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ABSTRACT

Machado-Joseph disease/spinocerebellar ataxia type 3 (MJD/SCA3) is a rare late-onset neurodegenerative
disorder, which is currently untreatable. In this polyglutamine (polyQ) disease, a CAG repeat expansion
located at the ATXN3 gene, is the causative mutation. As a progressive disorder, MJD is characterized by
different stages throughout its natural course, namely by a long preclinical period, during which molecular
and even clinical alterations could be starting, many years before the ataxia onset. MJD onset is partially
explained by the size of the CAG tract constituting its main trait biomarker. The incompleteness of this
explanation, however, implies the existence of genetic modifiers, which should provide additional trait
biomarkers. The identification of molecular trait biomarkers of MJD will allow to: (1) improve the prediction
of age at onset and (2) empower interventional trials, by allowing genetic stratification of patients. The
characterization of MJD disease stages has so far been performed using mainly clinical scales or imaging
data, while few studies investigated molecular biomarkers. The identification of such molecular state
biomarkers would allow: (1) the prediction of age at pathological onset (age at which cell damage is already
present although a clinical phenotype is not yet evident), (2) monitoring different stages of disease
progression, and (3) detecting subtle therapeutic benefits, in emergent clinical trials. The main goal of the
present PhD project was to contribute to the development of molecular biomarkers for MJD. RNA and DNA,
obtained from blood samples of preataxic subjects and MID patients of Azorean background, including
samples collected in two different moments, constituted the main resource used throughout the present
PhD project. Samples from population controls were also used. The determination of the number of CAG
repeats at the ATXN3 was performed for all MJD subjects studied. The homogeneous MID cluster
comprising a total of 88 patients was characterized. The average of the neurological examination score for
spinocerebellar ataxia (NESSCA) available for 69 patients was 12+5 (mean + standard deviation); 40% of the
variance explanation is provided by the number of the CAG repeats in the expanded allele and disease
duration. Ocular alterations, namely nystagmus, are clinical features commonly described in MID. The
evaluation of nystagmus in the early stages of the disease was undertaken using asymptomatic carriers and
non-carriers of ATXN3 mutation. The frequency of nystagmus in asymptomatic carriers (17%) and its
absence in non-carriers of the mutation suggests that nystagmus may appear before gait disturbance and

can thus be considered an early sign of MJD. A candidate gene approach was used in this work to pursuit
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modifiers of the MJD onset. The CAG repeat number in loci associated with polyQ disorders, namely
spinocerebellar ataxias (SCA) types 1, 2, 6, 7, 17, Huntington disease (HD), and dentato-rubro-pallydoluysian
atrophy (DRPLA) was investigated as modulators of the age at onset in the Azorean MJD cohort; a negative
correlation was found between the longer allele at ATXN1 and disease onset, significantly increasing by 1.5%
the explanation of onset variance. Furthermore, and because a role of inflammation in MJD has been
postulated, promoter variants leading to alterations in cytokines expression were studied, and their impact
in the disease onset was analysed. Patients carrying the IL6*C allele had a significant earlier onset. A
complex net of mechanisms, which includes transcriptional regulation, ubiquitin-proteasome system,
autophagy, apoptosis as well as mitochondrial function, has been implicated in MJD pathogenesis. Results
from the transcriptome-wide gene expression analyses, followed by several steps of validation, showed that
even in a peripheral tissue, transcription dysregulation was detectable and that FCGR3B, P2RY13 and SELPLG
were dysregulated in patients. To further investigate dysregulated mRNA levels as a way to identify
candidate biomarkers, the expression patterns of nine candidate genes - HSPB1, DNAJB1, DNAJB12,
DNAJB14, BAX, BCL2, SOD2, IL1B and IL6 genes were quantified. Decreased levels of /L6 and BCL2 mRNA
were observed in preataxic subjects. Lower HSPB1 and BCL2 mRNA levels after the ataxia onset were,
furthermore, evidenced. A significant decrease of BCL2 mRNA levels during disease progression was
observed in all patients used in the exploratory longitudinal study. Mitochondrial DNA (mtDNA) damage
and depletion has been inconsistently reported in MID. In this work the mtDNA common deletion was
significantly more frequent in patients and preataxic carriers than in controls. In conclusion, although the
clinical and physiological phenotype of MID reflects mainly neuronal damage, novel peripheral molecular
alterations were described in the present dissertation. The confirmation of the link between peripheral
abnormalities and neurodegeneration offers a new window of opportunity for biomarker discovery. More
steps of validation will be crucial to develop a battery of molecular biomarkers able to describe disease
progression, as well as to be used as outcome measures in future preventive and/or disease-modifying
clinical trials. Data from molecular biomarkers should also be further correlated with imaging and clinical
measures. Efforts to test the promising molecular biomarkers in independent cohorts, as well as to

