Verlauf im Cerebellum,
mindestens 10 % veranderte Proteinexpression

Alter Anzahl . Anderung_ Veranderung pro
Proteinisoformen  Proteinkonzentration [%)] Isoform [%] 2

10 Tage 88 1,37 0,016

70 Tage 225 4,96 0,022

465 Tage 115 1,78 0,015

&Es wurde der Quotient aus veranderter Proteinkdretton und Anzahl der Proteinisoformen ermittelt.

0,035
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0,025

0,02

0,015
0,01

0,005

Konzentrationsanderung [%]

:/'/ \ —e— Striatum
0016 0.015 —=— Cerebellum
10 Tage 70 Tage 465 Tage
Alter

Abbildung 8: Relative Konzentrationsanderung pro veranderter Poteinisoform fur Striatum und
Cerebellum im HD-Verlauf, mindestens 10 % Expressiosanderung

Es zeigt

fortgeschrittensten Krankheitsphanotyp (465 Tagejstivm Striatum eine deutlich gro3ere
Veréanderung der Proteinkonzentration auf als désymnptomatische Altersstufe (10 Tage).
Beim Cerebellum lassen sich dagegen kaum Untedehievischen den Altersstufen
feststellen. Die Konzentrationsanderung nimmt b&tmatum im Verlauf der Erkrankung

also tendeziell zu, wahrend sie beim Cerebellunh reacem Peak bei 70 Tagen wieder auf

sich

das anfangliche Niveau zurickfallt.

Isoform als
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In Kapitel 3.1.3 wurde dargestellt, dass die Koionsanderung pro Isoform im Striatum
insgesamt grof3er ist als im Cerebellum. Es wirdaeutlich, dass dieser Unterschied im HD-

Verlauf gro3er wird.

3.1.5 Peak bei Proteinveranderungen nicht abhéangig vom Schweregrad
der Erkrankung

Der Einfachheit halber beziehen sich die folgenfdlasfihrungen nur auf die Werte mit einer
minimalen Proteinexpressionsanderung von 10 %. dEsauffallig, dass der Peak der
Proteinverdnderungen sowohl bei Betrachtung detefisoformanzahl als auch bei der
veranderten Gesamtproteinkonzentration bei derlerett Altersstufe von 70 Tagen liegt
(sieheAbbildung 4 und Abbildung 6). Der Peak zeigt sidwehl beim Striatum als auch
beim Cerebellum an gleicher Stelle. Somit korrélilr Peak der Proteinverdnderungen nicht
mit dem Schweregrad der Erkrankung, da es siclddremittleren Altersstufe von 70 Tagen
um ein noch frihes Erkrankungsstadium handelt, deen die Tiere einen bei weitem
milderen Krankheitsphanotyp zeigen als bei dertéetzintersuchten Altersstufe (465 Tage),
die einem fortgeschrittenen Stadium der Erkrankemtgpricht (siehe Einleitung).

Obwohl der Peak der Proteinverdnderungen sowoht &triatum als auch beim Cerebellum
bei 70 Tagen liegt, zeigen die Verlaufe deutlichgddschiede. Setzt man im Striatum den
Wert (bezogen auf die veranderte Proteinisoformiahzar 70 Tage 100 %, so ergeben sich
anteilige Prozentzahlen von 74 % fur 10 Tage und%@ur 465 Tage. Im Cerebellum
hingegen sind bei 10 Tagen 39 % der Proteine ver&ehd bei 465 Tagen 51 % (gemessen
an 70 Tagen 100 %), d. h. der Peak beim Cerebeiimel ausgepragter als beim Striatum
(siehe Tabelle 19). Abbildung 4 verdeutlicht diganschiedlichen Verlaufe.

Tabelle 19: Peakverlauf Striatum und Cerebellum beogen auf Proteinisoformanzahl

Alter Proteinisoformanzahl*

Striatum Cerebellum
10 Tage 14774 %) 88(39 %)
70 Tage 198100 %) 225(100 %)
465 Tage 13§70 %) 115(51 %)

* Der Wert fiir 70 Tage wurde jeweils 100 % gese®zbzentuale Ubereinstimmungen in Klammern. Weite m
mindestens 10 % veranderter Proteinexpression.

Dies bestatigt sich auch bei Betrachtung der vesdad Gesamtproteinkonzentration.
Wiederum wurde der Wert fir 70 Tage 100 % geséigtergeben sich fur das Striatum

anteilige Werte von 49 % bei 10 Tagen und 60 %466i Tagen, beim Cerebellum sind es mit
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28 % bei 10 Tagen und 36 % bei 465 Tagen wiederemtlidh weniger (siehe Tabelle 20).
Auch hier ist der Peak der Proteinveranderungem ligerebellum also deutlich ausgepragter
als beim Striatum (siehe auch Abbildung 6).

Tabelle 20: Peakverlauf Striatum und Cerebellum beogen auf Gesamtproteinkonzentration

Alter Veranderte Gesamtproteinkonzentration*

Striatum Cerebellum
10 Tage 2,7849 %) 1,37(28 %)
70 Tage 5,68100 %) 4,96(100 %)
465 Tage 3,4260 %) 1,78(36 %)

* Der Wert fiir 70 Tage wurde jeweils 100 % gesd®zbzentuale Ubereinstimmungen in Klammern. Weite m
mindestens 10 % veranderter Proteinexpression.

Sowohl die prasymptomatische (10 Tage), als auch Aliersstufe mit am meisten
fortgeschrittener Erkrankung (465 Tage) bleibenegéper dem Peak bei 70 Tagen zurick.

Auffallig ist weiterhin, dass Striatum und Cerebeil bei der prAsymptomatischen Altersstufe
(10 Tage) hinsichtlich der Anzahl verénderter Rrogeformen stark voneinander
divergieren, wahrend sich dieser Unterschied itespé Erkrankungsstadien verringert (siehe
dazu auch 3.1.1.) Setzt man den jeweils hoheren fieeine Altersstufe 100 %, so ergeben
sich Ubereinstimmungen zwischen den Gehirnregiormem60 % fiir 10 Tage, 88 % fiir 70
Tage und 83 % fur 465 Tage (siehe Tabelle 21). Dmterschiede zwischen den

Gehirnregionen konvergieren also im Verlauf derr&nkung deutlich.

Tabelle 21: Ubereinstimmung Striatum und Cerebellim bezogen auf Proteinisoformanzahl

Alter Proteinisoformanzahl Prozentuale Ubereinstimnung*
Striatum Cerebellum

10 Tage 147 88 60 %

70 Tage 198 225 88 %

465 Tage 138 115 83 %

*Der jeweils hohere Wert fur eine Altersstufe wurkl#) % gesetzt. Werte mit mindestens 10 % veraadert
Proteinexpression.
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Diese Konvergenz ist bei der verdnderten Gesandipiainzentration nicht zu sehen. Die
Ubereinstimmung betragt hier nur 49 % fur 10 Taj@ % fur 70 Tage und 52 % fir 465
Tage (siehe Tabelle 22).

Tabelle 22: Ubereinstimmung Striatum und Cerebellmn bezogen auf Gesamtproteinkonzentration

Alter Veréanderte Prozentuale Ubereinstimmung*
Gesamtproteinkonzentration
Striatum Cerebellum
10 Tage 2,78 1,37 49 %
70 Tage 5,68 4,96 87 %
465 Tage 3,42 1,78 52 %

*Der jeweils hohere Wert fur eine Altersstufe wuk#) % gesetzt. Werte mit mindestens 10 % veraadert
Proteinexpression.

Im Rahmen der Untersuchungen von Proteinveranderung Verlauf der HD bei einem
Rattenmodell konnte gezeigt werden, dass schordeor Auftreten von Symptomen viele
Proteinisoformen verandert waren. Nur in diesendiB8ta war die Zahl der veranderten
Proteinisoformen zwischen Striatum und Cerebelluarksunterschiedlich. Im weiteren
Krankheitsverlauf (70 und 465 Tage) war die Zall\deranderungen ahnlich mit einem Peak
bei 70 Tagen. Die Proteinkonzentrations&nderunglgotorm war im Cerebellum geringer
als im Striatum. Dieser Unterschied nimmt im Kragiksverlauf zu. Die zeitliche Dynamik
der Konzentrationsanderung pro Isoform unterschesad beim Striatum deutlich von der
beim Cerebellum. Beim Striatum nimmt die Konzembragdnderung im Vergleich von
jungster und fortgeschrittenster Altersstufe im I&fef der Erkrankung zu, beim Cerebellum
ist sie beim ersten und letzten Stadium gleich. sAudem war der Peak bei den
Proteinverdnderungen bei Proteinisoformanzahl urgnzentration im Cerebellum

ausgepragter als im Striatum.

3.2 Massenspektrometrische Untersuchung der frithen Altersstufe

In Anbetracht der Tatsache, dass es sich bei therfiddien Altersstufe von 10 Tagen um ein
prasymptomatisches  Erkrankungsstadium handelt, iem d die Tiere keinen

Krankheitsphanotyp zeigen - also nicht von den geésn Kontrolltieren zu unterscheiden
sind [120] - gewinnen die bisher gewonnenen Erk@esé bezuglich starken Veranderungen

bei dieser Altersstufe eine besondere Bedeutungfalis auf, dass sich phanotypisch
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unauffalliges und phénotypisch fortgeschritteneslisim von der Anzahl der Veranderungen
her im Striatum &hnlich verhalten (siehe Kapitdl. B.). Zudem findet sich bei der sehr frithen
Altersstufe ein deutlicher Unterschied zwischen betmachteten Gehirnregionen, da beim 10
Tage alten Striatum deutlich mehr Unterschiede ggdn wurden als beim 10 Tage alten
Cerebellum, wahrend sich die Veranderungen in deshirGregionen im weiteren
Krankheitsverlauf angeglichen haben (siehe Ka@téll. und 3.1.5.). Diese Beobachtungen
lassen auf eine mdgliche zentrale Bedeutung frifeednderungen bei der Pathogenese von
HD schlieRen.

