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1. Einleitung

1. Einleitung
Die Spinozerebellare Ataxie Typ3 (SCA3) oder auch Machado-Joseph-Krankheit

(MJD) ist eine erbliche neurodegenerative Erkrankung, die zu den autosomal
dominanten zerebellaren Ataxien gezahlt wird. Die Ursache der Erkrankung ist
ein verlangerter CAG-Repeat Bereich im ATXN3-Gen, wodurch im darin
kodierten Protein Ataxin-3 ein Polyglutaminbereich expandiert wird. Im
Folgenden werden die Hintergrinde dieser Erkrankung naher beleuchtet und die
Symptomatik, Diagnostik und aktuelle Behandlungsoptionen aufgezeigt. Zuletzt
soll auf die Rolle des KPNA3-Transportproteins in Zusammenhang mit der SCA3
eingegangen und die Zielsetzung dieser Arbeit, in der die Promotorregion des

KPNAS3-Transportproteins im Mittelpunkt steht, erlautert werden.

1.1 Atiologie
Die Ursache der Spinozerebellaren Ataxie Typ 3 ist eine Mutation im langen Arm

des Chromosom 14 (14924.3-q32) (Takiyama et al. 1993) im ATXN3-Gen, das
fur das Protein Ataxin-3 kodiert. In diesem Gen ist ein Bereich mit CAG-Triplet
Wiederholungen enthalten, der bei SCA3 Patienten verlangert ist (Kawaguchi et
al. 1994). Bei Gesunden sind etwa 12 bis 44 CAG-Triplet-Wiederholungen
vorhanden, bei SCA3-Patienten ist dieser Bereich auf 52 bis 86 Triplet-
Wiederholungen erweitert (Sun et al. 2016). In seltenen Fallen, in denen die
CAG-Wiederholungen zwischen diesen Bereichen lagen wurden sowohl
Betroffene mit SCA3 typischen Symptomen beobachtet (Gu et al. 2004), aber
auch symptomfreie Falle sind beschrieben (Maciel et al. 2001). Die CAG-
Wiederholungen kodieren flr einen Polyglutamin-Bereich im durch das ATXN3-

Gen kodierten Protein Ataxin-3.

Die Lange der CAG-Triplet Wiederholungen im ATXN3-Gen determiniert jedoch
nicht nur, ob die Krankheit ausbricht oder nicht, sondern hat auch Einfluss auf
das Alter bei Krankheitsbeginn. Hierbei ist das Erkrankungsalter umso niedriger
desto mehr der Triplet-Bereich verlangert ist (Durr et al. 1996). Das mittlere
Erkrankungsalter liegt hierbei bei 36 Jahren, wobei auch Falle mit
Krankheitsbeginn ab 4 Jahren und mit bis zu 70 Jahren beschrieben sind (Sun et

al. 2016). Weiterhin korreliert die Schwere der Symptome mit der Anzahl der
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CAG-Wiederholungen, die Patienten sind umso schwerer betroffen, desto mehr
CAG-Wiederholungen sie im ATXN3-Gen aufweisen (Netravathi et al. 2009;
Silva-Fernandes et al. 2010). Bei prasymptomatischen Betroffenen ist dennoch

keine eindeutige Prognose zum Krankheitsverlauf moglich (Schols et al. 1996).

Physiologisch besitzt das Ataxin-3 deubiquitinierende Aktivitat, wobei
angenommen wird, dass es Polyubiquitinketten kurzt (Mao et al. 2005). Die
physiologischen Substrate des Ataxin-3 sind bisher nicht hinreichend geklart,
wodurch die genaue Funktion des Proteins noch unklar ist. Bekannt ist, dass das
Protein p53 ein Substrat von Ataxin-3 ist. p53 gilt vor allem als Tumorsuppressor
und spielt eine Rolle bei Entzindungsreaktion (Uehara und Tanaka 2018).
Ataxin-3 bindet an p53 und vermindert durch Deubiquitinierung und Stabilisierung
dessen Abbau (Liu et al. 2016). AulRerdem agiert Ataxin-3 als Transporter bei der
Translokation von Proteinen zu Proteasomen der Zelle (Doss-Pepe et al. 2003).
Insbesondere  bei der Translokation fehlgefalteter Proteine des
Endoplasmatischen Retikulums in das Zytosol der Zelle ist Ataxin-3 beteiligt
(Wang et al. 2006). Weiterhin ist eine Rolle bei der Regulation der Zellantwort bei

oxidativem Stress beschrieben (Araujo et al. 2011).

Durch Verlangerung des Polyglutaminbereichs im Ataxin-3 bei der SCA3 kommt
es dagegen zu pathologischen Vorgangen, die im Folgenden naher erlautert
werden. Vor allem die intranukleare Lokalisation und Aggregation von
expandiertem Ataxin-3 (Paulson et al. 1997; Schmidt et al. 1998) spielt eine
zentrale Rolle bei der Pathogenese (Bichelmeier et al. 2007; Sowa et al. 2018).
Hierbei wird zunachst das Ataxin-3 mit verlangertem Polyglutaminbereich durch
proteolytische Enzyme gespalten, wodurch sogenannte ,toxische Fragmente®
entstehen. Diese initieren die Aggregation und flhren durch
Konformationsanderung des nicht-gespaltenen Ataxin-3 auch zu dessen
Aggregation (Haacke et al. 2006). Bei der Spaltung von Ataxin-3 sind Caspasen
(Berke et al. 2004; Jung et al. 2009) und Calpaine beteiligt. Insbesondere das
Enzym Calpain-2 zeigte relevanten Einfluss auf die Entstehung toxischer
Fragmente durch Spaltung von Ataxin-3 in vitro und in vivo, wobei expandiertes
Ataxin-3 besonders sensitiv fur die Spaltung durch Calpain-2 ist (Hubener et al.
2013). Das intranukleare, aggregierte Ataxin-3 verursacht dann eine
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Dysregulation der Transkription durch Beeinflussung der Funktion von Cajal-
Korpern im Zellkern, die im Prozess des Splicings von RNA involviert sind (Sun
et al. 2007), und durch Erhéhung der Expression pro-apoptotische Mediatoren
(Chou et al. 2008). Weiterhin wurde gezeigt, dass durch expandiertes Ataxin-3
die Genexpression von Entzindungsmediatoren gesteigert wird und Proteine, die
unter anderem das Uberleben der Zelle regulierten, herunterreguliert werden
(Evert et al. 2003). AuRerdem ist die Fahigkeit des expandierten Ataxin-3, die
Zellregulation bei oxidativem Stress anzupassen, reduziert. (Araujo et al. 2011).
Durch das expandierte Ataxin-3 kommt es auch zu Stérungen im
Proteinstoffwechsel der Zelle, insbesondere beim Abbau von fehlgefalteten
Proteinen des endoplasmatischen Retikulums, da die oben beschriebene
physiologische Funktion des Ataxin-3 gestort ist (Li et al. 2015). Weiterhin haben
insbesondere die durch die Calpain-vermittelte Spaltung entstandenen toxischen
Fragmente auch Einfluss auf die Funktion der Mitochondrien. Die Funktion der
Mitochondrien wird durch sie gestort und der mitochondriale Apoptoseweges wird
initiiert (Chou et al. 2006; Harmuth et al. 2018).

Die dargestellten Vorgange flihren insgesamt zu einer Degeneration der
betroffenen Neuronen. Davon sind mehrere zentralnervose Regionen betroffen,
unter anderem das Zerebellum, der Hirnstamm und die Basalganglien, aber auch
Hirnnerven und das Rickenmark kénnen betroffen sein. Diese Degenerationen
werden im Verlauf auch makroskopisch sichtbar und durch die reduzierte
Hirnmasse messbar (Rub et al. 2008) und fuhren zur komplexen Symptomatik

der betroffenen Patienten.

1.2 Symptomatik

Die Symptomatik der SCA3 ist sehr variabel. Im Allgemeinen koénnen die
typischen Symptome einer autosomal dominanten zerebellaren Ataxie
vorkommen. Hierzu gehdren neben Gang- und Standataxie, Ataxie der
Extremitaten und Einschrankungen von Sprache und der Okulomotorik auch
Symptome wie extrapyramidale Bewegungsstérungen, Spastiken und peripherer
Neuropathie (Schols et al. 2004).
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Ein mogliches Frihsymptom der SCA3 stellt das Sehen von Doppelbildern
aufgrund der beginnenden Ophthalmoplegie dar (Globas et al. 2008). Im Verlauf
tritt dann weitere Kleinhirnsymptomatik auf. Hierzu zahlt die Ataxie der
Extremitaten, was sich dann als Stand- und Gangataxie, Dysmetrie der Hande
und Probleme beim Schreiben, sowie Sprach- und Schluckstérungen aufiern
kann. Neben dem oben genannten Wahrnehmen von Doppelbildern kann sich
die gestorte Okulomotorik beziehungsweise Ophthalmoplegie auch durch einen
beobachtbaren Nystagmus oder Pseudoexophthalmus aufdern. Zusatzlich oder
isoliert kdbnnen jedoch auch Symptome hinzukommen, die nicht primar als
Kleinhirnsymptomatik einzuordnen sind, und die sich je nach Verlaufsform der
Erkrankung zeigen. Hierzu zahlen das Auftreten eines Parkinsonismus, eines
Restless-Leg-Syndroms, einer Dystonie oder einer axonalen Neuropathie, die
durch ein vermindertes Vibrationsempfinden, Atrophie von Muskulatur oder
Ausfall von Reflexen auffallen kann. Bei einigen Verlaufsformen kénnen auch
Pyramidenbahnzeichen, wie Spastiken und (im Gegensatz zu Verlaufsformen mit
Neuropathie) gesteigerte Reflexe, bei Patienten vorzufinden sein. Haufig klagen
Patienten auch Uber Muskelkrampfe und Dysasthesien. Ein relativ spezifisches
Symptom der SCA3 schein die verminderte Temperaturdiskrimination in den
Extremitaten, sowie am Koérperstamm oder im Gesichtsbereich zu sein. (Durr et
al. 1996; Schols et al. 1996; Schols et al. 2004; Globas et al. 2008).