investigate their potential in longitudinal studies are warranted.
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RESUMO

A doenca de Machado-Joseph/ataxia espinocerebelosa do tipo 3 (DMJ/SCA3) é uma doenga
neurodegenerativa rara e de inicio tardio, que permanece sem tratamento. A semelhanca do que acontece
nas restantes doencas de poliglutamina (poliQ), a mutagéo na base da DMJ corresponde a expansdo de um
motivo CAG na regido codificante do respetivo gene causal, ATXN3. Sendo uma doenga progressiva, a DM)J
é caracterizada por varias fases, ao longo da sua progressao, nomeadamente por um longo periodo pré-
clinico; durante esse periodo deverdo ocorrer alteragées moleculares e até mesmo clinicas, as quais podem
surgir muitos anos antes da ataxia. A idade de inicio da ataxia, usualmente o primeiro sintoma da doencga,
€ maioritariamente explicada pelo tamanho do tracto CAG que constitui assim o principal biomarcador de
diagndstico molecular da DMJ. Genes modificadores deverdo, adicionalmente, contribuir para a explicagcdo
daidade de inicio da doenca; tais modificadores genéticos, podem também ser considerados biomarcadores
de diagndstico da DMJ. A identificagdo deste tipo de biomarcadores permitira: (1) melhorar a previsdo da
idade de inicio da doenga e (2) aumentar o poder estatistico em ensaios clinicos, permitindo a estratificagdo
dos doentes usando informacdo proveniente dos modificadores genéticos. As diferentes fases da DMJ sdo
atualmente caracterizadas recorrendo a utilizagdo de informacao clinica (principalmente de escalas clinicas)
ou de dados obtidos a partir de estudos de imagem, sendo o conhecimento acerca das alteragbes
moleculares que deverdo ocorrer ao longo da doengca muito incipiente, o que se reflete na auséncia de
biomarcadores de monitorizagdo da doenga. A identificacdo deste tipo de biomarcadores permitird: (1) a
previsdo da idade de inicio patoldgica (idade a qual alteragcGes ao nivel celular ja estdo presentes, mas o
doente ainda ndo apresenta sintomas), (2) a monitorizacdo das diferentes fases da progressdo da doenca e
(3) a detecgdo de beneficios terapéuticos subtis, em futuros ensaios clinicos. O objetivo principal desta
dissertagdo foi contribuir para o desenvolvimento de biomarcadores moleculares da DMJ. RNA e DNA,
obtidos a partir de amostras de sangue de individuos pré-clinicos (portadores da mutagdo ATXN3, mas sem
sintomatologia) e doentes DMJ de origem acoriana, incluindo amostras colhidas em dois momentos
diferentes, constituiram o principal recurso para o desenvolvimento deste projeto de doutoramento. Foram
também utilizadas amostras de individuos saudaveis da mesma populagdo, que foram usados como
controlo. O nimero de repeticGes CAG no gene ATXN3 foi determinado para todos os individuos DMJ. A

coorte DMJ acgoriana, constituida por um total de 88 doentes, foi caracterizada. Para 69 dos doentes