Zur genaueren Untersuchung der prasymptomatischéersstufe erfolgte nun die
massenspektrometrische Identifizierung der verdaddproteine (siehe Kapitel 2.8.) fiir das
Striatum und das Cerebellum der 10 Tage alten Ratte

3.2.1 Quantitative Aspekte der Proteinisoformidenti  fizierung

Zur Bestimmung von unterschiedlich exprimiertent®irosofromen (Spots) wurde eine MS-
inkompatible Silberfarbung fir die 2D-Gele verwenddie aber mit hoher Sensitivitat
Expressionsunterschiede detektieren kann. Fir diesemspektrometrische Analyse wurden
die Expressionsunterschiede auf MS-kompatibeln 2De@E mit mittlerer Sensitivitat
ausgestochen (siehe Kapitel 2.8.). Aus diesem Gkondten weniger Spots mit verandertern
Proteinisoformen ausgestochen werden, als urspctindetektiert wurden. Vor allem Spots
mit niedriger Intensitat waren auf den MS-kompa&tibiGelen nicht mehr sichtbar. Von den
ausgestochenen Spots gelang wiederum nur bei eibestimmten Prozentsatz die
Identifizierung mittels Massenspektrometrie. Di@&dessammenhange sind in Tabelle 28
das Striatum dargestellt. Auffallig ist hier die Heo Identifizierungsrate von 76 % der

ausgestochenen Spots.

Tabelle 23: Proteinisoformidentifizierungen, Striaum 10 Tage

Anzahl
Expression# Expression¥ Gesamt
Veranderte Proteinisoformen 92 55 147
Davon ausgestochen 65 41 106
- . - * * *
Davon identifiziert 49 (75 %) 32 (78 %) 81 (76 %)

vermehrte #) und verminderte &) Expression
*Prozentualer Anteil der identifizierten im Verhdik zu den ausgestochenen Proteinen in Klammern.
Ausgestochene Spots zeigten mindestens 10 % Eiqme#&aderung.
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In Tabelle 24findet sich eine Darstellung dieser Zusammenhaidgalds Cerebellum. Die

Identifizierungsrate liegt hier mit 60 % deutlichter der fur das Striatum.

Tabelle 24: Proteinisoformidentifizierungen, Cereb#um 10 Tage

Anzahl
Expression# Expression ¥ Gesamt
Veranderte Proteinisoformen 44 44 88
Davon ausgestochen 27 25 52
- Iy . * * *
Davon identifiziert 16 (59 %) 15 (60 %) 31 (60 %)

vermehrte #) und verminderte &) Expression
*Prozentualer Anteil der identifizierten im Verhdk zu den ausgestochenen Proteinen in Klammern.
Ausgestochene Spots zeigten mindestens 10 % Eiqme#&aderung.

Es ist bereits bekannt, dass ein Protein durch misheine Isoform (Spot) auf einem 2D-Gel
vertreten sein kann. Im Schnitt entsprechen 2,2sSpmem Protein [129]. Dies wurde im
nachsten Arbeitschritt, bei dem die Anzahl niclduedanter Proteine ermittelt wurde,
berticksichtigt. Als Selektionskriterium diente dgéenname. Proteine mit unterschiedlichen
Proteinnamen aber gleichem Gennamen wurden alsienredundantes Protein gewertet.
Auch wenn ein Protein in mehreren Isoformen (Spofsdem 2D-Gel) verandert war, wurde
es nur als ein nichtredundantes Protein gezahitellea25 und Tabelle 2¢étellen die Anzahl

der nicht redundanten Proteine der Anzahl der ifizetten Proteine flr das Striatum und

Cerebellum gegeniber.

Tabelle 25: Nicht redundante Proteine, Striatum 10rage

Anzahl
Expression# Expression¥ Gesamt
Identifizierte Proteine 49 32 81
Nicht redundante Proteine 40 (82 %; 27 (84 %; 67 (83 %)*

vermehrte #) und verminderte &) Expression
*Prozentualer Anteil der nicht redundanten im Véirid zu den identifizierten Proteinen in Klammern
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Tabelle 26: Nicht redundante Proteine, Cerebellum@ Tage

Anzahl
Expressiont Expression¥ Gesamt
Identifizierte Proteine 16 15 31
Nicht redundante Proteine 15 (94 %; 13 (87 %§ 28 (90 0/0)*

vermehrte #) und verminderte &) Expression
*Prozentualer Anteil der nicht redundanten im Véirhid zu den identifizierten Proteinen in Klammern

Im Striatum und Cerebellum gibt es zahlreiche Pnetedie durch mehr als einen Spot auf
dem Gel reprasentiert werden, somit ist die Zahhight redundanten Proteine kleiner als die
Zahl der identifizierten. Darliber hinaus wird adogh der Anzahl nicht redundanter Proteine
sehr klar, dass sich deutlich mehr Veranderungem i® Tage alten Striatum (67 nicht

redundante Proteine, siehe Tabelle 25) als beimTa@e alten Cerebellum (28 nicht

redundante Proteine, siehe Tabelle 26) finden.i@8atifizierten nicht redundanten Proteine
sind in Tabelle 32 und Tabelle 33 im Anhang zu Baegebnissen dokumentiert.

Den quantitativen Zusammenhang zwischen unterdathe@xprimierten Spots auf den

Gelen, ausgestochenen und identifizierten Spots nindt redundanten Proteinen zeigt
Abbildung 9in der Ubersicht fur das Striatum und das Cerebelm Vergleich.
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unterschiedlich  ausgestochene identifizierte  nicht redundante
exprimierte Spots Spots Spots Proteine

Anzahl

Abbildung 9: Vom ausgestochenen Spot bis zum idefitiierten, nicht redundanten Protein

Gegenuberstellung der Anzahl unterschiedlich exjriter Spots (mindestens 10 % Expressionsédnderung),
ausgestochener und identifizierter Spots und niebindanter Proteine fir das Striatum und Cereinell®
Tage im Vergleich. Dargestellt ist jeweils die Gasanzahl.

Nach der quantitativen Analyse der frihen Alterfgstierfolgte nun die qualitative
Untersuchung der mittels Massenspektrometrie itieietiten Proteine. Zur genaueren

Analyse wurde hier eine Untersuchung der betegdhdbtoffwechselwege durchgefinhrt.
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3.2.2 Bestimmung der durch HD betroffenen Stoffwech  selwege

Um ein genaueres Verstandnis der Vorgange zu erhattie eine Rolle in der frihen
Pathogenese der HD spielen koénnten, wurde eine kBGd#byse zur ldentifizierung der
Pathways mit am meisten veranderten Proteinen b8ifage alten Striatum und Cerebellum
durchgefuhrt (siehe Kapitel 2.9.). Eine signifikarteranderung eines Pathways bestand bei
mindestens zwei, vorzugsweise drei, daran beteiligeranderten Proteinen und p<0,01. Der
Cut-off fur die Anzahl der Proteine wurde gewahit sicherzustellen, dass eine gentigend
gro3e Anzahl von Proteinen eines Pathways betedigum diesen als spezifisch verandert
im Rahmen des Pathomechanismus der Erkrankungtacbheen.

3.2.2.1Signifikant veranderte Pathways nur im Striatum

Ein erstes auffalliges Ergebnis der KEGG-Analysetét® darin, dass sich im Cerebellum
kein einziger signifikant veranderter Pathway findehingegen im Striatum sechs Pathways

signifikante Veranderungen zeigen (siehe AbbildLi@y

(0]

O R NWHNMOUIO N
!

Striatum Cerebellum

Abbildung 10: Signifikant veranderte Pathways im Stiatum und im Cerebellum bei 10 Tagen.
Eine signifikante Veranderung bestand, wenn mireesstwei an einem Pathway beteiligte Proteine knédn
waren und p <0,01. Angegeben ist die Gesamtanzzhletdanderten Pathways.

Bei der weiteren Untersuchung der veranderten Rathwird sich die Arbeit daher auf das
Striatum beschréanken, da beim Cerebellum kein Ratldie Signifikanzkriterien erfullte.

3.2.2.2Frihe Storung zentraler Stoffwechselwege im Striaton

Die beim Striatum signifikant veranderten Pathwsgwie die Anzahl der jeweils verdnderten
Proteine sind in Tabelle 27 dargestellt. In der ell@bwird nicht zwischen Pathways mit

vermehrter oder verminderter Proteinexpressiorecifiziert.
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Tabelle 27:Signifikant verénderte Pathways im Striatum 10 Tagegesamt

KEGG-Pathway Anzahl beteiligter Proteine
Axonleitung und —sprossung 3
Glykolyse/Glukoneogenese 3
Pentosephosphatweg 3
Neurodegeneration 2
Propanoatmetabolismus 2
Fruktose- und Mannosemetabolismus 2

Eine signifikante Veranderung bestand, wenn mimgesszwei an einem Pathway beteiligte Proteine denén
waren und p <0,01.

Es wird ersichtlich, dass bereits in einem sehhdri Stadium der Erkrankung zentrale
Ablaufe in der Zelle verandert sind. Dies betriffsbesondere den Energiehaushalt der Zelle,
wo drei Pathways verdndert sind (Glykolyse/Glukagyaeese, Pentosephosphatweg,
Fruktose- und Mannosemetabolismus), den Aminostaff@echsel (Propanoatmetabolis-
mus), die Axonleitung und —sprossung und den ZelifNeurodegeneration), bei denen

jeweils ein Pathway signifikante Verdnderungen aist(siehe Tabelle 28).

Tabelle 28: Veranderte Pathways und betroffene zerdle Ablaufe in der Zelle, Striatum 10 Tage

Zentrale Ablaufe in der Zelle veranderte Pathwaysm Einzelnen

Glykolyse/Glukoneogense
Energiestoffwechsel Pentosephosphatweg
Fruktose — und Mannosemetabolismus

Aminosaurestoffwechsel Propanoatmetabolismus
Axonleitung und —sprossung Axonleitung
Zelltod Neurodegeneration

Die betroffenenen zentralen Abléaufe in der Zellg der jeweiligen Anzahl an signifikant

veranderten Pathways werden in Abbildung 11 graféargestellt.
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Anzahl verénderter Pathways

Abbildung 11: Veranderte Pathways in verschiedenementralen Ablaufen der Zelle, Striatum 10 Tage
Eine signifikante Veranderung bestand, wenn mimgesszwei an einem Pathway beteiligte Proteine denén
waren und p <0,01.