Wie sich durch diese Darstellung der Symptome zeigt, ist das klinische Bild der
SCA3 sehr variabel. Dennoch wird die SCA3 klinisch in vier Subtypen, abhangig
von vorherrschender Symptomatik und typischem Alter bei Krankheitsbeginn,
eingeteilt (Riess et al. 2008). Die Subtypen sind in Tabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1 — Ubersicht iiber die Subtypen der Spinozerebelldren Ataxie Typ 3
(Riess et al. 2008)

Subtyp | Symptomatik Typisches Erkrankungsalter

Typ 1 Extrapyramidale (dystonische) und | 10-30 Jahre
pyramidale Defizite
Typ 2 Pyramidale und zerebellare 20-50 Jahre
Defizite
Typ 3 Zerebellare Defizite und periphere | 40-75 Jahre
Neuropathie
Typ 4 Neuropathie und Parkinsonismus variabel
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1.3 Epidemiologie

Weltweit sind etwa 0,3 bis 2 pro 100.000 Einwohnern von autosomal-dominant
vererbten spinozerebellaren Ataxien betroffen (van de Warrenburg et al. 2002).
Die Spinozerebellare Ataxie Typ 3 ist mit einem weltweiten Anteil von ca. 21%
die haufigste Form (Schdls et al. 2004). Bei Subgruppen portugiesischer und
brasilianischer Herkunft macht die SCA3 sogar tUber 60% der spinozerebellaren
Ataxien aus (Silveira et al. 2002). In Deutschland ist davon auszugehen, dass
etwa 42% der Patienten mit autosomal-dominant vererbten spinozerebellaren
Ataxien an SCAS leiden (Schdls et al. 1997).

1.4 Diagnostik

Die Diagnostik der SCA3 umfasst mehrere Dimensionen. Diese sind in den

Empfehlungen der S1-Leitlinie zu Ataxien des Erwachsenenalters,
herausgegeben von der Deutschen Gesellschaft fir Neurologie, aufgeflihrt
(Klockgether et al. 2018) und sollen laut dieser in Kombination betrachtet werden.
Hierzu gehort die Anamnese, die korperliche Untersuchung, bildgebende und
andere apparative Verfahren, sowie die molekulargenetischen Untersuchungen.
Bei der Anamnese sollte insbesondere auf das Erheben der Familienanamnese
aufgrund des Erbgangs wert gelegt werden, auch zur Abgrenzung von anderen
Ataxien. In der korperlichen Untersuchung sollten die speziellen neurologischen
Symptome der spinozerebellaren Ataxien und insbesondere der SCA3
systematisch untersucht werden. Aullerdem sollte eine MRT-Bildgebung des
Gehirns erfolgen, unter anderem um fokale Kleinhirnprozesse auszuschlief3en.
In der Diagnostik der SCA3 kann auch eine Neurographie Hinweise geben, da
Neuropathien auftreten kénnen. Die bisher genannten Untersuchungen lassen
jedoch keine sichere Diagnose der SCA3 zu, sondern koénnen hoéchstens
Hinweise darauf geben. Letztlich muss die Diagnose mittels
molekulargenetischer Untersuchung gestellt werden. Hier ist die Mutation im
ATXN3-Gen mit vermehrten CAG-Triplet-Wiederholungen beziehungsweise ein
verlangerter Polyglutaminbereich im Ataxin-3-Protein wegweisend fur die
Spinozerebellare Ataxie Typ 3 (Klockgether et al. 2018).
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1.5 Behandlung

Zum jetzigen Stand ist keine kausale Therapie der SCA3 mdglich. Die Leitlinien

fur Ataxien im Erwachsenenalter der Deutschen Gesellschaft fur Neurologie
empfehlen eine symptomatische Behandlung; etwa bei Parkinsonismus den
Einsatz von L-Dopa oder bei Dystonie Anticholinergika (Klockgether et al. 2018).
In den Leitlinien wird aul’erdem regelmaflige Physiotherapie empfohlen, da diese
bei Ataxien generell sehr wirksam ist. Ein physiotherapeutisches intensives
Koordinationstraining kann insbesondere bei zerebellaren Ataxien motorische
Fahigkeiten verbessern und auch ataktische Symptome reduzieren (lig et al.
2009). Die Patienten profitieren auch im Langzeitverlauf, vor allem wenn sie
selbstandig Ubungen durchfiihren, und erfahren letztlich eine Verbesserung in
ihren Alltagsaktivitaten (llg et al. 2010).

Ein spezifischer Therapieversuch der SCA3 mit Riluzol ist laut Leitlinien prinzipiell
moglich. Es gibt Hinweise darauf, dass Riluzol den Krankheitsprogress
zerebellarer Ataxien positiv beeinflusst (Romano et al. 2015). Jedoch wurde im
Tiermodell speziell fir die SCA3 beobachtet, dass Riluzol hier keine
Verbesserung der Symptomatik bewirkte und sogar eher eine Verschlechterung
verursachte (Schmidt et al. 2016). Im Rahmen von Studien wurden weitere
Medikamente angewandt. Valproat scheint bei der Spinozerebellaren Ataxie Typ
3 einen positiven Effekt zu besitzen (Lei et al. 2016), dieser kann vermutlich
darauf zurlckgefihrt werden, dass der Nukleare Transport von Ataxin-3
vermindert wird (Wang et al. 2018). Ein weiterer Therapieansatz mit Lithium
konnte in einer Phase 2 Studie zwar keinen signifikanten Einfluss auf den
allgemeinen Progress der SCA3 zeigen, jedoch wurden positive Effekte auf den
Krankheitsverlauf etwa in Hinsicht auf das Sprechen und die Koordination
gefunden (Saute et al. 2014). Therapieversuche mit Vareniclin oder Cotrimoxazol
erbrachten bisher keine ausreichende Evidenz zu ihrer Wirksamkeit (Zesiewicz
et al. 2018). In experimentellen Ansatzen werden weiterhin Substanzen
eingesetzt, wie der NGF (Nerve growth factor), der die Apoptose der Neurone im
Zerebellum verhindern soll (Tan et al. 2015), oder auch IGF-1 (Insulin-like growth
factor 1), der einen stabilisierenden Effekt auf den Krankheitsprogress bei

ADCAs zeigte (Sanz-Gallego et al. 2014). Diese Ansatze haben aber bisher keine
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klinische Relevanz. Aufgrund eines bislang fehlenden wirksamen
Therapieansatzes fir die SCA3 und dem Mangel an aussagekraftigen Studien
zu Therapien, die praklinisch vielversprechende Ergebnisse zeigten, werden
vermehrt randomisierte, placebokontrollierte klinische Studien gefordert. Hierbei
werden multizentrische Studien, die etablierte Scores zur Evaluation und
Vergleichbarkeit der Ergebnisse nutzen, empfohlen, sowie das Einschlie3en
auch von prasymptomatischen SCAS3-Patienten gefordert, um groRere
Fortschritte in der Suche nach Behandlungsoptionen zu erreichen (Saute et al.
2015; Saute und Jardim 2018; Da Silva et al. 2019).

1.6 Rolle des KPNA3-Transportproteins

Ataxin-3 ist ein vorwiegend im Zytosol der Zelle lokalisiertes Protein, das wie

oben bereits beschrieben dort als deubiquitinierendes Protein agiert und beim
Abbau fehlgefalteter Proteine eine Rolle spielt. Physiologisch kommt Ataxin-3
aber auch im Zellkern vor (Reina et al. 2010). Dort hat es vermutlich
genregulatorische Funktion, insbesondere bei der Reaktion der Zelle auf Stress
(Reina et al. 2012). Bei der SCA3 bildet das verlangerte Ataxin-3 im Zellkern
hingegen Aggregate, die letztlich maRgeblich fir die Pathogenese verantwortlich
sind (Bichelmeier et al. 2007). Es ist also relevant zu verstehen, wie Ataxin-3 in
den Zellkern gelangt. Hierzu wird im Folgenden der Nukledre Import allgemein
beleuchtet und anschlieRend auf den nuklearen Import von Ataxin-3
eingegangen. Zuletzt wird die wesentliche Rolle des KPNA3-Transportprotein,
dessen Promotorregion und damit dessen Expression im Mittelpunkt dieser
Arbeit steht, beim Import des Ataxin-3 und somit bei der Pathogenese der SCA3
aufgezeigt.

1.6.1 Nuklearer Import allgemein

Es gibt mehrere Moglichkeiten, wie Proteine in einer Zelle vom Zytoplasma in
den Zellkern importiert werden kénnen. Im Folgenden wird der fir das Ataxin-3
und KPNA3-Transportprotein relevante Mechanismus mittels Nuclear

Localisation Signal (NLS) und Karyopherinen naher beleuchtet.

Die Membran eines Zellkerns enthalt Proteinkomplexe, die passive Diffusion von

lonen und Kkleineren Proteinen zwischen den beiden Kompartimenten,
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Zytoplasma und Karyoplasma, zulassen. Diese werden als Nuclear Pore
Complexes (NPCs) bezeichnet. Die Schwelle fur die passive Diffusion liegt bei
etwa 60kDa, wobei die Diffusionsgeschwindigkeit mit zunehmender Proteingrofie
sinkt (Allen et al. 2000) Groflere Proteine bendtigen Transportproteine, die
sogenannten Karyopherine (teilweise auch als Importine bzw. Exportine
bezeichnet) um diese NPCs zu nutzen. Die Karyopherine werden in
Untergruppen kategorisiert, wobei vor allem die Gruppen alpha (a-Karyopherine)
und beta (B-Karyopherine) im Folgenden relevant sind. Die zu importierenden
Proteine enthalten eine spezifische Aminosauresequenz, die als Nuclear
Localisation Signal (NLS) bezeichnet wird. An diese kdnnen die Karyopherine
binden und das jeweilige Protein Uber den NPC in den Zellkern transportieren.
Hierbei kann entweder ein B-Karyopherin direkt am NLS binden und den Import
des Proteins bewirken, oder es bindet zunachst ein a-Karyopherin am NLS, an
dem wiederum ein B-Karyopherine binden kann, um den Import zu ermdglichen.
Der Import erfolgt hierbei entlang eines Ran-Gradienten und die Bindungen
dieses Komplexes werden im Zellkern geldst (Lange et al. 2007). Ein

vereinfachtes Schema dieses Vorgangs ist in Abbildung 1 dargestellt.