avaliados, utilizando a escala clinica NESSCA (Neurological Examination Score for Spinocerebellar Ataxia), a
média da pontuacdo foi de 12 + 5 (média * desvio padrao); 40% da variancia desta pontuacdo é explicada
pelo nimero de repeticdes CAG no alelo expandido e pela duragdo da doenca. As alteragGes oculares,
nomeadamente a presenca de nistagmo, fazem parte do conjunto de caracteristicas clinicas habitualmente
descritas na DMJ. A avaliagdo do nistagmo em fases iniciais da doenga, nomeadamente na fase pré-clinica,
foi realizada em portadores assintomaticos e ndo-portadores da mutagdo ATXN3. A frequéncia do nistagmo
em portadores assintomaticos (17%) e sua auséncia em nao-portadores da mutagdo sugere que o nistagmo
pode preceder a ataxia e, portanto, ser considerado um sinal precoce da DMJ. Nesta dissertacdo, foi
utilizada uma abordagem de genes candidatos para identificar modificadores da idade de inicio da DMJ. O
numero de repetices CAG em loci de doengas polyQ, nomeadamente as ataxias espinocerebelosas (SCA)
dos tipos 1, 2, 6, 7, 17, a doenga de Huntington (HD) e a atrofia dentato-rubro-palido-luisiana (DRPLA) foi
investigado como potencial modificador da idade de inicio em doentes acgorianos; observou-se uma
correlagdo negativa entre o alelo normal maior no gene ATXN1 e a idade de inicio da doenga, sendo que a
presenca deste alelo aumentou significativamente em 1,5% a explicagdo da variancia da idade de inicio.
Adicionalmente, e por ter sido descrito na DMJ um papel da inflamacdo, foram estudadas, como
modificadores da idade de inicio, variantes alélicas na regido promotora de genes de citocinas, uma vez que
estas variagdes podem alterar os seus niveis de expressdo. Os doentes que possuiam o alelo IL6*C
apresentaram uma idade de inicio significativamente mais precoce. Um conjunto complexo de mecanismos,
que inclui a regulagdo da transcrigdo, o sistema ubiquitina-proteassoma, a autofagia, a apoptose e a fungao
mitocondrial, tem sido implicado na patogénese da DMJ. Os resultados de uma analise de expressao whole-
genome, seguida de varios passos de validacdo, mostraram que mesmo num tecido periférico, a
desregulacdo da transcricdo estava alterada e que os genes FCGR3B, P2RY13 e SELPLG estavam
desregulados em doentes. Utilizando a desregulagdo dos niveis de mRNA como argumento para identificar
novos candidatos a biomarcadores, foram analisados os padrGes de expressdo de nove genes - HSPBI,
DNAJB1, DNAJB12, DNAJB14, BAX, BCL2, SOD2, IL1B e IL6. Observou-se que em individuos pré-clinicos os
niveis de mRNA dos genes /L6 e BCL2 eram mais baixos relativamente aos controlos. Em individuos ja com
sintomatologia, foram observados niveis mais baixos de mRNA dos genes HSPB1 e BCL2, comparativamente
aos controlos. No estudo exploratdrio longitudinal foi observada uma diminuigdo significativa dos niveis de

MRNA do gene BCL2 durante a progressao da doenca. Resultados inconsistentes sobre o dano e a deplecgdo



do DNA mitocondrial (mtDNA) em doentes DMJ tém sido reportados. Neste trabalho, verificou-se que os
doentes e os portadores pré-clinicos apresentavam mais delecées do mtDNA (common deletion) do que os
controlos. Embora as caracteristicas clinicas e fisiologicas inerentes a DMJ reflitam principalmente
alteragbes do processo neurodegenerativo, alteracdes moleculares quantificadas em sangue foram
descritas nesta dissertacdo. A confirmacdo de uma relacdo entre as alteragbes periféricas e a
neurodegeneragao constitui uma nova oportunidade para o desenvolvimento de biomarcadores. Passos
adicionais de validagdo serdo cruciais para desenvolver um conjunto de biomarcadores moleculares capazes
de monitorizar a progressdo da doenca, bem como de detectar alteragdes terapéuticas subtis em futuros
ensaios clinicos, incluindo ensaios preventivos. Os biomarcadores moleculares devem também ser capazes
de se correlacionar com marcadores clinicos e de imagiologia. Todos os esforgos serdo realizados no sentido

de testar os biomarcadores moleculares aqui propostos em coortes independentes, bem como de investigar

o seu potencial em estudos longitudinais.
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