Betrachtet man die bei den einzelnen Pathways liggéai Proteine genauer (siehe Tabelle
32), so zeigt sich, dass teilweise zentrale Pretaiarandert sind. Der Genname ist in
Klammern angegeben. So findet sich beim PathwadiiAxonleitung und —sprossung eine
Veranderung der Cyclin-dependant KinaseCalK5. Bei der Glykolyse sind Aldolase C

(Aldog), Phosphofruktokinasétkm) und Laktatdehydrogenase BdpB) veréndert.

3.2.2.3Mehrzahl der verdnderten Pathways zeigt verminderte
Proteinexpression

Fuhrt man die in Kapitel 2.9. beschriebene KEGG{gs&fur die nicht redundanten Proteine
mit vermehrter bzw. verminderter Expression jewgésrennt durch, erhalt man eine Aussage
dariiber, welche verédnderten Pathways eine vertimgend welche eine vermehrte
Proteinexpression zeigen. Auffallig ist hierbei, sslafunf Pathways eine verminderte
Proteinexpression aufweisen, nur einer hingegea erhthte (siehe Tabelle 29, Tabelle 30
und Abbildung 12).

Tabelle 29: Pathways mit vermehrter Proteinexpression, 10 Tag8triatum

KEGG-Pathway Anzahl beteiligter Proteine

Propanoatmetabolismus 2

Eine signifikante Veranderung bestand, wenn mimghesszwei an einem Pathway beteiligte Proteine denédn
waren und p <0,01.
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Tabelle 30:Pathways mit verminderter Proteinexpression, 10 Tag Striatum

KEGG Pathway Anzahl beteiligter Proteine
Purinmetabolismus 2
Pentosephosphatweg 2
Glykolyse/Glukoneogenese 2
Axonleitung 2
Fruktose- und Mannosemetabolismus 2

Eine signifikante Veranderung bestand, wenn mirgesszwei an einem Pathway beteiligte Proteine denén
waren und p <0,01.
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verme hrt vermindert
Proteinexpression

Abbildung 12: Signifikant veréanderte Pathways mit \vermehrter und verminderter Proteinexpression,
Striatum 10 Tage

Eine signifikante Veranderung bestand, wenn mirgesszwei an einem Pathway beteiligte Proteine denén
waren und p <0,01.

3.2.2.4Alle am Energiestoffwechsel der Zelle beteiligten &hways zeigen
eine verminderte Proteinexpression

Wie aus Tabelle 3@rsichtlich wird, weisen alle Pathways, die am greanetabolismus der
Zelle beteiligt sind und eine signifikante Verandey bei der jungsten Altersstufe des
Striatums zeigen, eine verminderte Proteinexprassiof. Dies betrifft die Pathways flr
Glykolyse/Glukoneogenese, den Pentosephosphatwed den Fruktose-/Mannose-
stoffwechsel. Die anderen Pathways weisen jeweitsteihe mit vermehrter oder

verminderter Expression auf.
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3.2.3 Veranderungen bei HD auf Einzelproteinebene z eigen, dass
zentrale Systeme der Zelle betroffen sind

Wie unter 3.2.2. dargestellt, findet sich im 10 dadfen Cerebellum kein einiziger signifikant
veranderter Pathway, wohingegen das 10 Tage aligtupt sechs Pathways aufweist, die
signifikante Veranderungen zeigen. Auffallig istealings, dass die Anzahl der beteiligten
Proteine an den veranderten Pathways relativ gesingo finden sich bei Betrachtung des
Gesamtstriatums ohne Bericksichtigung von Mehr & Mimderexpression insgesamt sechs
signifikant veranderte Pathways (siehe Tabelle Pgvon finden sich bei drei Pathways
(Axonleitung, Glykolyse/Glukoneogenese, Pentosephaisveg) jeweils drei veranderte

Proteine und bei drei Pathways (NeurodegeneraRoopanoatmetabolismus, Fruktose- und
Mannosemetabolismus) jeweils zwei veranderte Rret&iehe Tabelle 27). Betrachtet man
die Pathways mit vermehrter und verminderter Pnetgdression getrennt, so findet sich kein
einziger, der mehr als zwei veranderte Proteineveigt. Zwar sind alle erforderlichen

Signifikanzkriterien erflllt, trotzdem ist die Anidader beteiligten Proteine relativ gering, vor
allem in Anbetracht der Tatsache, dass der angelegt-off bei zwei verdnderten Proteinen
liegt (siehe Kapitel 3.2.2.).

Daher wurde die Betrachtung auf die Ebene einzesignifikant verdnderter Proteine

ausgedehnt (siehe Tabelle 32 und Tabelle 33), mlier Wmstanden nicht pathwayspezifisch
sind, aber trotzdem zentrale Systeme der Zellefietr.

Bei Betrachtung der veranderten individuellen Rnatebei der jungsten Altersstufe des
Striatums fallen zahlreiche Veranderungen in zé&mr&ystemen der Zelle auf. Betroffen

sind beispielsweise Proteine des Zytoskeletts, tdsquitin-Proteasom-Systems, des
mitochondrialen Stoffwechsels, der Transkriptiord utes Vesikeltransports. Verandert sind
weiterhin Proteine, die bei oxidativem Stress uadder Heat-Shock-Antwort betroffen sind.

Eine Ubersicht tiber die auf Ebene der einzelneteP® betroffenen Systeme der Zelle mit

den zugehdrigen veranderten Proteinen und entsgamden Gennamen gibt Tabelle 31.
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Tabelle 31:Veranderte Einzelproteine, Striatum 10 Tage

Betroffenes Zellsystem | GennamenVeranderte Proteine Expression
Zytoskelett Actb Aktin *
Actr3 ARP3 ¥
Tpm 3 Tropomyosin 3 1t
Tpm 4 Tropomyosin 4 1)
Thca Tubulin Cofactor A +*
Tuba 1 Tubulina 1 L 4
g}tl)iscggrign-Proteasom- Psmab Proteasom Subunit5 *
Skpla \;\Phase Kinase-assoziiertes Protgin s
Ube2vl Ubiquitin-conjugating enzyme E2 ¥
Uchll Ubiquitin Carboxyhydrolase L1 1
Uspl4d Ubiquitin-spezifische Peptidase 14 ¥
'\S/It'(t)?fwggﬁsrger Acadvl Acyl-CoenzymA-Dehydrogenase 1 )
Bdhl 3-Hydroxybutyrat-Dehydrogenase ¥
Immt Mitoc.hondrial inner membrane s
protein
Transkription Hnrpk ?Egﬁ?ﬁgggf;&ﬂew 1t
Ddx5 DEAD box polypeptide 5 1t
Vesikeltransport Cltb Clathrin-light-Polypeptid *
Lin7a Lin7a 1t
Oxidativer Stress Prdx1 Peroxiredoxin 1 4
Prdx2 Peroxiredoxin 2 L
Heat-Shock-Antwort Hspa8 Hsc 70 4
Hspa9 Grp 75 *

Verénderte Einzelproteine, entsprechende Gennamenbetroffenes Zellsystem, 10 Tage altes Striatum.
Vermehrte @) und verminderte®) Expression

Es sind also jenseits der softwaregestitzten Pgthwmalyse auch zahlreiche weitere zentrale
Proteine der Zelle betroffen. Diese Veranderungedeh sich bezeichnenderweise beim
Cerebellum nicht (siehe Tabelle 32 und Tabelle 33).
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Tabelle 32: Gesamitliste aller identifizierten, nichredundanten Proteine, 10 Tage Striatum