.
Zytoplasma g Nukleus

Abbildung 1 — Vereinfachtes Schema des Nukle&ren Imports mittels NLS und Karyopherinen — Das Protein
kann aufgrund seiner Gr6Be nicht allein mittels Diffusion (ber den Nuclear Pore Complex (NPC) in den
Zellkern gelangen. Durch Bindung von Karyopherin a (Imp-a) an das Nuklear Import Signal (NLS) des
Proteins und Bindung von Karyopherin- 8 (Imp- B) an das Karyopherin- a kann das dabei entstandene Trimer
tiber den NPC in den Zellkern gelangen. Dort werden die Bindungen durch RanGTP wieder geldst. (In
Anlehnung an: Pemberton und Paschal 2005)
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1.6.2 Nukleéarer Import von Ataxin-3 und Bedeutung von KPNA3 fiir die SCA3

Ataxin-3 wird mittels aktivem Transport in und aus dem Zellkern transportiert

(Macedo-Ribeiro et al. 2009) Es enthalt in seiner Aminosauresequenz einen
Bereich, der einem NLS entspricht, sowie auch sogenannte Nuclear Export
Signals (NES), die jedoch flr den Transport aus dem Zellkern hinaus Relevanz
haben (Albrecht et al. 2004; Antony et al. 2009). Es wurde gezeigt, dass
insbesondere das a-Karyopherin KPNA3 (Karyopherin alpha 3 oder alternativ
Importin-o4) die Lokalisation des Ataxin-3 innerhalb der Zelle kontrolliert. KPNA3
bindet an das NLS des Ataxin-3 und bildet anschliefend durch Bindung von
KPNB1 an KPNAS3 ein Trimer. Dieses wird durch den Nuclear Pore Complex in
den Zellkern importiert. Fehlt KPNA3 beziehungsweise ist es vermindert wurde
in vitro und in vivo weniger Ataxin-3 im Zellkern nachgewiesen und auch die
pathologische Aggregation war vermindert (Sowa et al. 2018). Die nukleare
Lokalisation von Ataxin-3 ist jedoch wesentlicher Bestandteil daflr, dass die
SCA3 symptomatisch wird (Bichelmeier et al. 2007). Wie bereits erwahnt spielt
auch die nukleare Aggregation von expandiertem Ataxin-3 eine Rolle in der
Pathogenese. Insgesamt scheint KPNA3 also ein Schlisselprotein bei der
Pathogenese der Spinozerebellaren Ataxie Typ 3 zu sein. Wenn weniger KPNA3
in der Zelle vorhanden ist, hat dies somit vermutlich positiven Effekt auf die SCA3,
da bei fehlendem oder vermindertem KPNA3 weniger Ataxin-3 in den Zellkern
gelangt und pathologisch aggregiert. Im Mausmodell konnte bereits gezeigt
werden, dass das Fehlen von KPNA3 auch die Symptomatik SCA3 signifikant
verbessert (Sowa et al. 2018). Das KPNA3-Transportprotein ist somit eine
potenzielle Zielstruktur, um durch dessen Reduktion in der Zelle in den
pathophysiologischen Vorgang der Translokation und Aggregation von
verlangertem Ataxin-3 im Zellkern einzugreifen und dadurch die Symptomatik
und eventuell den Krankheitsverlauf der SCA3 positiv zu beeinflussen.
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1.7 Zielsetzung

KPNA3 ist wie oben beschrieben ein Schllsselprotein der Pathogenese der
SCAZ3. Folglich ist es sinnvoll, Beeinflussungsmadglichkeiten dieses Proteins zu
untersuchen. Da die vorhandene Menge des KPNA3-Proteins die Menge an
intrazellularem und aggregiertem Ataxin-3 beeinflusst, ist ein Ansatz, die
vorhandene Menge von KPNA3 zu reduzieren. Proteine werden durch
Transkription von DNA in mRNA im Zellkern und anschlieRender Translation der
mMRNA in eine Aminosauresequenz im Zytoplasma gebildet. Die Menge der
gebildeten mRNA korreliert hierbei mit der Menge an Protein, die am Ende
gebildet wird (Csardi et al. 2015). Auf DNA-Ebene wird hierbei die Transkription
der mRNA durch Transkriptionsfaktoren, die an spezifische Promotorregionen
des jeweiligen Gens binden, reguliert (Mitchell und Tjian 1989). Wenn also die
Bindung von Transkriptionsfaktoren an die Promotorregion des KPNA3-Gens
beeinflusst wird, wird folglich auch die translatierte Menge an KPNA3-Protein
beeinflusst, was letztendlich den o.g. Einfluss auf die Menge an Ataxin-3 im
Nukleus hat.

Ziel dieser Arbeit ist nun, ein Modell zu erzeugen, mit dem die Expression durch
den KPNA3-Promotor untersucht werden kann. Hierfur soll ein Plasmid-Konstrukt
erzeugt werden, das die Promotorregion des KPNA3-Gens enthalt. Hierbei sollen
Konstrukte in mehreren Varianten mit verschiedener Lange des enthaltenen
Promotors erzeugt werden, um auf relevante (Teil-)Bereiche des Promotors
ruckzuschlielen. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe sind weiterhin
Polymorphismen im KPNA3-Promotor aufgefallen, die einen Einfluss auf das
Erkrankungsalter der SCA3 hatten und somit im Verdacht standen, die
Promotoraktivitat zu beeinflussen. Hierbei handelte es sich um die
Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs), die die Identifikationsnummern
rs9535343, rs12868235 und rs11618521 tragen (vergeben durch die dbSNP
Datenbank der NCBI (Sherry et al. 2001)). Die beiden SNPs rs9535343 und
rs12868235 zeigten einen Zusammenhang zum Erkrankungsalter, sind jedoch
beide deutlich (Uber 2500bp in 5° Richtung) vom Transkriptionsstart des KPNAS3-
Gens entfernt (Kobsch 2020). Der SNP rs11618521 zeigte ebenfalls einen

signifikanten Zusammenhang mit dem Erkrankungsalter der SCA3 und ist im
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Gegensatz zu den beiden anderen SNPs deutlich ndher zum Transkriptionsstart
des Gens gelegen (ca. 1100bp 5° davon) (Dieterle 2019). Deshalb sollen auch
die Varianten dieses Polymorphismus in den Konstrukten abgebildet werden. Die
verschiedenen  Konstrukte  sollen  anschlieend  hinsichtlich  ihres
Expressionsniveaus untersucht und verglichen werden und der Einfluss der
Lange des Promotors und des jeweiligen Polymorphismus auf die Expression
analysiert werden. Weiterhin sollen dann Transkriptionsfaktoren identifiziert
werden, die die Expressionsunterschiede erklaren konnen. Am Ende soll ein
fertiges Modell stehen, an dem zuklnftige in vitro Wirkstofftestungen
vorgenommen werden kénnen, bei denen der Einfluss auf die Expression des
KPNAS3-Proteins durch Wirkstoffe untersucht werden kann. Hierdurch kdénnten

potenzielle neue Therapeutika fur die SCA3 gefunden werden.
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2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Puffer/Losungen/Medien

Alle genannten Chemikalien, Medien und Lésungen wurden in gro3tmoglicher
Reinheit von Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim), Carl Roth GmbH & Co.
KG (Karlsruhe), Lonza Group AG (Basel), Fresenius Kabi Deutschland GmbH
(Bad Homburg), Advansta Inc. (Menlo Park, USA) und Becton Dickinson GmbH
(Heidelberg) bezogen.

Tabelle 2 — Ubersicht zu allen genutzten Puffern, Lésungen und Medien

Bezeichnung Zusammensetzung/Herstellerbezeichnung
Agarose SeaKem® LE Agarose

Ampicillin (1000x) Ampicillin 100mg/ml

Bis-Tris Puffer (3,5x) | 1,25M BisTris

DMEM Gibco™ DMEM, Fisher Scientific GmbH, Schwerte
10% FBS
1% A/A

ECL-Puffer 1ml WesternBright Peroxide Chemiluminescent

peroxide solution, Advansta Inc., San Jose (USA)
1ml WesternBright ECL Luminol/enhancer solution,
Advansta Inc., San Jose (USA)

1ml TBS-Puffer

Ladepuffer 10mM Tris HCI (pH 7.6)
(Agarosegel- 0,03% Bromphenolblau
elektrophorese, 6x) 60% Glycerol
60mM EDTA
LB-Medium 25g/I BD Difco™ LB Broth, Miller, Fisher Scientific
GmbH, Schwerte
LDS Puffer (4x) 1M Tris-Puffer pH=8.5
0,3M Lithiumdodecylsulfat
2mM EDTA

43% Glycerol

0,025% Phenolrot

MES-Puffer (20x) 1M Morpholinoethansulfonsaure
1M Tris

96,3mM SDS

20,5mM EDTA

Opti-MEM Gibco™ Opti-Mem™, Fisher Scientific GmbH,
Schwerte
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SOC-Medium

20g/I BD Bacto™ Tryptone

5g/l BD Bacto™ Yeast Extract

10mM NacCl
2,5mM KCI
20mM Mg?*, Filter-sterilisiert

20mM Glucose, Filter-Sterilisiert

Steriles Wasser

Ampuwa®, Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad

Homburg

TAE-Puffer

40mM Tris-Azetat
1mM EDTA

TBE-Puffer

90mM Tris-Borat
1mM EDTA

TBS (10x)

0,3M Tris
1,5M NaCl

TBST (10x)