Proteil Ratio Hit Score S coverage [%] |MS-Art
Acadvl acyl-Coenzyme A dehydrogenase, very long chain [Rattus norvegicus] 1,235121872 177 38 MALDI
Actb actin beta - rat 1,229505734 441 2 ESI
Actr3 ARP3 actin-related protein 3 homolog [Mus musculus] 0,753617858 565 20 ESI
Adprh [Protein ADP-ribosylarginine] hydrolase 1,19812817 512 31 ESI
Aldoc aldolase C, fructose-biphosphate [Rattus norvegicus] 0,883265779 124 37 MALDI
Anxa5 Chain, Annexin V 0,820233463 304 9 ESI
Apoe ORF2 0,830069231 153 14 ESI
Aprt adenine phosphoribosyl transferase (predicted) [Rattus norvegicus] 1,34675005 346 10 ESI
Bdh1l D-beta-hydroxybutyrate dehydrogenase, mitochondrial precursor 0,880139586 143 39 MALDI
CAPZB F-actin capping protein beta subunit [Homo sapiens] 1,783449109 236 1 ESI
Cbrl carbonyl reductase [Rattus norvegicus] 0,765666667 86 27 MALDI
Cct5 chaperonin containing TCP1, subunit 5 (epsilon) [Rattus norvegicus] 0,871206572 288 1 ESI
Cdks cyclin-dependent kinase 5 [Rattus norvegicus] 0,83044074 67 20 MALDI
Clpp Putative ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit 1,217218632 261 31 ESI
Cltb clathrin, light polypeptide (Lcb) [Rattus norvegicus] 1,221856858 387 22 ESI
Ddx5 Dead box polypeptide 5 1,331160632 239 45 MALDI
Dpysl2 Dihydropyrimidinase-related protein 2 0,771529436 536 15 ESI
Eeflal eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 [Rattus norvegicus] 1,18907748 64 19 MALDI
Fth1 Ferritin heavy chain (Ferritin H subunit) 1,436038129 420 ESI
Gdil rab GDI alpha [Rattus norvegicus] 0,725363638 410 12 ESI
Gdi2 GDP dissociation inhibitor 2 [Rattus norvegicus] 1,489625374 171 7 ESI
Gstm1 Chain A, Glutathione S-Transferase (Isoenzyme 3-3) 1,109335419 174 59 MALDI
Harpb64 hypothetical protein [Rattus norvegicus] 1,209786136 199 25 ESI
Hnl hematological and neurological expressed sequence 1 [Rattus norvegicus] 1,861111111 131 3 ESI
Hnrpdl| heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D-like [Rattus norvegicus] 1,303852723 126 4 ESI
Hnrpk heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K [Mus musculus] 1,19834428 740 19 ESI
Hsd17b10 Chain A, Rat Brain 3-Hydroxyacyl-Coa Dehydrogenase Binary Complex With Nadh And Estradiol 1,295482815 186 73 MALDI
Hspa8 Hsc 70 0,699073545 109 20 ESI
Hspa9 Grp 75 1,10314554 1443 4 ESI
Immt Mitochondrial inner membrane protein [Rattus norvegicus] 0,743701842 158 4 ESI
Impdh2 inosine monophosphate dehydrogenase 2 [Rattus norvegicus] 0,849814248 172 39 MALDI
Ldhb lactate dehydrogenase B [Rattus norvegicus] 1,393420097 211 45 ESI
Lin7a lin-7 homolog a [Rattus norvegicus] 1,279744255 115 40 MALDI
LOC315970 hypothetical protein LOC315970 [Rattus norvegicus] 1,414327855 240 44 ESI
LOC365574 eukaryotic translation elongation factor 1 beta 2 [Rattus norvegicus] 1,219049478 42 13 ESI
LOC684096 capping protein (actin filament) muscle Z-line, alpha 1 1,197915973 401 4 ESI
Lzic leucine zipper and CTNNBIP1 domain containing [Rattus norvegicus] 0,644036598 160 5 ESI
MGC124555 Cal in precursor (035783) 1,294630622 374 2 ESI
Naca nascent polypeptide-associated complex alpha polypeptide [Mus musculus] 1,190284949 241 18 ESI
Ndrg4 N-myc downstream regulated 4 [Rattus norvegicus] 0,637776312 33 1 ESI
Nme2 Nucleoside diphosphate kinase B 0,881830545 146 84 MALDI
Pebpl phosphatidylethanolamine binding protein [Rattus norvegicus] 1,611813318 272 100 ESI
Pfkm Phosphofructokinase, muscle [Rattus norvegicus] 0,769733191 112 18 MALDI
Ppplr7 protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 7 [Rattus norvegicus] 0,862677923 325 3 ESI
Ppp3rl calcineurin B [Rattus sp.] 1,362681528 125 ESI
Prdx1 Peroxiredoxin 1 0,843595407 98 50 MALDI
Prdx2 peroxiredoxin 2 [Rattus norvegicus] 1,360993437 356 ESI
Psma5 proteasome subunit, alpha type 5 [Mus musculus] 1,401149211 184 100 ESI
Ptbpl polypyrimidine tract binding protein 1isoform b [Rattus norvegicus] 1,267437764 71 26 MALDI
Rbp1l Chain, Cellular Retinol Binding Protein (Crbp) Complexed With All-Trans Retinol 1,36129 96 ESI
RDG1311558 Myosin-4 (Myosin heavy chain B) 1,137048437 754 16 ESI
RDG1560049 Dual specificity protein phosphatase 3 (T-DSP11) [Rattus norvegicus] 1,146779092 65 ESI
RGD1308373 Uncharacterized protein C20rf32 homolog 0,855554132 78 33 MALDI
Sfxn3 sideroflexin 3 [Rattus norvegicus] 0,331218797 184 44 MALDI
Sh3gl2 similar to SH3-domain GRB2-like 2 [Rattus norvegicus] 0,699251391 363 2 ESI
Skpla S-phase kinase-associated protein 1A [Rattus norvegicus] 0,877738679 388 4 ESI
Sucla2 succinate-Coenzyme A ligase, ADP-forming, beta subunit 1,993044918 148 100 ESI
TagIn3 transgelin 3 [Rattus norvegicus] 0,825525277 175 52 MALDI
Taldol transaldolase [Rattus norvegicus] 1,160815038 420 3 ESI
Thca tubulin cofactor a [Rattus norvegicus] 1,150740173 636 ESI
Tpm3 tropomyosin 3 1,272166749 134 13 ESI
Tpm4 tropomyosin 4 [Rattus norvegicus] 1,117649864 767 35 ESI
Tptl tumor protein, translationally-controlled 1 [Mus musculus] 1,287488145 145 100 ESI
Tubal tubulin alpha 0,718451081 243 7 ESI
Ube2vl ubiquitin-conjugating enzyme E2 variant 1 [Mus musculus] 0,89026817 161 51 MALDI
Uchl1l ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1 [Rattus norvegicus] 1,119900549 507 5 ESI
Uspl4 ubiquitin specific protease 14 [Rattus norvegicus] 0,711755274 183 10 ESI

Dargestellt sind alle identifizierten, nicht redangen Proteine mit p<0,05 fiir das Striatum, 10 Téggegeben sind neben
dem Gennamen der Proteinname und die MS-Art. EinHi#SScore >32 ist signifikant und &quivalent zuOg5. Eine
Ratio <1 zeigt eine verminderte Expression des P®&n, bei einer Ratio >1 findet sich eine vermeeBtpression. Unter
Sequence Coverage versteht man die prozentuale Kmgcder Aminosauresequenz eines Proteins mit feei d
Identifizierung gefundenen Peptiden.

65



Tabelle 33: Gesamitliste aller identifizierten, nichredundanten Proteine, 10 Tage Cerebellum

P i Ratio Hit Score Seq ge [%] |MS-Art
Adk adenosine kinase [Rattus norvegicus] 1,408829737 472 0,22 ESI
Anxad annexin A4 [Rattus norvegicus] 2,225665179 198 0,13 ESI
Atad3a ATPase family, AAA domain containing 3A [Rattus norvegicus] 1,15663351 253 44 MALDI
Cbx1 Chromobox protein homolog 1 0,853615571 285 ESI
CBX3 chromobox homolog 3 [Homo sapiens] 0,873976766 285 0,28 ESI
Corolc slingshot homolog 1 [Rattus norvegicus] 3,907025663 75 14 MALDI
Ctel cytosolic acyl-CoA thioesterase 1 [Rattus norvegicus] 1,447766323 81 19 MALDI
Ddx5 Dead box polypeptide 5 1,284954726 280 48 MALDI
Dlat Dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component of pyruvate dehydrogenase complex |0,860160856 166 0,07 ESI
EIF1AX X-linked eukaryotic translation initiation factor 1A [Homo sapiens] 0,870763094 258 0,31 ESI
Fdxr ferredoxin reductase [Rattus norvegicus] 1,278618311 128 35 MALDI
Gdi2 GDP dissociation inhibitor 2 [Rattus norvegicus] 1,141952951 178 0,07 ESI
Gorasp2 Golgi reassembly-stacking protein 2 (GRS2) 1,311641321 58 0,01 ESI
Hnrpa0 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein AO isoform 2 [Mus musculus] 0,876915738 102 30 MALDI
Kif3b Kinesin-like protein KIF3B 0,775603208 126 21 MALDI
Mylc2b myosin regulatory light chain 0,883464067 529 0,51 ESI
Nipsnap3a NIPSNAP-related protein isoform 1 [Rattus norvegicus] 1,499983999 62 35 MALDI
P4hb Prolyl 4-hydroxylase subunit beta 0,790710336 328 0,13 ESI
Pdcl3 phosducin-like 3 [Rattus norvegicus] 0,746183765 140 0,12 ESI
RBBP7 Histone-binding protein RBBP7 1,1584965 94 0,05 ESI
RGD1564560 Probable ATP-dependent RNA helicase DDX6 (DEAD box protein 6) 1,269071138 164 45 MALDI
Sfxn3 Sideroflexin 3 [Rattus norvegicus] 0,231915301 134 34 MALDI
Spfh2 SPFH domain family, member 2 [Rattus norvegicus] 1,167167727 477 0,23 ESI
Srprb transferrin [Rattus norvegicus] 1,246414927 113 27 MALDI
Stmnl stathmin 1 [Rattus norvegicus] 0,804891958 327 0,4 ESI
Tpm3_v1 tropomyosin 0,84704634 710 0,45 ESI
Txnl thioredoxin [Rattus norvegicus] 0,808536571 192 0,22 ESI
Ywhaz 14-3-3 zeta isoform 1,109335419 96 0,09 ESI

Dargestellt sind alle identifizierten, nicht redanten Proteine mit p<0,05 fir das Cerebellum, 10eT&gngegeben sind
neben dem Gennamen der Proteinname und die MEAtMS-Hit-Score >32 ist signifikant und &quivalent p<0,05.

Eine Ratio <1 zeigt eine verminderte ExpressionRiedeins an, bei einer Ratio >1 findet sich einenerte Expression.
Unter Sequence Coverage versteht man die prozenflmleckung der Aminoséuresequenz eines Proteinsheiitder

Identifizierung gefundenen Peptiden.

3.3 Zusammenfassung der Ergebnisse

Bei der vorliegenden Untersuchung konnte gezeigdere dass es im Striatum bereits im
sehr frihen prasymptomatischen Stadium (10 Tagekahlreichen Veranderungen auf
Proteinebene kommt. Auch das Cerebellum, als prmelrt von der Erkrankung betroffene
Gehirnregion, weist zahlreiche Veranderungen auder prasymptomatischen Altersstufe (10
Tage) jedoch deutlich weniger als das Striatum.eljieren Striatum und Cerebellum
hinsichtlich der Anzahl gefundener VeranderungenBeginn der Erkrankung noch stark,
gleichen sie sich in deren Verlauf zunehmend eieandn. Es besteht fir beide
Gehirnregionen ein vom Krankheitsstadium unabhdrgieak der Proteinveranderungen bei
70 Tagen, der beim Cerebellum ausgepragter ishaala Striatum. Die prdsymptomatische
(10 Tage) und die Altersstufe mit am weitestengiesthrittener Pathologie (465 Tage) liegen
trotz sehr unterschiedlicher Krankheitsphanotymdativ eng beieinander, was die Anzahl der
Veranderungen angeht. Im Striatum ist die Anderdag Proteinkonzentration pro Isoform
groBer als im Cerebellum. Dieser Unterschied ninmmt Krankheitsverlauf zu. Ebenso
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unterscheidet sich die zeitliche Dynamik der Vegindg pro Proteinisoform im Striatum
deutlich von der beim Cerebellum.

Um die pathogenetische Rolle der frihesten Altafestu erhellen, wurden die Proteine des
10 Tage alten Striatums und Cerebellums massemspeitrisch identifiziert. Es wurde auch
bei der Untersuchung der nicht redundanten Protedeutlich, dass sich im
prasymptomatischen Striatum deutlich mehr Veranugen finden als im Cerebellum. Bei
der anschlieenden KEGG-Pathway-Analyse fand sicRerebellum kein einziger relevant
veranderter Pathway, wohingegen das Striatum jevgeiths signifikant veranderte Pathways
zeigte, wovon funf eine verminderte Proteinexpssaufwiesen. Am meisten betroffen
scheint der Energiestoffwechsel der Zelle zu deier. sind drei Pathways verandert, die alle
eine verminderte Proteinexpression zeigen. Ebenlfatroffen sind andere zentrale Bereiche
der Zelle wie Axonleitung, Aminosauremetabolismusd uZelltod. Allerdings sind auch
zahlreiche, nicht-pathway-assoziierte Proteine naeé, die weitere zentrale Bereiche der
Zelle betreffen, unter anderem Zytoskelett, UbigeRroteasom-System, mitochondrialer
Stoffwechsel, Transkription, oxidativer Stress, H&@ock-Antwort und Vesikeltransport.

Die beschriebenen Veranderungen sowohl auf Patlisheype als auch auf Ebene der

individuellen Proteine finden sich beim Cerebellnitht.
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4 Diskussion

In dieser Arbeit wurden mit Hilfe eines Grol3gel-Hiektrophorese-gestitzten Ansatzes
Proteomveranderungen im zeitlichen Verlauf der Hifetsucht. Ein besonderer Schwerpunkt
lag hierbei auf der Identifizierung sehr friher #ederungen auf Proteinebene. Als
Krankheitsmodell diente ein transgenes Rattenmadilb1l Polyglutaminrepeats, das einen
relativ spaten Krankheitsbeginn (late-onset) mitrhétensauffalligkeiten und langsam
progredienter motorischer Symptomatik zeigt. Es deuar drei Untersuchungszeitpunkte
(Altersstufen) gewahlt: 10 Tage als sehr frihesymiptomatische Altersstufe, 70 Tage als
frihe, symptomatische Altersstufe und 465 Tagerdgiidere Altersstufe mit fortgeschrittener
Symptomatik. Es wurden zwei Gehirnregionen untdrsuBeim untersuchten Striatum
handelt es sich um eine stark und schon frih vonbefoffene Gehirnregion, das ebenfalls
untersuchte Cerebellum ist erst deutlich spateofienen. Fir jede der drei Altersstufen und
jede der beiden Gehirnregionen wurden jeweils S&mpaare, d. h. jeweils eine HD- und
eine Kontrollprobe untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass es im Striatum tbdrai sehr frihen prasymptomatischen
Stadium (10 Tage) zu zahlreichen Veranderungen Rroteinebene kommt. Auch das
Cerebellum, als primér nicht von der Erkrankungrdfégne Gehirnregion, weist viele
Veranderungen auf, in der prasymptomatischen Altefs (10 Tage) jedoch deutlich weniger
als das Striatum. Dies bedeutet, dass zu BeginrEdeankung Striatum und Cerebellum
hinsichtlich der Anzahl gefundener Veranderungechnstark divergieren, sie gleichen sich
aber in deren Verlauf (ab 70 Tagen) einander zueeldman. Es besteht fur beide
Gehirnregionen ein vom Krankheitsstadium unabhargReak der Proteinveranderungen bei
70 Tagen, der besonders in seiner Steilheit beimel@um ausgeprégter ist als beim
Striatum. Die prasymptomatische (10 Tage) und dikergstufe mit am weitesten
fortgeschrittener  Pathologie (465 Tage) liegen ztrotsehr unterschiedlicher
Krankheitsphénotypen relativ eng beieinander, wag\dzahl der Veranderungen betrifft. Im
Striatum ist die durchschnittliche Anderung dertBirkkonzentration pro Isoform groRer als
im Cerebellum. Dieser Unterschied nimmt im Krankbherlauf zu. Ebenso unterscheidet
sich die zeitliche Dynamik der Veranderung pro d¢sof im Striatum deutlich von der des
Cerebellums. Vergleicht man die erste (10 Tage)diedetzte Altersstufe (465 Tage), nimmt
im Striatum die Konzentrationsdnderung im Verlaef &rkrankung zu, wéhrend sie im
Cerebellum im frihesten und spatesten Stadiumlglisic Die gefundenen Veranderungen
zeigen sich sowohl ohne als auch mit Einfihrunggereminimalen Expressionsveranderung

der Proteine von 10 %.

68



In einem nachsten Schritt wurden die bei der jiemgsAltersstufe (10 Tage) verdnderten
Proteine durch Massenspektrometrie identifiziertei Bder Untersuchung der nicht
redundanten Proteine wurde deutlich, dass sich risymptomatischen Striatum deutlich
mehr Veranderungen finden als im Cerebellum. Bei ateschlieBenden KEGG-Pathway-
Analyse zeigte sich, dass im Cerebellum kein eerziRpthway verandert ist, wahrend sich im
Striatum jeweils sechs signifikant veranderte PatysMinden. Davon zeigen fast alle (flnf)
eine verminderte Proteinexpression. Die meisten aMéerungen betreffen den
Energiestoffwechsel der Zelle: hier sind drei Patysvverandert, die alle eine verminderte
Proteinexpression zeigen. Allerdings sind auch endentrale Bereiche der Zelle betroffen
wie Axonleitung, Aminosduremetabolismus und Zellt@&hbriuber hinaus sind zahlreiche,
nicht pathway-assoziierte Proteine verandert, dieitene zentrale Bereiche der Zelle
betreffen, unter anderem Zytoskelett, UbiquitintBasom-System, oxidativer Stress, Heat-
shock-Antwort und Vesikeltransport. Die beschriedreNeranderungen sowohl auf Pathway-

Ebene als auch auf Ebene der individuellen Protianden sich beim Cerebellum nicht.

4.1 Friheste Proteomstudie zu HD im Tiermodell

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung sehr lier Proteomveranderungen bei HD.
Prasymptomatische Veranderungen auf Proteinebedédisi das Verstandnis der Erkrankung
von zentraler Bedeutung. Durch die frihe Verandgruentraler Proteine kann die
Entwicklung und Funktion der Zelle nachhaltig undf g&ange Sicht geschadigt werden.
Bildgebende Verfahren am Menschen zeigen schonphkisymptomatischen Gentragern
anatomische [96-98] und funktionale [99-101] Vemmehgen im Gehirn. Darlber hinaus ist
bei prasymptomatischen Gentrdgern mehrfach ein ddest Glukosemetabolismus
insbesondere im Striatum gezeigt worden [102-1@4ensichtlich gibt es also schon vor
Ausbruch der Erkrankung weitgehende Veranderunge@ehirn.

Die Proteomuntersuchungen von Tiermodellen fur HDd sin ihrer Zahl beschrankt

[110,112-115]. Sie wurden alle am R6/2-Mausmodetttgefihrt und konzentrierten sich in
ihrer Mehrzahl auf spatere Phasen der ErkrankuegnBR6/2-Modell treten erste Symtome
im Alter von 3,5 Wochen in Form kognitiver Defiziteuf, erste motorische Symptome
entwickeln sich im Alter von 5 Wochen [13Mei drei der angefiuhrten Arbeiten lag der
frlheste Untersuchungszeitpunkt bei 4 Wochen [1I2]115], also bereits nach Auftreten
von Symptomen. Eine der Studien hatte als Untersuggreitpunkt 12 Wochen [114], was
einem bereits weit fortgeschrittenen Krankheitspitgm entspricht. Nur eine Arbeit

untersuchte mit 2 Wochen einen prasymptomatischetraikungszeitpunkt [110], der
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allerdings nur 1,5 Wochen vor der Entwicklung erssgmptome und nur 3 Wochen vor
Ausbruch der motorischen Symptomatik liegt.

Demgegeniber wurde in dieser Arbeit eine viel fraHehase der Erkrankung untersucht (10
Tage). Beim verwendeten CAG-51-Rattenmodell komsnitreAlter von 4 Wochen zu ersten
subtilen Symptomen in Form von Angstreduktion, eersbtorische Defizite werden dagegen
erst im Alter von 6 Monaten beobachtet und erstgnkve Defizite im Alter von 9 Monaten
[121]. Der gewahlte frihe Untersuchungszeitpunki ¥0 Tagen liegt also 2,5 Wochen vor
Beginn erster emotionaler Auffalligkeiten, mehr &fs5 Monate vor Ausbruch der
motorischen Symptomatik und mehr als 8,5 Monate Reginn kognitiver Defizite. Somit
handelt es sich um den frihesten bisher in eineteBmstudie fur HD im Tiermodell
untersuchten Erkrankungszeitpunkt. Umso bemerkemsweast die hohe Anzahl an
Veréanderungen, die bereits zu diesem Zeitpunktammten sind — eine neuer Befund, der

bisher in keiner Proteomstudie fir HD gezeigt warkiennte.

4.2 Die EinfUhrung einer minimalen Expressionsander  ung bestéatigt
die gefundenen Ergebnisse und erhoht die Stringenz

Die Daten im Ergebnisteil wurden jeweils mit uncheleine minimale Expressionsanderung
der Proteine untersucht. Dies konnte anhand derDBEILTA2D ermittelten, quantitativen

Daten leicht umgesetzt werden. Die Grenze von Ififtmaler Expressionsanderung wurde
durch frihere Studien in unserem Labor gefunderD,[lI4]. Im Einklang mit diesen

Ergebnissen zeigt auch diese Arbeit, dass die tggedden Aussagen bei der
Datenauswertung erhalten bleiben, wenn man einétziche Beschrankung von 10 %
Expressionsveranderung einfihrt. Da dadurch diag&nz erhoht wird, sollten die Werte mit
einer minimalen Expressionsanderung von 10 % Gagwdlder Auswertung von Proteom-

studien sein.