1M Tris
5M NacCl
1% Tween 20

TFB1

100mM RbCI
50mM MnCl2
30mM Kaliumacetat
10mM CaCl2

15% Glycerol

pH 5.8

TFB2

10 mM MOPS
10 mM RbCI
75 mM CaCl2
15% Glycerol
pH 6.8

Transferpuffer
(Western-Blot, 20x)

2.1.2 Kits

0,5M Bicin
0,5M Bis-Tris
0,02M EDTA

Tabelle 3 — Ubersicht zu den in den Experimenten verwendeten Kits

Verwendung

Bezeichnung

Hersteller

Plasmid Extraktion

QIAprep Spin Miniprep Kit

QIAgen GmbH, Hilden

Aufreinigen von DNA
aus Agarosegelen

QIAquick Gel Extraction Kit

QIAgen GmbH, Hilden

Aufreinigen von PCR-
Produkten

QIAquick PCR Purification
Kit

QIAgen GmbH, Hilden

Sequenzierung

GenomelLab DTCS Quick
Start Kit

Beckman Coulter
GmbH, Sinsheim

Transfektion

Attractene Transfection
Reagent

QIAgen GmbH, Hilden

Bradford-Assay

Bio-Rad Protein Assay Kit Il
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Luciferase Assay ‘ Dual-Glo Luciferase Assay ‘ Promega GmbH,
System Mannheim

(Nested)-PCR ’ Expand Long Template ‘ Roche Diagnostics
PCR System GmbH, Mannheim

2.1.3 Enzyme

Tabelle 4 — Ubersicht zu den in den Experimenten verwendeten Enzymen

Enzym Artikelnummer Hersteller

CIP (Alkaline M0290S New England Biolabs

Phosphatase, Calf GmbH, Frankfurt

Intestinal)

EcoRI-HF R3101S New England Biolabs
GmbH, Frankfurt

Ndel R0O111S New England Biolabs
GmbH, Frankfurt

Nhel R0O131S New England Biolabs
GmbH, Frankfurt

peqGold pwo- 01-5010 PEQLAB Biotechnologie

Polymerase GmbH, Erlangen

PflIFI R0595S New England Biolabs
GmbH, Frankfurt

Psyl ER1331 Fisher Scientific GmbH,
Schwerte

T4 DNA Ligase M0202S New England Biolabs
GmbH, Frankfurt

T4 DNA Ligase ELOO11 Fisher Scientific GmbH,
Schwerte

Xhol R0146S New England Biolabs
GmbH, Frankfurt

Fir die Reaktionsansatze wurden die vom Hersteller fur das jeweilige Enzym
empfohlenen Reaktionspuffer genutzt. Hierbei kamen fur die Enzyme von New
England Biolabs GmbH (Frankfurt) die herstellereigenen Puffer NEBuffer™ 2.1,
NEBuffer™ CutSmart ® und T4 DNA Ligase Reaction zum Einsatz. Fir Enzyme
von Fisher Scientific GmbH (Schwerte) wurden die herstellereigenen Puffer T4
DNA Ligase Buffer (10X) und Buffer B genutzt. Fur die peqGold pwo-Polymerase
von PEQLAB Biotechnologie GmbH (Erlangen) wurde der im Set enthaltene 10x

Reaktionspuffer-komplett eingesetzt.
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2.1.4 Antikorper

Tabelle 5 — Ubersicht zu den in den Experimenten verwendeten Antikérpern

Antikorperbezeichnung | Artikelnummer Hersteller

Anti-Luciferase L0159 Sigma-Aldrich  Chemie
GmbH, Steinheim

Goat anti-Rabbit 1gG | ab6721 Abcam plc., Cambridge

H&L (HRP) (UK)

Goat anti-Rabbit 1gG | ab216773 Abcam plc., Cambridge

H&L (IRDye® 800CW) (UK)

Anti-GAPDH  antibody | ab9484 Abcam plc., Cambridge

[mAbcam 9484] - (UK)

Loading Control

Donkey anti-Mouse 1gG | ab216774 Abcam plc., Cambridge

H&L (IRDye® 800CW) (UK)

2.1.5 Gerate

Tabelle 6 — Ubersicht zu den fiir die Experimente verwendeten Geréten

Verwendung Geratebezeichnung

Alphametrix Biotech G-Storm
PCR-Cycler Bio-Rad T100 Thermal Cycler

Bio-Rad C1000 Touch Thermal Cycler
Vakuumtrockner Eppendorf Concentrator 5301
Photometer Eppgndorf Biophotometer

(u-Kavette G1,0)

Eppendorf Centrifuge 5417C
Zentrifugen Eppendorf Centrifuge 5810R

Eppendorf Centrifuge 5415R

Sequenz Analyse

Beckman Coulter CEQ 8000

Bradford-Assay

Biotek Synergy HT

Western Blot

Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra Handcast Systems
Bio-Rad Mini-PROTEAN® Tetra Vertical
Electrophoresis Cell

Hoefer™ TE22 Mini Tank Blotting Unit

Detektion

Li-Cor Odyssey Fc

Messung Lumineszenz

Berthold Technologies MicroLumat Plus LB96V
PerkinElmer EnVision multimode plate reader
Biotek Synergy HT
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2.1.6 Primer

Die Primer wurden von der metabion international AG (Planegg) bezogen.

Tabelle 7 — Bezeichnung und Sequenz der in den Experimenten verwendeten

Primer

Bezeichnung

Sequenz von 5° nach 3¢

S058_Rvprimer3 CTAGCAAAATAGGCTGTCCC
S059 Glprimer2 CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA
S073_KPNA3Pr-Xho-R CCTCCTCGAGGGCTGCGCGCGGCTCCGG
S074_KPNA3Pr-Apa-F TATGCTTGTGTTGCCTACGG
S075_KPNA3Pr-Eco-R CTTAAAGAACCTGAGGCCCA
S077_KPNA3Pr-Sac-R GGGAGAGAAGAGCACGTTCT
S078_KPNA3Pr-2600-F AGGGTGCCACATTTGTGAAT
S079_KPNA3Pr-2100-F CCTGACCTCAGGTGATCCTC
S080_KPNA3Pr-1600-F TGCATGTTTTTGTTGGGTTG
S081_KPNA3Pr-1100-F CCCACCTGCTCCAGAAAGTA
S082_KPNA3Pr-600-F ACTGCCAGAGTGAAGGTTGC
S088_KPNA3_ -3746-F GTGGACTGCTTAGGAGGTGT
S093_KPNA3_+058-R GGCCCTTGTTCTTGAAGCTC
S096_KPNA3_+168-R ACAAGCCGACGAGAACCAG

S097_KPNA3Pr-Nhe-F2

GTGAGCTAGCCTGTTATGCTTGTGTTGCCT

S098 KPNAS3Pr- Eco-F

GTCCAGTATGACCAGAGGATCT

S159_KPNA3Pr2-Nhe-F

GTGAGCTAGCGGTGTTGCAAACTGAGGACC

S160_KPNA3Pr3-Nhe-F

GTGAGCTAGCCACTCACAAGACGAATGCCC

S782_KPNA3Pr-2400-R CAGAACTTGTGTGTTTGCCA
S785_KPNA3Pr-1300-F CCAAGGCCCTTTCGCTTTAA
S786_KPNA3Pr-1189-F CAAGCAAATGAAGCCCACCT
S787_KPNA3Pr-850-R GGAGGGCAGATCACAAGGT
S788_KPNA3PrEx1Xho-R |CCTCCTCGAGGGCGGTCGTCAACTACAGTTC
S789_KPNA3Pr-550-R ACTTGTTGAACTGGCGCTTT
S942_KPNA3Pr-2177-R CATGGTGGTGCATGCCTGTAGTCA
S943_KPNA3Pr-619-R TATCAGGAGGAAGAGGGCGGG

S944 KPNA3Pr-376-F

GCAGTAAAAGTCGCCAGGTCCGG

S946_KPNA3Pr-1245-R

ACTGAGGTCAAAAGTTGGTAGGACT

S983_KPNA3Pr-Nde-F

CAAGTAGCTGAGATTACAGGTATG

S984_KPNA3Pr-Asp-R

CCAGCCTGGCGACAGAGG
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2.1.7 DNA und Konstrukte
Als Ausgangsvektor wurde der pGL3-Basic Vektor (Artikelnummer E175A) und

als Kontrollvektor fur das Luciferase-Assay der Vektor pRL-CMV (Artikelnummer

E2261) von der Promega GmbH (Mannheim) verwendet.

Die genomische DNA stammte von einer gesunden Kontrollperson nach deren

Einwilligung.

Ein ca. 420bp grolRes DNA-Stlck fur die Klonierung wurde als gBlocks Gene
Fragment von Integrated DNA Technologies Inc. (Skokie, USA) bezogen.

Folgende Konstrukte wurden im Verlauf selbst erzeugt:
e pGL3-basic construct
e pGL3-KPNA3-clone |
e pGL3-KPNA3-abEcoG
o pGL3-KPNA3-abEcoA
e pGL3-KPNA3-noUTR-G

e pGL3-KPNA3-noUTR-A
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2.2 Methoden
2.2.1 Plasmid Extraktion

Zur Plasmidgewinnung wurden die entsprechenden Stamme in LB-Medium mit

Zusatz von Ampicillin in einer Endkonzentration von 100ug/ml angezogen.
Inkubiert wurde Uber Nacht bei 37°C auf dem Schattler bei 220rpm.

Die Extraktion der Plasmide erfolgte mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kits und
dem zugehorigen Protokoll ,Plasmid DNA Purification using the QlAprep Spin
Miniprep Kit and a Microcentrifuge nach Angaben des Herstellers QlIAgen GmbH
(Hilden) wie folgt. Zunachst wurde die Ubernachtkultur fir 10min bei ca. 450 g
abzentrifugiert und der Uberstand abgeschiittet. Die Bakterien wurden dann in
250ul Puffer P1 resuspendiert und in ein 1,5ml Reaktionsgefald gegeben. Es
erfolgte darauf die Lyse der Bakterien durch Zugabe von 250ul Puffer P2. Durch
350ul Puffer N3 wurde anschlieRend die Lysereaktion gestoppt und die
Zellbestandteile fir 10 min bei 17800 g abzentrifugiert. 800ul des Uberstandes
der die DNA enthielt wurden in die im Kit enthaltenen Spin Columns gegeben und
diese anschlieflend fur 1 min zentrifugiert, wobei die DNA in der enthaltenen
Membran verbleibt. Nach Entfernen des Durchflusses wurde 500ul Puffer PB
zugegeben und erneut fir 1 min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wieder
entfernt und 750pul Puffer PE zugegeben und fir 1 min zentrifugiert. Hierdurch
wurden zuruckgebliebene Verunreinigungen ausgewaschen. Anschlielend
wurde der Durchfluss erneut entfernt und der restliche Puffer durch Zentrifugation
entfernt. Nun wurde die Spin Column in ein frisches 1,5ml Reaktionsgefal}
gegeben und anschlieend die gebundene DNA mit 50ul Puffer EB eluiert. Nach
Zugabe des Puffers wurde fuir eine Minute das Reaktionsgefald bei
Raumtemperatur inkubiert und dann fur 1min zentrifugiert, um die DNA letztlich

in das 1,5ml Reaktionsgefall zu transferieren.

Die DNA-Konzentration der erhaltenen Plasmid-Losungen wurde am Photometer
(Eppendorf BioPhotometer) mit der Voreinstellung ,dsDNA“ bei 260nm
gemessen. Zur Bestimmung des Leerwerts kam der zur Losung der Plasmide

genutzte Puffer EB aus dem o.g. Kit zum Einsatz.
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2.2.2 Sequenzierung

Die Sequenzierung erfolgte nach der Methode nach Sanger (Sanger et al. 1977).
Die Reaktionsansatze wurden wie in Tabelle 8 aufgefuhrt gewahlt und in 0,2ml

PCR-Reaktionsgefallen mit einem Zielvolumen von 10ul angesetzt.

Tabelle 8 — Zusammensetzung der Reaktionsansétze fiir die Sequenzierungen

H20 0-5ul (gemal Zielvolumen)
DNA-Template 260-520ng

Primer (10pmol/ul) 0,5ul

DTCS Quick Start Master Mix* 4ul

*aus dem GenomelLab™ DTCS Quick Start Kit von Beckman Coulter GmbH (Sinsheim).

Die DNA wurde jeweils vor Zugabe der restlichen Lésungen bei 96°C flr 1min
vordenaturiert, anschlieliend wurden die kompletten Ansatze mit dem in Tabelle

9 aufgefuhrten PCR-Programm in den PCR-Cycler gegeben.

Tabelle 9 — PCR-Programm der Sequenzierungen

20sec 96°C
30x 20sec 50°C
4min 60°C
1X | Halten | 10°C

Das Sequenzierprodukt wurde nach dem Protokoll ,GenomelLab™ Dye
Terminator Cycle Sequencing with Quick Start Kit“ von Beckman Coulter GmbH
(Sinsheim) wie folgt aufgereinigt. Zunachst wurde in einem 1,5ml Reaktionsgefal
5ul Stop-Solution (bestehend aus 2ul 3M Na-Azetat, 2ul 100mM Na2-EDTA und
1ul 20mg/ml Glykogen) vorgelegt, die die vorangegangene PCR-Reaktion
beenden sollte. Das Sequenzierprodukt wurde anschlieRend zugegeben, das
0,2ml PCR-Reaktionsgefall nochmals mit 10ul Wasser gespult und diese 10pl
auch in das 1,5ml Reaktionsgefald gegeben, um madglichst alle bei der PCR
entstandene DNA zu Uberfihren. Um das PCR-Produkt aufzureinigen wurde
anschlielend 60pl eiskaltes 95% Ethanol zugegeben und bei 4°C und 16100 g
fir 30 min zentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstandes wurde das entstandene
Pellet nochmals zweimal mit 200pl eiskaltem 70% Ethanol gewaschen mit jeweils
anschlieBender Zentrifugation fur 15min bei 16100 g und Entfernen des
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Uberstandes. AnschlieRend wurde das Pellet fiir 10min vakuumgetrocknet, um
verbliebenes Ethanol zu entfernen, und danach in 40ul Sample Loading Solution
(enthalten im Quick Start Kit, s.o0.) resuspendiert. Die Proben wurden vor der
Analyse fur 30-60min bei 4°C gelagert, um sich vollstandig in der Sample Loading
Solution zu I6sen. Die Analyse der Proben erfolge dann im Beckman Coulter
CEQ 8000 nach Angaben des Herstellers.

2.2.3 Generierung chemisch-kompetenter Zellen

Zur Generierung chemisch-kompetenter Zellen wurden zunachst in 20ml LB-
Medium eine Ubernachtkultur von DH5alpha angezogen. Von der Kultur wurden
2ml zu 200ml vorgewarmtem LB-Medium gegeben und dieses bei 37°C auf dem
Schuttler inkubiert bis eine optische Dichte von 0,45 bei 595nm erreicht war (als
Leerwert diente LB-Medium). Dann wurde die Losung flr 5min auf Eis inkubiert
und anschlieBend in 50ml Falcon-Tubes bei 1500g und 4°C fir 5min
abzentrifugiert. Bei allen folgenden Schritten wurden die Tubes auf Eis gelagert.
Der Uberstand wurde verworfen und jeweils 10ml 4°C-kalter TFB1-Puffer
zugegeben. Nach 90min Inkubation auf Eis wurde erneut fir 5min bei 1500g und
4°C zentrifugiert, der Uberstand wiederum verworfen und jeweils 4ml eiskalter
TFB2-Puffer zugegeben. Die Losungen wurden fur 15min auf Eis inkubiert und
anschlieBend in 500ul Aliquots in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die

chemisch-kompetenten Zellen wurden bis zur Transformation bei -80°C gelagert.

2.2.4 Nested-PCR

Zur Amplifikation von gro3en DNA-Bereichen aus genomischer DNA kam eine

Nested-PCR zum Einsatz. Hierbei wurden zunachst Primer gewahlt, die einen
grolieren Bereich als den letztlich gewlinschten Zielbereich einschlossen, jedoch
sehr spezifische und starke Bindungsstellen in der DNA besalRen, um nur den
gewahlten Bereich ohne unerwilnschte Nebenprodukte zu amplifizieren. Das
hierbei entstandene Produkt wurde als Ausgangspunkt fir Klonierungs-PCRs
genutzt. Hierdurch wurde sichergestellt, dass bei nachfolgenden Klonierungs-
PCRs die Klonierungs-Primer nicht an potenziell zusatzliche Bindungsstellen in
der genomischen DNA binden kdénnen und unerwlnschte Produkte generiert

werden. Zur Nested-PCR aus genomischer DNA wurde nach dem Protokoll
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,EXpand Long Template PCR System“ mit gleichnamigem Kit der Firma Roche

Diagnostics GmbH (Mannheim) vorgegangen.

2.2.5 Klonierung
A Klonierungs-PCR

Die Generierung von Inserts fur die Klonierung erfolgte mittels PCR mit der pwo-

Polymerase und zugehorigem Reaktionspuffer von PEQLAB Biotechnologie

GmbH (Erlangen). Die PCRs wurden wie in Tabelle 10 aufgeflihrt angesetzt.

Tabelle 10 — Zusammensetzung der Ansétze der Klonierungs-PCR

H20 Bis zu Zielvolumen von
20yl
10 x Reaktionspuffer komplett (mit 20 mM MgSQOa4) |2 ul

2mM dNTPs 2 ul
Template DNA 10-25ng
Forward-Primer (10 pmol/ul) 0,6 ul
Reverse-Primer (10 pmol/pl) 0,6 pl
peqGOLD Pwo-DNA-Polymerase (1 U/pl) 0,8 ul

Die Ansatze wurden in den PCR-Cycler gegeben und die Inserts mit dem in

Tabelle 11 dargestellten PCR-Programm als Touchdown-PCR amplifiziert.

Tabelle 11 — Touchdown-PCR-Programm der Klonierungs-PCR

1x 2 min 94 °C
15s 94 °C
30s 65 °C
10 x -1°C pro
Zyklus
1 min 68 °C
15s 94 °C
25x [30s 55 °C
1 min 68 °C
1Xx 7 min 68 °C
1x Halten 10°C

Anschlieflend wurden die PCR-Produkte mit dem QIAquick PCR Purification Kit

und zugehdrigem ,Quick Start Protocol“ wie folgt aufgereinigt: Zunachst wurde
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zum PCR-Produkt Puffer PB in 5-fachem Volumen des Produktes zugegeben
und gemischt. Die Lésung wurde dann komplett in eine QIAquick Column des
Kits gegeben und fur 1min bei 17800 g zentrifugiert, wobei die DNA in der
enthaltenen Membran zurtckblieb. Der Durchfluss wurde anschliel3end
verworfen. Um unerwinschte Rickstande zu entfernen, wurde 750ul Puffer PE
zugegeben und wieder flr 1min zentrifugiert. Der Durchfluss wurde dann erneut
verworfen und zum Entfernen des restlichen Puffers nochmals fur eine Minute
zentrifugiert. Die QIAquick Column wurde anschlieBend in ein frisches 1,5ml
Reaktionsgefal gegeben. Zuletzt wurde die DNA durch Zugabe von 30ul Wasser
auf die Membran der Column eluiert, eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieBend die DNA-Losung durch Zentrifugation fur 1 min in das
Reaktionsgefal® Uberfuhrt.