4.3 Veranderungen im Energiestoffwechsel sowie ande  ren
zentralen Bereichen der Zelle gehen dem HD- Krankhe its-
phanotyp weit voraus
4.3.1 KEGG-Pathways
Es konnte gezeigt werden, dass im Striatum beifrddsesten untersuchten Altersstufe (10
Tage), also noch deutlich vor Auftreten erster Sy, bereits zahlreiche Veranderungen auf

Proteinebene zu finden sind. Die Anzahl der berffeitls veranderten Proteine liegt etwa im
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gleichen GroRenbereich wie die Veranderungen bei ld&zten Krankheitsstufe mit
fortgeschrittenem Phanotyp. Dies deckt sich miteséen Erkenntnissen fir das R6/2 —
Mausmodell [110].

Die veranderten Proteine der prasymptomatischeergstufe (10 Tage) wurden fur das
Striatum und Cerebellum mittels Massenspektrometdientifiziert und einer KEGG-
Pathway-Analyse unterzogen. Dabei zeigten sich imat8m jeweils sechs signifikant
veranderte Pathways (eintr, finf #), im Cerebellum kein einziger.

4.3.1.1Beeintrachtigung des Energiestoffwechsels

Der Energiestoffwechsel der Zelle scheint von deihdn Veranderungen am starksten
betroffen zu sein. Drei der im Striatum verdnderteathways sind dem zellularen
Energiestoffwechsel zuzuordnen: Glykolyse/Glukomsmge, Pentosephosphatweg und
Fruktose-/Mannosemetabolismus. Alle drei Pathway®igen eine verminderte
Proteinexpression. AldolaseAlfloc) und PhosphofruktokinasePikn) sind als zentrale
Enzyme der Glykolyse vermindert exprimiert, wahrefid Lakdehydrogenasd.dhb), ein
weiteres Schlisselenzym der Glykolyse, vermehrtigert wird. Vor einiger Zeit konnte im
Zellkulturmodell far HD gezeigt werden, dass eindtdte Expression vorPfkm den
polyglutmininduzierten Zelltod verzdogern kann [138omit konnte die beobachtete frihe
Expressionsverminderung defkmTeil eines Pathomechanismus bei HD sein.

Die vorliegenden Ergebnisse decken sich mit Erkeasén zahlreicher anderer Arbeiten, wo
wiederholt und in verschiedenen Krankheitsmodelldrihe Veranderungen im
Energiemetabolismus bei HD aufgezeigt werden koni1e3,111,132]. Interessanterweise
legen die Ergebnisse funktionaler Bildgebung (PEW) Messung des Glukoseverbrauchs
beim Menschen einen Hypometabolismus im Gehirnypngtomatischer Gentrager fur HD
nahe [102-104]. Im Gegensatz dazu zeigte sich inmudvtedell wiederholt ein friher
Hypermetabolismus mit gesteigerter Glykolyse [13Q]1 Eine schlussige Erklarung fur
diesen Widerspruch gibt es bisher nicht. In dedi#genden Arbeit, bei der Untersuchung
eines Rattenmodells fur HD, zeigen jedoch alle neeften Pathways, die am
Energiestoffwechsel beteiligt sind, eine verminddprroteinexpression, was den Befunden
beim Menschen besser entspricht als die Ergebaissden Mausmodellen.

Die frihe Storung des Energiemetabolismus bei HEntk& ihre Ursache in der durch polyQ-
Htt verminderten Expression von PG@-haben, einem Coaktivator der Transkription, der
zahlreiche Stoffwechselwege der Zelle beeinflud88{]33].
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4.3.1.2Zentrales Protein Cdk5

Im Pathway der Axonleitung/-sprossung konnte eieeminderte Expression der Cyclin-
dependant Kinase 5C@k5 gezeigt werden. DieCdk5 ist eine fur die Entwicklung des
Gehirns und die Aufrechterhaltung seiner Funkti@amtmale Kinase. Sie wirkt einerseits
neuroprotektiv, unter pathologischen Umstanden dgeg wird sie durch Bindung an p25
Ubermafiig aktiviert und tragt zur Neurodegenerahenzahlreichen Erkrankungen des ZNS
wie AD, PD und HD bei. Diese Doppelfunktion hat tie Bezeichnung ,Jekyll-und-Hyde-
Kinase" eingebracht [134]. Auch bei HD ist ihre Rohicht vollstandig geklart. In einigen
Arbeiten konnte gezeigt werden, dasdk5 bei HD neuroprotektiv wirkt, indem sie Hitt
phosphoryliert und dadurch seine Toxizitat vermrhd&35-137]. Im Einklang mit diesen
Ergebnissen konnte also die hier gefundene frimwelerte Expression vo@dk5 einen
Verlust ihrer neuroprotektiven Funktion implizieremd damit zur Pathogenese von HD
beitragen. Andererseits zeigte sich in einer aldénefrbeit, das€Cdk5 durch pathologische
Aktivierung den exzitotoxischen Zelltod bei HD fértl [138]. Weitere Forschung wird

notwendig sein, um die Funktion dedk5bei HD vollstandig zu klaren.

4.3.2 Veranderungen auf Einzelproteinebene

Betrachtet man die Veranderungen auf Ebene det KEERG-pathway-assoziierten Proteine

im Striatum, so fallt auf, dass zahlreiche weitszatrale Bereiche der Zelle betroffen sind.

4.3.2.1Proteine des Zytoskeletts

Insgesamt sind sechs Proteine des Zytoskelettnder& Aktin B (Actbh), ARP3 Actr3),
Tropomyosin 3 Tpm3, Tropomyosin 4Tpm4, Tubulin Cofaktor A Thcg und Tubulinoa 1
(Tubal). Dies stimmt mit Erkenntnissen aus friheren Adyeilberein, in denen gezeigt
wurde, dass Veranderungen insbesondere der auchbéleffenen Mikrotubuli mit den
damit einhergehenden intrazellularen Transportsgen Teil der Pathologie bei HD sind
[139]. Das unerwartete und neue Ergebnis dieserifrist der friilhe Zeitpunkt dieser

Veranderungen.

4.3.2.2Ubiquitin-Proteasom-System

Zusatzlich finden sich funf veranderte Proteinee dem Ubiquitin-Proteasom-System der
Zelle zuzuordnen sind: Proteasom Subuantt (Psmaj, S-Phase Kinase-assoziiertes Protein
1A (Skpl3a, Ubiquitin-conjugating enzyme E@Jbe2v), Ubiquitin Carboxyhydrolase L1
(Uchll) und Ubiquitin-spezifische Peptidase 1Wspl4. Eine Stdérung des Ubiquitin-
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Proteasom-Systems wird mittlerweile als einer dexupimechanismen des neuronalen
Untergangs bei HD angesehen. Zahlreiche Arbeitéerndies hervorgehoben. Zuletzt wurde
eine globale Stérung des Ubiquitin-Systems bei lBhgewiesen [68].

4.3.2.3Mitochondrialer Stoffwechsel

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen auch, dassmelee bereits diskutierten pathway-
assoziierten Stérung des frihen Energiehaushaltdddroteine auf Einzelebene verandert
sind, die den mitochondrialen Stoffwechsel betreffécyl-CoenzymA-Dehydrogenase

(Acadv), 3-Hydroxybutyrat-DehydrogenaséBdhl) und Mitochondrial inner membrane

protein (mm{. Somit konnte ein frith gestorter mitochondrigoffwechsel Teil der schon

beschriebenen Storung des Energiestoffwechselsdiehaushalt) bei HD sein [13,111]. Wie
bereits erortert kbnnte dies mit einer gestortean$kription von PGC+l zusammenhangen

[90,133].

4.3.2.4Transkription

Es fanden sich Veranderungen zweier Proteine,ndigusammenhang mit der Transkription
stehen (Heterogenous nuclear ribonucleoproteirHKrgk) und DEAD box polypeptide 5
(Ddx5). Eine generelle Storung der Transkription git Zusammenhang mit der Pathologie

von HD als gesichert, worauf bereits zahlreicheeltdm hingewiesen haben [72-75,140].

4.3.2.5Vesikeltransport

Es wurde mehrfach gezeigt, dass bei HD der Vesdwmdport, beispielsweise Endo- und
Exozytose, gestort sind [39]. Es konnte in diesdye® nun gezeigt werden, dass bereits in
einem sehr frihen Erkrankungsstadium zwei Protegméndert sind, die am Vesikeltransport
beteiligt sind, zum einen Lin7&i07a), zum anderen die leichte Kette des flir die Entlsey
zentralen Proteins ClathrirCltb). In diesem Zusammenhang wurde eine enge funkéona
Verbindung zwischen dem Huntingtin interacting pinotl Hipl) und Clathrin nachgewiesen
[141].

4.3.2.60xidativer Stress

Peroxiredoxine sind zellschitzende antioxidativetétne, die bei vielen neurodegenerativen
Erkrankungen veréndert sind [114]. Sie sind an @gidativen-Stress-Antwort der Zelle
beteiligt. In einer aktuellen Proteomstudie an hoema Post-mortem-Gewebe wurde die
veranderte Expression zahlreicher PeroxiredoxinéSehirn nachgewiesen [142]. In dieser
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Arbeit konnte die Veranderung von PeroxiredoxinPtdl) und Peroxiredoxin 2Rrdx2)

bereits im prasymptomatischen Krankheitsstadiuneigézverden.

4.3.2.7Heat-Shock-Antwort

Es zeigt sich weiterhin eine veranderte Expresgigaier Proteine, die an der Heat-Shock-
Antwort der Zelle beteiligt sind: Grp 7%¢$pa9 und Hsc 70 Kispad. Es wurde mehrfach
nachgewiesen, dass hohe Konzentrationen an Hsc H&pad die Zelle vor dem
polyglutamininduzierten Zelltod schitzen kénnen 3144]. Die hier gefundene frih
verminderte Expression Hsc 70 kdnnte somit durole germinderte zellprotektive Funktion

zur Pathogenese von HD beitragen.