B Préparativer Verdau

Praparative Verdaue erfolgten in 0,2ml PCR-Reaktionsgefallen. Es wurde jeweils
mit zwei verschiedenen Enzymen verdaut, um Klonierungsstellen zu erzeugen,
die sich voneinander unterscheiden. Insert und Vektor wurden jeweils parallel

verdaut. Die Ansatze wurden wie in Tabelle 12 aufgefuhrt gewahit:

Tabelle 12 — Zusammensetzung der Ansétze fiir den préparativen Verdau

Insertverdau Vektorverdau

26yl aufgereinigtes PCR-Produkt 1-1,5ug Vektor-DNA

3ul 10x Reaktionspuffer 3ul 10x Reaktionspuffer

0,5ul Enzym 1 0,5ul Enzym 1

0,5ul Enzym 2 0,5yl Enzym 2
Wasser bis zum Zielvolumen von
30ul

Die Ansatze wurden jeweils fur 3h bei 37°C inkubiert und anschlielend je nach

Herstellerangaben des Enzyms flr 20 min bei 65°C bzw. 80°C Hitzeinaktiviert.

Zum Einsatz kamen Reaktionspuffer NEBuffer™ 2.1 und NEBuffer™ CutSmart®
von New England Biolabs GmbH (Frankfurt) und Buffer B von Fisher Scientific

GmbH (Schwerte) je nach Herstellerangaben der gewahlten Enzyme.
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C Préparative Gele

Die praparativen Verdaue wurden auf praparativen Agarosegelen aufgetrennt.
Als Puffer wurde TAE-Puffer genutzt. Die Agarosekonzentration der Gele betrug
je nach aufzutrennenden Fragmenten zwischen 0,8% und 2%. Es wurden 50ml-

Gele mit Ethidiumbromid als Farbemittel genutzt.

Vor Laden der Gele wurde den Verdauen 6x Ladepuffer zugegeben, sodass
dieser im zu ladenden Produkt in einfacher Konzentration vorlag, also auf ein

Sechstel verdiinnt.

Nach Laden der Gele wurden diese je nach aufzutrennenden Fragmentgroen

zwischen 30-60min bei 90-110V laufen gelassen.

Die entsprechenden gewunschten Banden wurden dann am UV-Tisch unter Sicht

herausprapariert und die Gelfragmente in 2ml Reaktionsgefalle gegeben.

Die Aufreinigung der DNA aus dem Gel erfolgte mit Hilfe des QIAquick Gel
Extraction Kit und zugehorigem Quick Start Protocol wie folgt: Zunachst wurde
das Gewicht der praparierten Gelfragmente bestimmt, woraus sich auf das
Volumen der Fragmente schlieen liel® (100mg~100ul). Dann wurde Puffer QG
in dreifachem Volumen des Gels hinzugegeben und die Lésungen fir 10min bei
50°C inkubiert, um das Gel zu verflussigen und im Puffer zu |I6sen. Anschliel3end
wurde der gesamte Ansatz in QIAquick Spin Columns gegeben und fur 1min bei
17800 g zentrifugiert, wobei die DNA in der enthaltenen Membran zurlckblieb.
Der Durchfluss wurde verworfen und 750ul Puffer PE zum Waschen zugegeben,
4min bei Raumtemperatur inkubiert und flr 1min zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde dann erneut verworfen und zum Entfernen des restlichen Puffers
nochmals fur eine Minute zentrifugiert. Dann wurde das Saulchen in ein frisches
1,5ml Reaktionsgefal® gegeben. Auf die Membran des Saulchens wurde zum
Eluieren der DNA zuletzt 30ul Wasser gegeben, 4min lang bei Raumtemperatur
inkubiert und dann fur eine Minute zentrifugiert, um die DNA-LOsung in das
Reaktionsgefal® zu Uberflihren. Die Losungen wurden bis zur Ligation bei -20°C
gelagert.
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D Ligation

Zur Abschatzung der DNA-Mengen fur die Ligationen wurden je 2ul der
aufgereinigten DNA-L6sungen auf TBE-Agarosegelen aufgetragen. Es wurden
Gele mit Agarosekonzentrationen zwischen 1%-2% genutzt. Die Laufzeiten
betrugen zwischen 30-50min bei 90-120V. Zur Farbung wurde den Gelen

Ethidiumbromid zugegeben.

Die Intensitat von Inserts und Vektoren wurde verglichen und dann zur
Abschatzung flur die einzusetzenden Mengen fir die Ligation folgende Formeln

angewendet:

= _ Wvyekt
- Wyektor = Wimsert X f bzw.  Wnsere = %

Langevyektor x Intensitatipsert % Volumenyegtor 1

- wobei f = : -
f Langensert Intensitatyektor Volumenppsert Uberschuss

- Volumen entspricht dem aufgetragenen Volumen auf dem Agarosegel; als

Uberschuss wurde 3 bis 5 gewahlt.

Die Ansatze wurden dann mit den berechneten Mengen nach dem in Tabelle 13

aufgefuihrten Schema gewahilt.

Tabelle 13 — Zusammensetzung der Ansétze fiir die Ligationen

H20 Bis zu Zielvolumen von 10yl
10x T4 Ligase Puffer* 1ul

Insert (je nach Berechnung) 0,5ul-7,5pl

Vektor (je nach Berechnung) 0,5ul-7,5pl

T4 Ligase* 1ul

*von New England Biolabs GmbH (Frankfurt) oder Fisher Scientific GmbH (Schwerte)

Die Ligationsansatze wurden entweder flir 2h bei 22°C oder bei 16°C Uber Nacht
inkubiert und anschlielend bis zur Transformation bei 4°C gelagert.

E Transformation
Transformationen  erfolgten  mittels  Heat-Shock-Transformation.  Die
Ligationsprodukte wurden vor der Transformation fir 10-20min bei 65°C inkubiert

zur Hitzeinaktivierung der Ligase und anschlieRend auf Eis abgekuhilt.

Transformiert wurden DH5alpha chemisch kompetente Zellen. Zunachst wurden

diese schonend auf Eis aufgetaut.
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Dann wurden 100-150ul der kompetenten Zellen in vorgekihlte 2ml
ReaktionsgefaRe gegeben. Pro Ansatz wurden 5yl des jeweiligen
Ligationsansatzes zugegeben und vorsichtig durch Ruhren mit der Pipettenspitze
und leichtes Klopfen gegen das Reaktionsgefal® durchmischt, um die enthaltenen
Zellen moglichst zu schonen und nicht durch zu grol3e Manipulation zu zerstéren.
Die Ansatze wurden dann far 30min auf Eis inkubiert, um eine Annaherung der

Ligationsprodukte und der Zellen zu erreichen.

Anschliel3end erfolgte der Hitzeschock bei 42°C flr 45s im Wasserbad, der die
Membran der Zellen fir die erzeugten Plasmide durchgangig machen sollte.
Direkt danach wurden die Ansatze nochmals flr 2min auf Eis inkubiert, um die
Membranen wieder in ihren Ausgangszustand zu tUberfuhren. Nach Zugabe von
900yl LB- oder SOC-Medium wurden die Ansatze fur 1-2h bei 37°C auf dem
Schuttler (220rpm) inkubiert, wodurch sich die Zellen vom Hitzeschock erholen

sollten.

Dann wurden die Ansatze fir 5min bei 600g abzentrifugiert, 800ul des

Uberstandes entfernt und die Zellen im Gbrigen Medium resuspendiert.

Die kompletten Ansatze wurden dann auf LB-Agarplatten, die mit Ampicillin in
einer Konzentration von 100ug/ml versetzt waren, ausplattiert und die Platten
Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Der Ampicillinzusatz diente der Selektion, da
Zellen nur bei erfolgreicher Transformation eine Ampicillinresistenz (kodiert auf

dem transformierten Plasmid) besalden und somit wachsen konnten.

Aus den auf den Platten gewachsenen Kolonien wurden Ubernachtkulturen

angelegt und die Plasmide gewonnen (siehe unter 2.2.1 Plasmid Extraktion).

F Uberpriifen der Klonierungsprodukte
Zur Uberpriifung der Klonierungsergebnisse wurden die erhaltenen Plasmide mit
den fir die Klonierung genutzten Enzymen verdaut, um die

Restriktionsschnittstellen und die Grélie des Inserts zu Uberprifen.

Die Verdaue wurden wie folgt angesetzt:
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Tabelle 14 — Zusammensetzung der Ansétze fiir Verdaue zur Uberpriifung der
Klonierungsprodukte

500ng DNA

1ul 10x Reaktionspuffer

0,5ul Enzym 1

0,5ul Enzym 2

Wasser bis zum Zielvolumen von 10yl

Der Verdau erfolgte fur 3h bei 37°C mit anschlieender Hitzeinaktivierung bei (je
nach Enzym-Spezifikationen) 65°C-80°C fur 20min.

Anschlieltend wurden die Verdaue mit 2ul 6x Ladepuffer versehen und auf TBE-

Agarosegelen aufgetrennt und die Banden analysiert

Anschlieend wurden die Bereiche von Interesse der Plasmide, die im
Testverdau positive Resultate brachten, mittels Sanger-Sequenzierung
sequenziert, um die gewulnschte Klonierung zu bestatigen und eventuelle
ungewunschte Mutationen auszuschlieRen. Vorgegangen wurde hierbei wie

unter 2.2.2 Sequenzierung.

2.2.6 Transfektion der Konstrukte fur Western-Blot
Die Konstrukte fir die Western Blots wurden in HEK293T-Zellen transfiziert.
Hierfir wurden aus bestehenden 10ml Kulturflaschen mit HEK293T-Zellen die

Zellen auf 6-well Zellkulturplatten wie folgt ausplattiert: Zunachst wurde das

Medium aus den Kulturflaschen entfernt. Anschlieend wurden 10mi
vorgewarmter PBS-Puffer zugegeben und darauf geachtet, dass der gesamte
Zellrasen bedeckt war. Der PBS Puffer wurde wiederum entfernt und die Zellen
dann mit 1ml Trypsinldsung trypsiniert, um die Zellverbindungen zu |6sen und die
Zellen frei in Suspension bringen zu kénnen. Nach 2min Inkubationszeit bei 37°C
wurden die Zellen nach Zugabe von 9mlI DMEM-Medium im Gesamtvolumen von
10ml resuspendiert. 9ml des Mediums mit geldsten Zellen wurden entnommen
und die Zellen unter dem Mikroskop zur Abschatzung der Konzentration gezahilt.
Dann wurden pro Well einer 6-Well-Platte 3x10° Zellen ausplattiert und die
Platten anschliel3end fur 24h bei 37°C inkubiert, um ein Wachstum der Zellen zu

ermdglichen.
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Am Folgetag wurden zur Transfektion pro Well einer 6-Well-Platte 1,2ug Plasmid-
DNA mit Opti-MEM zum Zielvolumen von 100ul gemischt. Nach Zugabe von 4,54l
Attractene-Transfektionsreagenz wurden die Ansatze fur 10min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend der gesamte Ansatz in die
entsprechenden Wells mit den ausplattierten Zellen gegeben. Die Platten wurden
dann 72h bei 37°C inkubiert. Anschliel3iend wurden die Analysen mittels Western

Blot wie unter 2.2.7 aufgefuhrt durchgefuhrt.

Um Positionseffekte bei der Transfektion und Inkubation der Ansatze zu
vermeiden, wurden die Positionen der Konstrukte in den Wells der Kulturplatten

jeweils zwischen den Experimenten variiert.

2.2.7 Western Blot

Fir die Analyse der Expression der Luciferase wurden Western Blots

durchgefuhrt. Zunachst wurden die Zellen aus den Kulturen in 6-Well Platten, die
aus der unter 2.2.6 beschriebenen Transfektion stammen, gesammelt. Hierfur
wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen in 1ml kaltem DPBS (pro Well)
resuspendiert. Die gelosten Zellen wurden dann jeweils in 1,5ml
Reaktionsgefalle gegeben und diese fur 5min bei 300 G zentrifugiert. Der
Uberstand wurde anschlieRend entfernt, die entstandenen Pellets in
PBS+1%Triton-X+cOmplete-Puffer resuspendiert und die Zellen mittels

Ultraschalls lysiert.

Der Proteingehalt der Lésungen wurde mittels Bradford-Analyse unter
Zuhilfenahme des Bio-Rad Protein Assay Kits || bestimmt. Hierflr wurden je 2l
des Zellhomogenats mit 798ul H20 verdiinnt und 200ul des im Kit enthaltenen
Bradfordreagenz zugegeben. Jeweils 100pl der Losungen wurden in eine 96-
Well Platte gegeben und bei diesen die ODsgs (Absorption bei Wellenlange
595nm) bestimmt. Die Eichkurve zur Konzentrationsbestimmung wurde parallel
mit BSA (Bovines Serumalbumin, ebenfalls im Kit vorhanden) in den
Verdinnungen 1ug/ml, 2ug/ml, 5ug/ml, 10ug/ml und 15ug/ml erzeugt. Aus den
bestimmten ODsgs wurden mithilfe der Eichkurve die Proteinkonzentrationen

errechnet.
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Die Ansatze fur den Western Blot wurden wie folgt vorbereitet. Pro Ansatz
wurden 15ug Protein aus den Zellhomogenaten mit Wasser auf ein Zielvolumen
von 15ul gemischt. Zu den Losungen wurde 2,3pl 1M DTT und 5,75ul 4x LDS
gegeben.

Um die Proben aufzutrennen wurden 8%-Bis-Tris-Polyacrylamid-Trenngele mit
5%-Bis-Tris-Polyacrylamid-Sammelgelen hergestellt, das Vorgehen dazu ist in
Tabelle 15 dargestellt. Die Proben wurden darin mit MES-Laufpuffer aufgetrennt.
Als GroéRenstandard kam Precision Plus Protein™ Dual Color Standards von Bio-

Rad Laboratories GmbH (Minchen) zum Einsatz.

Tabelle 15 — Rezept fiir die Bis-Tris-Polyacrylamid-Gele

8% Trenngel 5% Sammelgel
3,5x Bis-Tris Puffer 1,42ml 0,5ml
H20 2,24ml 0,95ml
30% Acrylamid 1,34ml 0,3ml
10% APS 254l 17,5l
TEMED 7ul 3,35ul

Geblottet wurde mittels Tankblot auf eine Amersham Protran Premium 0.2 NC
Membran von GE Healthcare Europe GmbH (Freiburg) mit Transferpuffer+15%
Methanol fir 90min bei 4°C und 80V.

Die Membran wurde anschliellend mit 10ml 5% BSA-Lésung (in TBS-Puffer) far

1h bei Raumtemperatur geblockt.

Nach Waschen der Membran mit TBST-Puffer wurde der primare Antikérper
gegen die Luciferase in einer Verdinnung von 1:2000 in 5ml TBS-Puffer zur
Membran gegeben und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach Entfernen des
primaren Antikérpers und Waschen mit TBST wurde ein sekundarer Antikorper,
entweder HRP-konjugiert oder direkt fluoreszierend konjugiert, jeweils in einer
Verdinnung von 1:10 000 in 5ml TBS zugegeben und fur 1h bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlielend wurde mit TBST, bei HRP-konjugiertem sekundaren
Antikdrper zusatzlich mit Wasser und TBS, gewaschen. Bei Antikorper mit
direkter Fluoreszenz wurde die Membran nach dem Waschen direkt detektiert,
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bei HRP-konjugiertem Antikdrper wurde nach Zugabe des Peroxidase-Substrats
(ECL-Puffer) flr 2min inkubiert und anschliel3end die Membran detektiert

Als Ladekontrolle wurde Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
mit einem Primarantikorper in Verdinnung 1:1000 und sekundarem Antikorper in
Verdinnung 1:10 000 (jeweils in 5ml TBS) markiert. Es wurde dazu
folgendermalien vorgegangen. Nach Detektion der Luciferase wurde die
Membran mit TBST gewaschen und anschlielend fur 2h bei Raumtemperatur
mit dem Primarantikorper fir GAPDH inkubiert. Nach der Inkubation wurde die
Membran wieder mit TBST gewaschen, mit dem entsprechenden
Sekundarantikorper fur 1h bei Raumtemperatur inkubiert und nach erneutem
Waschen mit TBST detektiert.

2.2.8 Fast-Forward Transfektion fir Luciferase-Assay

Zellen die spater mittels Luciferase-Assay analysiert werden sollten, wurden mit
Fast-Forward Transfektion wie folgt transfiziert und auf weilRen 96-Well
Zellkulturplatten (Nunc™ F96 MicroWell™ Polystyrolplatte, weil3, #136101,
Fisher Scientific GmbH, Schwerte) ausplattiert: Die Zellen wurden zunachst
analog zu dem Vorgehen, das unter 2.2.6 ,Transfektion der Konstrukte fur
Western-Blot“ beschrieben ist, aus den Kulturflaschen in Medium resuspendiert.
Nach Zahlen der Zellen wurde eine Zellsuspension flr die entsprechende Anzahl
an Versuchsansatzen vorbereitet, deren Zellgehalt 40 000 Zellen/100ul betrug.
Hiervon wurden je 100yl in entsprechende Wells der 96-Well Platte gegeben (je

drei Wells fUr jedes Konstrukt).

Fir die Transfektion wurde fir jedes zu testende Konstrukt ein Mastermix
angesetzt. In diesem wurde je zu beladendes Well 0,2ug DNA des jeweiligen
Konstrukts mit 0,005ug pRL-CMV-DNA (fur spateren Standard) gemischt und mit
Opti-MEM auf ein Gesamtvolumen von 50ul (je Well) gebracht. Nach Zugabe von
0,75ul Attractene (je Well) wurde fir 10min bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschlieltend wurden je 50ul des Transfektionsansatzes tropfchenweise in die
entsprechenden Wells gegeben und die Platten anschliel3end fur 48h bei 37°C
inkubiert. AnschlieBend wurde die Luciferase-Aktivitat der verschiedenen
Konstrukte mittels Luciferase-Assay wie unter 2.2.9 beschrieben bestimmt.
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Um Positionseffekte bei der Transfektion und Inkubation der Ansatze zu
vermeiden, wurde, wie schon bei der Transfektion flur die Western Blots, die
Positionen der Konstrukte in den Wells der Kulturplatten jeweils zwischen den

Experimenten variiert.

2.2.9 Luciferase-Assay

Die Luciferase-Aktivitat der transfizierten Zellen wurde mit Hilfe des Dual-Glo®
Luciferase Assay Systems von Promega GmbH (Mannheim) bestimmt. Die
transfizierten Zellen stammten hierfir aus den unter 2.2.8 beschrieben Kulturen
auf 96-Well Zellkulturplatten, die mittels Fast-Forward Transfektion transfiziert
wurden. Zunachst wurde nach Anweisung des Herstellers der gesamte Dual-
Glo® Luciferase Puffer und das gesamte Dual-Glo® Luciferase Substrat des Kits
gemischt, um Dual-Glo® Luciferase Reagenz zu erhalten. Aulerdem wurde der
Dual-Glo® Stop & Glo® Puffer und das Dual-Glo® Stop & Glo® Substrat nach
Herstellerangaben (100:1) gemischt, um Dual-Glo® Stop & Glo® Reagenz zu
erhalten. Das Dual-Glo® Luciferase Reagenz wurde aliquotiert und bis zur
Verwendung bei -80°C gelagert, das Dual-Glo® Stop & Glo® Reagenz wurde flr

die Versuche jeweils frisch angesetzt.