Generell kann also festgestellt werden, dass invddiegenden Studie viele Veranderungen
gefunden wurden, die bereits in der Literatur besblen wurden, sowohl auf Pathway- als
auch auf Einzelproteinebene. Hier konnte jedocleigeézaverden, dass diese Veranderungen
schon sehr frih und ohne Symptomatik auftreten, deas Kenntnisstand Uber dynamische

Veréanderungen beim Fortschreiten von HD entschéi@eweitert.

4.4 Vom Schweregrad der Erkrankung unabhéngiger Pea  k der
Veranderungen bei 70 Tagen

Als weiteres bemerkenswertes Ergebnis zeigte siabs der Peak der Proteinverdnderungen
fur beide Gehirnregionen bei 70 Tagen liegt, als@mem Zeitpunkt, an dem ein friher und
milder Krankheitsphanotyp ohne motorische Sympteorerrscht. Ungewohnlich ist dabei
insbesondere die Tatsache, dass die Altersstufewritt fortgeschrittenem Phénotyp (465
Tage) deutlich weniger Veranderungen aufweist. ®ghweregrad scheint also nicht von der
Anzahl der zu diesem Zeitpunkt veranderten Protabrmihangen.

Neuere Ergebnisse aus Mausmodellen fur HD [110] ABd[145] zeigten durch einen
longitudinalen Vergleich der einzelnen Altersstufesi gesunden Kontrolltieren einen Peak
an Proteinveranderungen bei etwa 2 Monaten. Did#tes entspricht der Adoleszenz von
Mausen und Ratten und ist durch eine erhohte Pit@étimit zahlreichen Neuverschaltungen
und Differenzierungen im Gehirn gekennzeichnet [1B®r zu diesem Zeitpunkt auftretende
Peak bei den Proteinveranderungen ist also phygsalo begrindet und durch die hohe
Dynamik in der Gehirnentwicklung bedingt. Im Mausieb fur die AD (APP23) konnte nun
gezeigt werden, dass im Gegensatz zu Kontrollmaudieser Peak im Verlauf der

Entwicklung der APP23-Mé&ause nicht auftritt, was eeischon friih angelegte Stdrung
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kognitiver Funktionen nahelegt. Die Vermutung liegso nahe, dass die Krankheit durch
frihe Veranderungen auf molekularer Ebene gekednmet ist, die die
adoleszenzspezifische hohe Plastizitat im Gehiterdriicken [145]. Ob der Peak durch die
Erkrankung vollstéandig supprimiert oder nur verdmdowird, bleibt eine bislang noch offene
Frage.

Ein longitudinaler Vergleich zwischen den einzelddtersstufen wurde in dieser Arbeit nicht
durchgefuhrt, da zu wenige Zeitpunkte untersuchem und der letzte Zeitpunkt (465 Tage)
sehr weit vom mittleren (70 Tage) entfernt lag.r@&iergleich von HD- und Kontrollproben
zeigte sich jedoch ein Peak an Proteinveranderuhgeid0 Tagen, also bei etwa 2 Monaten.
Analog zu den dargelegten Uberlegungen im Mausrhofiel AD konnte man nun
spekulieren, dass durch polyQ-Hitt eine frilhe Vee#imdg im Gehirn ausgelost wird, die die
hohe neuronale Plastizitat wahrend der Adoleszemzkchnken Tiere bei etwa 2 Monaten
unterdriickt oder verschiebt. Es wirden sich im nsoighten Rattenmodell bei gesunden
Kontrolltieren zahlreiche plastizitdtsbedingte \fetérungen finden, die bei kranken Tieren
HD-bedingt fehlen. Dies kénnte den Peak der Verdamdgen bei 70 Tagen erklaren. Der
Peak wirde also nicht durch ein ,Mehr* sondern Sfeniger” an Veranderungen bei HD
entstehen. Da dieser Peak auch im Cerebellum derfirst, konnte die Hypothese aufgestellt
werden, dass HD weit friher als bisher angenommeteifveranderungen im ganzen Gehirn
verursacht [146].

Dies macht deutlich, dass eine Theorie linearemktraitsspezifischer Proteinveranderungen -
je fortgeschrittener die Erkrankung, desto zahfreicsind die Verdnderungen - nicht
zutreffend sein kann. Vielmehr scheinen Proteimv@eéungen im Gehirn hochdynamisch zu
sein und auch von physiologischen Prozessen wiehg#am und Differenzierung des
Gesamtorganismus abzuhéngen [110,145]. Eine hokahAmn gefundenen Verdnderungen

muss also keinesfalls mit der Schwere der Erkragkausammenhangen.

4.5 Starker Expressionsoverlap bei HD mit anderen
neurodegenerativen Erkrankungen

Viele Veranderungen auf Proteinebene sind nichhKtraitsspezifisch, sondern finden sich
bei mehreren neurodegenerativen Erkrankungen. Kdieste daran liegen, dass verschiedene
pathogene Veranderungen letztlich dieselben Pathweginflussen [147]. Daflir spricht, dass
unterschiedliche neurodegenerative Erkrankungereioién ahnlichen Krankheitsphanotyp
zeigen. Durch Vergleich von insgesamt 14 Proteodmstu flr vier verschiedene
neurodegenerative Erkrankungen (Amyotrophe Latdexisse (ALS), AD, PD, und HD)
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konnten in einer aktuellen Ubersichtsarbeit zablveiProteine identifiziert werden, die bei
mehreren der genannten Erkrankungen verdnderis48]. Man spricht in diesem Fall von

Expressionsoverlap.

Die in Tabelle 32 und Tabelle 33 aufgefiihrten Rnetevurden fiir das Striatum und das
Cerebellum mit den Daten von Zabel et al. (2008gh&hen. Dabei fanden sich fir das
Striatum zahlreiche Proteine, die auch bei andemenrodegenerativen Erkrankungen
verandert sind. Im Gegensatz dazu zeigte sich l@#nebellum nur bei einem Protein eine
Ubereinstimmung. Lediglich fiir Peroxiredoxin 1 weine Anderung auch bei HD bekannt,
die anderen aufgefiihrten Proteine waren in denestigossenen Studien nicht als bei HD
verandert beschrieben worden. Im Folgenden sindPthéeine aufgelistet, die einen Overlap
mit den in dieser Arbeit gefundenen Verdnderungeigen. Dahinter sind die Krankheiten

angegeben, bei denen sie als verandert gefundetemur

Tabelle 34: Expressionsoverlap friih verénderter Poteine bei HD mit anderen neurodegenerativen

Erkrankungen
Gehirnregion | Verandertes Protein Expressionsoverlap mit
Striatum Peroxiredoxin 1Rrdx1) AD, PD und HD
Aktin B (Aktb) AD, PD und ALS
Peroxiredoxin 2Rrdx2) AD und PD
Nukleosid-Diphosphatase-Kinagenie3 PD und ALS
Aldolase C Aldog AD und PD
Dihydropyriminidase-related Protein Rysl2 | AD und PD
Hsc 70 Hspag AD und PD
Grp 75 Hspa9 AD und PD

Ubiquitin-Ca-Terminal-Hydrolase 1J¢hl1) PD und AD

Cerebellum | Stathmin 1 §tmn) ALS

Aufstellung nach Zabel et al. 2008 [148]

Die aufgefihrten Proteine zeigen also einen skgnifien Expressionsoverlap zwischen
unterschiedlichen neurodegenerativen Erkrankungemd koénnen daher nicht als
krankheitsspezifisch angesehen werden. Eine Verédndalieser Proteine scheint generell fir
einen gemeinsamen pathologischen Prozess zu spresbekonnte in einer aktuellen Arbeit
gezeigt werden, dass durch Hyper- bzw. Hypoosmeitgeise dhnliche Veranderungen auf

Proteinebene ausgeltst werden kdnnen wie durclodegenerative Erkrankungen (AD, PD
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und HD) [147]. Die Spezifitat der einzelnen neumgelgerativen Erkrankung ergibt sich daher
vermutlich weniger durch die Art der Veranderunge (durch Expressionsoverlap bei vielen
pathologischen Zustanden &hnlich ist) als vielmdhrch den Ort im Gehirn und das
spezifische Milieu, in dem diese Veranderungentfstden [148]. Dafur spricht, dass im
Striatum ein deutlich gro3erer Expressionsoverlépanderen Erkrankungen gefunden wurde
als im Cerebellum. Im Fall von HD koénnte es alsan,sedass nicht die Tatsache
krankheitsspezifisch ist, dass diese Proteine derdrsind, sondern dass sie im Striatum

verandert sind und nicht im Cerebellum.

4.6 Obwohl das Cerebellum schon friih im Verlauf sta rk betroffen
Ist, zeigen sich Unterschiede in der Pathologie

Ein auffalliges Ergebnis bestand darin, dass &imatund Cerebellum bei der Anzahl der
gefundenen Veranderungen zu Beginn der Erkranktang divergieren, sich aber schon friih
im Verlauf (ab 70 Tagen) einander anndhern. Diestdligt die aus neuropathologischen [26]
und bildgebenden Untersuchungen [98] bekannte dla¢sadass HD ab einem gewissen
Krankheitsstadium keineswegs auf Striatum und Qoflieschrankt bleibt, sondern das
gesamte Gehirn betrifft. Die hier gefundenen Ergeden legen nahe, dass dies
moglicherweise friher im Krankheitsverlauf geschiedls bisher angenommen [146]. Die
mittlere Altersstufe von 70 Tagen entspricht eirfeiimen Erkrankungsstadium, an dem die
Tiere noch fast 4 Monate von motorischen und fadMonate von kognitiven Symptomen
entfernt sind. Die einzige detektierbare Verhakerfiglligkeit zu diesem frihen Zeitpunkt
besteht in einer verminderten Angstreaktion. Dieghtdkeiten, frihe Veranderungen in
anderen Gehirnregionen neuropathologisch nachzaeweissind naturgemafl sehr
eingeschrankt, da die meisten an HD Erkrankteninene weit fortgeschrittenen Stadium
versterben. Bildgebende Verfahren sind trotz grofiafeinerung noch immer zu grob, um
subtile Veranderungen schon friih zu detektieren.

Es zeigte sich als weiteres erstaunliches Ergebliass im Striatum die Proteinveranderung
pro Isoform im Schnitt groRBer ist als im Cerebellumobei dieser Unterschied im
Krankheitsverlauf noch zunimmt. Ebenso unterscheileh die zeitliche Dynamik der
Veranderung pro Isoform im Striatum deutlich vom des Cerebellums. Vergleicht man die
erste (10 Tage) und die letzte Altersstufe (465 ejyagnimmt im Striatum die
Konzentrationséanderung pro Isoform im Verlauf deskrBnkung zu, wéahrend sie im
Cerebellum gleicht bleibt. Diese Beobachtungenredgn Schluss nahe, dass trotz ahnlicher

Anzahl an Verédnderungen ab 70 Tagen die Krankheibeiden Gehirnregionen stark
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unterschiedlich verlauft. Dies wird auch durch ddmischen Krankheitsphanotyp beim
Menschen bestatigt, der in erster Linie von extrapydalmotorischer und kortikaler
Symptomatik gepragt ist, weniger von cerebellarer.

Zur Klarung dieser Hypothesen miussten fir dast8tnaind das Cerebellum die Proteine der
anderen beiden Altersstufen identifiziert werde® {(fage und 465 Tage), so dass dann

genauere Aussagen zur Krankheitsspezifitdt dernden@ngen gefallt werden kénnten.

4.7 Transgenes Rattenmodell eignet sich gut fir di e Untersuchung
friher Krankheitsstadien in unterschiedlichen Gehir nregionen

Viele Proteomstudien zu HD am Tiermodell wurden #mansgenen R6/2-Mausmodell
durchgefuhrt [110,112-115Es hat sich als gutes Modell fur die ErforschungEi&rankung
erwiesen, da es zahlreiche Schlisselmerkmale von zdigt: progrediente motorische
Symptomatik, Ausbildung von NIis, kognitiven Defemn und emotionalen Aufféalligkeiten.
Allerdings ahnelt es durch die sehr hohe Zahl aftc&®epeats (zwischen 141 und 157) und
dem dadurch bedingten sehr frihen Erkrankungsbeginrapidem Verlauf eher der seltenen
juvenilen Form von HD beim Menschen. Dies macht iaslell weniger geeignet fir eine
Erforschung der Adult-onset-Form von HD, wie sienbélenschen in den meisten Fallen
auftritt [42].

Demgegeniber bietet das transgene CAG-51-Ratterdimdelatliche Vorteile. Die relativ
geringe Zahl von 51 CAG-Repeats bewirkt einen vgerign (late-onset) Krankheitsbeginn
mit progredienter motorischer Symptomatik, dem wieim Menschen emotionale
Auffalligkeiten vorausgehen [120]. Dadurch bildets elen haufigsten Adult-onset-
Krankheitsverlauf beim Menschen deutlich bessemlabdas R6/2-Mausmodell. Der spate
Krankheitsbeginn macht das Modell insbesondere 3tndium friher Veranderungen sehr
geeignet. Im Hinblick auf eine Proteomstudie bietst weitere entscheidende Vorteile
gegenidber dem Mausmodell. Durch das groRere Gethinmen der Ratte kdnnen
verschiedene Gehirnregionen leicht und sicher getnerapariert und untersucht werden, was
bei der Maus nicht so einfach mdglich ist. Protemigien lassen keine Amplifikationen des
Probenmaterials zu und sind daher auf ausreich®mdbenmengen angewiesen. Groél3ere
Gehirnregionen ermdglichen die Entnahme grol3erebdfrmengen, was Fehlerquellen bei
der Proteomstudie in Bezug auf die Gehirnregiorstig deutlich verringert.

Trotzdem ist kein Krankheitsmodell fur HD perfelhd so hat auch das transgene CAG-51-
Rattenmodell Nachteile. Obwohl es wesentliche pghetische Schliisselmomente der

Erkrankung gut abbildet, ist die verzégerte EntWiak kognitiver Symptome mit 9 Monaten,
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also 3 Monate nach Beginn der motorischen Sympi@nfétr die menschliche Form der HD
untypisch. Beim Menschen gehen kognitive Defiziée shotorischen Symptomatik in vielen
Féallen voraus [10]. AuBBerdem ist davon auszugeltass bestimmte beim Menschen
auftretende komplexe psychische und kognitive Sgmpt beim Tier keine Entsprechung
haben [116]. Dartber hinaus deckt das Modell rilgint ganzen Zeitraum der Erkrankung ab.
Die kranken Tiere sterben mit durchschnittlich 24ordten friher als ihre Wildtyp-
Artgenossen, die bis zu 18 Monate langer leben][1ad8er es ist nicht klar, ob die terminale
Phase pathogenetisch der von HD beim Menschental@wekodnnte es sein, dass die CAG-
51-Ratten zwar vorzeitig sterben, aber nicht an ld@ndern an einer anderen durch die
genetische Manipulation bedingten Stérung.

Ein genereller Nachteil transgener Tiermodelle ieg@nhsatz zu Knock-in-Modellen besteht
darin, dass das krankheitsverursachende Gen zobkatzi den normalen Allelen des Tieres
eingebracht wird. Dies fuhrt dazu, dass transgeeeeTdrei Kopien des Gens besitzen. Das
entspricht nicht der Genetik beim Menschen, des star zwei Kopien des Gens tragt. Somit
kbnnte das zusatzlich eingebrachte Gen mit and&bdufen in der Zelle interferieren und

eine Pathologie verursachen, die nicht fir die rolelihe Form der HD spezifisch ist [117].
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5 Zusammenfassung

Zur ldentifizierung friher Veranderungen im Kranibeerlauf der HD wurde in dieser
Arbeit ein GroRR3gel-2D-Elektrophorese-gestitzter tEomics-Ansatz in Kombination mit
Massenspektrometrie verwendet. Als Krankheitsmodaiéinte das transgene CAG-51-
Rattenmodell, das mit einem verzdgerten Krankhegsin und progredienter motorischer,
emotionaler und kognitiver Symptomatik wesentliggahogenetische Momente bei HD gut
abbildet. Es eignet sich in besonderem Mal3e zuerdathung friher Veranderungen. Es
wurden zwei unterschiedliche Gehirnregionen unthsuwas Striatum als primérer Ort der
Pathologie bei HD und das Cerebellum als deutlightes betroffene Region. Untersucht
wurden drei Altersstufen: eine prasymptomatischwe éihe und eine mittlere, wobei die
prasymptomatische mit 10 Tagen den frihesten bish&iner Proteomstudie fur HD im
Tiermodell untersuchten Zeitpunkt darstellt.

Als wichtigstes Ergebnis dieser Arbeit zeigte sidhss es bereits im prasymptomatischen
Stadium zu deutlichen Veréanderungen auf Proteirehbien Striatum kommt, welche sich
beim Cerebellum nicht in diesem Ausmal} finden. Hha¢hwayanalyse ergab im Striatum
jeweils sechs signifikant veranderte Pathways, @enen fast alle (funf) eine verminderte
Proteinexpression zeigten. Im Cerebellum zeigtdé $imgegen kein einziger signifikant
veranderter Pathway. Die Verdnderungen im Striatbetreffen in erster Linie den
Energiehaushalt der Zelle im Sinne eines frihendrgtabolismus im Gehirn, der sich auch
beim Menschen findet. Allerdings sind auch andesetrale Bereiche der Zelle betroffen:
Axonleitung, Aminosauremetabolismus und Zelltod. f Ader Ebene nicht-pathway-
assoziierter Proteine finden sich Veranderungemdn Bereichen Zytoskelett, Ubiquitin-
Proteasom-System, mitochondrialer Stoffwechsel,ngkaption, oxidativer Stress, Heat-
shock-Antwort und Vesikeltransport. Es konnte liam ersten Mal gezeigt werden, dass
diese Veranderungen bereits sehr frih im Krankbaitsuf Bestandteil der Pathologie bei
HD sind.

Ein weiteres, unerwartetes Ergebnis war ein Peak Rteteinverdnderungen, der beim
Striatum und beim Cerebellum bei etwa 2 Monategt keein friihes Erkrankungsstadium mit
sehr milder Symptomatik. Der Peak ist damit von Selnwere der Erkrankung unabh&ngig.
Analog zu Erkenntnissen bei HD und AD im Mausmodett hier die Vermutung geéaul3ert,
dass die fortschreitende HD-Pathologie zu eineretdintickung oder Verschiebung der
physiologischen hohen Plastizitat im Gehirn adaaszr Ratten bei etwa 2 Monaten fuhren

konnte, was den hier gefundenen Peak erklaren wiiés wirde eine schon friih gestorte
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Plastizitat im Gehirn implizieren und kdnnte einrkadat fur die friihen kognitiven Stérungen
bei HD sein. In jedem Fall zeigte sich deutlichsslaine Theorie von im Krankheitsverlauf
linearen Veranderungen der Anzahl der Proteinet mgtieffend sein kann.

Striatum und Cerebellum divergieren zu Beginn dérrd&hkung noch stark, was die Anzahl
der Veranderungen betrifft, nahern sich aber sdhdmim Verlauf (ab 70 Tagen) einander
an. Dies konnte dafir sprechen, dass HD schon rfrale bisher angenommen andere
Gehirnregionen als Striatum und Cortex Dbetrifft. leAdings legt die gefundene
unterschiedliche Dynamik der Veranderung pro Isofar Striatum und Cerebellum einen in
beiden Gehirnregionen unterschiedlichen Krankhertauf nahe. Zur Klarung dieser Frage
mussten die Proteine der beiden spateren Alteesstafassenspektrometrisch identifiziert
werden. Dies wirde Aussagen zur Krankheitsspezitigr Verdnderungen zu allen drei
Untersuchungszeitpunkten im Striatum und im Cetebekrlauben.

Fur das Striatum konnte ein deutlicher Expressioedap mit Proteinen nachgewiesen
werden, die auch bei anderen neurodegenerativerartklingen wie AD, PD und ALS
verandert sind. Dies spricht fur die Theorie, dasmiger die Art der Verdnderungen
krankheitsspezifisch ist, als vielmehr der Ort imh@n und das spezifische Milieu, in dem sie

stattfinden.
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