Vor Beginn wurden die vorbereiteten Reagenzien, sowie die Kulturplatte mit den
behandelten Zellen auf Raumtemperatur gebracht und 100ul Medium aus den
Wells entfernt, um ein Zielvolumen von 50ul Medium flr das Assay zu erhalten.
Dann wurde den Wells mit den zu analysierenden Zellen jeweils 50ul Dual-Glo®
Luciferase Reagenz zugegeben (entspricht dem Volumen des Mediums im Well)
und durch Pipettieren gemischt. Nach 10min Inkubation bei Raumtemperatur auf
dem Plattenschuttler wurde die Lichtemission durch die Firefly-Luciferase im
Luminometer gemessen. Anschliefsiend wurde den Wells jeweils 50ul Dual-Glo®
Stop & Glo® Reagenz zugegeben, gemischt und nach 10min Inkubation bei
Raumtemperatur auf dem Plattenschittler die Lichtemission der Renilla-
Luciferase im Luminometer gemessen. Die Emission wurde in relativen
Lichteinheiten (RLU) gemessen. Um einen Vergleich zu ermdglichen wurden pro
Well die Werte der Firefly-Luciferase auf die Werte der Renilla-Luciferase
normalisiert, um potenzielle Unterschiede bei der Transfektionseffektivitat
auszugleichen. Die Berechnung erfolgte folgendermalien:
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RLUFiTefly_Luciferase

Firefly_Luciferase_Aktivitat,,rmaiisiert =
RLURenilla_Luciferase

Nachdem die normalisierte Firefly-Luciferase-Aktivitat fur jedes Well einzeln
berechnet wurde, wurde aus den Ergebnissen der jeweils drei Wells, die mit dem
selben Konstrukt transfiziert worden waren, der Mittelwert errechnet. Die
Mittelwerte wurden dann zum Vergleich zwischen den einzelnen Konstrukten

genutzt.

2.2.10 Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten der Quantifizierungen der Western-Blots und der
Luciferase-Assays wurden mittels des Shapiro-Wilk-Test auf Normalverteilung
Uberpruft. Zur statistischen Auswertung der Daten kam dann bei gegebener
Normalverteilung und nach Annahme unabhangiger Stichproben mit ungleichen
Varianzen der Welch-T-Test zum Einsatz. Mit diesem Test wurden die erhobenen
Daten aus Western-Blots beziehungsweise Luciferase-Assays paarweise (je von
zwei Konstrukten) verglichen. Als Signifikanzniveau wurde a=0,05 gewahlt.

Ergebnisse mit einem p-Wert von p<0,05 wurden somit als signifikant gewertet.

2.2.11 ldentifizierung von Transkriptionsfaktoren

Zur ldentifizierung von Transkriptionsfaktoren wurden Online-Datenbanken und
Online-Tools genutzt. Es wurde der UCSC Genome Browser eingesetzt
(verfugbar unter www.genome.ucsc.edu), mit dem Regionen des menschlichen
Genoms mit ihrer Sequenz und zusatzlichen Datensatzen, beispielsweise zu
kodierten Genen, Polymorphismen oder auch zu Bindungsstellen von
Transkriptionsfaktoren, dargestellt werden kénnen (Kent et al. 2002). Als
Datensatze fir die Transkriptionsfaktoren im UCSC Genome Browser kamen
Datensatze der Enzyklopadie der DNA Elemente ,ENCODE® zum Einsatz
(Encode Project Consortium 2011; Rosenbloom et al. 2013). Weiterhin wurde
das Online-Tool ,PROMO" der Algorithmics and Genetics Group der Universitat
Politécnica de Catalunya genutzt, mit dem Sequenzen spezifisch auf
Bindungsstellen von Transkriptionsfaktoren untersucht werden konnen
(Messeguer et al. 2002; Farre et al. 2003). Dieses Tool ist Uber die Webadresse

alggen.Isi.upc.es abrufbar. Mithilfe des Human Protein Atlas (erreichbar unter
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www.proteinatlas.org), mit dem unter anderem die Expression einzelner
Transkriptionsfaktoren in verschiedenen Geweben nachvollzogen werden kann
(Uhlen et al. 2015), wurde Uberpruft, in welchen Geweben die gefundenen
Transkriptionsfaktoren exprimiert werden. Um Interaktionen zwischen
Transkriptionsfaktoren zu finden, wurde die STRING-Datenbank (abrufbar Gber
www.string-db.org) genutzt. Diese bietet die Mdglichkeit spezifische Proteine auf
bekannte und vorausgesagte Protein-Protein Interaktionen zu untersuchen
(Szklarczyk et al. 2019).
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3. Ergebnisse

In dieser Arbeit sollte ein Modell erzeugt werden, mit dem die Promotorregion
des KPNA3-Gens untersucht und dessen Promotoraktivitat quantifiziert werden
kann. Hierfur sollten verschiedene Varianten der Promotorregion mit sich
unterscheidenden Polymorphismen als Konstrukte generiert werden, um
einerseits relevante Promotorbereiche zu identifizieren, andererseits die
beobachtete Assoziation des Polymorphismus auf den Erkrankungsbeginn (vgl.
1.7) der SCA3 weiter zu untersuchen. Am Ende soll das Modell eine
Quantifizierung der Promotoraktivitat erlauben, die im weiteren Verlauf auch

Testung von Wirkstoffen erlaubt um die Aktivitat zu beeinflussen.

HierfGr wurde zunachst ein Bereich von 3500bp in einen Vektor einkloniert.
Dieser enthielt den Bereich von -3085bp bis +415bp ausgehend vom
Transkriptionsstart des KPNA3-Gens. Hierbei entsprachen die ersten 415bp des
Gens, die mitenthalten waren, der untranslatierten Region des Exon 1 des
KPNA3-Gens. Das Exon 1 erstreckt sich Uber die ersten 484bp am 5° Ende des
KPNA3-Gens und war somit nicht vollstandig im Konstrukt vorzufinden, sondern
nur dessen untranslatierter Bereich. Das Gen selbst besteht aus 17 Exons und
16 Introns. Am 5° und 3' Ende befinden sich jeweils nicht translatierte Bereiche
(UTRs), wobei der 5° UTR wie bereits erwahnt einen Grolteil des Exon 1
ausmacht (vgl. Daten des UCSC Genome Browsers (Kent et al. 2002)). Der
Aufbau des Gens im Bereich des 5 UTR ist in Abbildung 2 schematisch
dargestellt. Der 5° untranslatierte Bereich wurde miteinkloniert, da es durchaus
denkbar war, dass dieser, wenn er keine Funktion im spater translatierten
Genprodukt besitzt, eventuell Einfluss auf die Expression und Promotoraktivitat
besitzt.

Ausgehend vom Ausgangskonstrukt wurden Konstrukte, die einen kleineren
Bereich abbildeten, erzeugt. Diese sollten Aufschluss geben, ob Gberhaupt ein
so grof3er Promotorbereich relevant ist. Diese enthielten 2394bp und umfassten
den Bereich von -1981bp bis +415bp ausgehend vom Beginn des KPNA3-Gens,
wiederum inklusive des untranslatierten Bereichs des Exon 1. In diesen
Konstrukten sollten wiederum beide Versionen des Polymorphismus
rs11618521, der in Assoziation zum Erkrankungsalter der SCA3 auffiel (Dieterle
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2019), abgebildet werden. Dieser befindet sich an Position -1094bp ausgehend
vom Transkriptionsstart des KPNA3-Gens. Zuletzt wurde aus diesen Konstrukten
noch Konstrukte erzeugt, die den 5" UTR des KPNA3-Gens nicht enthielten, um
dessen Rolle bei der Expression zu klaren. Diese beinhalteten folglich 1981bp
des Promotorbereichs und umfassten den Bereich von -1981bp bis zum
Transkriptionsstart des KPNA3-Gens, ohne Anteile des 5 UTR.

KPNA3-Gen
|

I
, Exon 1 Intron 1 Exon 2
s | | |
9G | I I
g O 5'UTR
ol |
fusg = B
a oy emm— e

5.:::: ‘,J}li 3'
A A )
Transkriptionsstart Translationsstart

Abbildung 2 — Schema des KPNA3-Gens am 5° Ende — Dargestellt ist schematisch das 5° Ende des KPNA3-
Gens. Das erste Exon besitzt 5° einen Bereich, der nicht translatiert wird (5 UTR). Dieser ist 415bp lang.
Der restliche Abschnitt von 69bp Lénge des Exon 1, der 3* davon liegt, wird translatiert. Vor dem Exon 1 (5°)
liegt der Promotorbereich, 3‘ schlieRen sich dann Introns und Exons im Wechsel und in verschiedener Lénge
an das erste Exon an (exemplarisch bis Exon 2 dargestellt). Insgesamt besteht das KPNA3-Gen aus 17
Exons und 16 Introns. In den erzeugten Konstrukten sind Varianten des Promotorbereichs, sowie teilweise
der 5 UTR mit seinen 415 Basenpaaren (also nicht das komplette Exon 1) enthalten, um deren Relevanz
fiir die Expression des nachgeschalteten Gens zu untersuchen. Das Schema beruht auf Daten des UCSC
Genome Browsers (Kent et al. 2002).

Im nachsten Schritt wurde die Expression der verschiedenen Konstrukte
untersucht und quantifiziert, um den Einfluss von GroRe des gewahlten
Promotorbereichs, der Variante des Polymorphismus und des untranslatierten

Bereichs am 5‘-Ende des KPNA3-Gens zu untersuchen.

Zuletzt wurden mit Hilfe von Literaturdaten beziehungsweise Datenbanken
Transkriptionsfaktoren identifiziert, die in den fur die Konstrukte gewahlten
Promotorbereichen binden, um eine Erklarung fur die Unterschiede, die die

Konstrukte in der Expression zeigten, zu bieten.

Das einzelne Vorgehen ist in den folgenden Abschnitten dargestellt.
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3.1 Generierung eines Konstrukts zur Untersuchung des KPNA3-Promotors
Zunachst wurden 3500bp der KPNA3-Promotorregion (Position -3085 bis +415,
inkl. des 5° UTR des Exon 1) in den pGL3-basic Vektor von Promega GmbH

(Mannheim) einkloniert. Dieser enthielt ein Gen, das fur eine Firefly-Luciferase

kodierte und zur spateren Expressionsanalyse diente. Die Promotorregion wurde
hierbei vor dieses Gen geschaltet, wodurch die Expression des Luciferase-Gens

durch den Promotor reguliert werden sollte.

Hierflir wurde zuerst der KPNA3-Promotorbereich aus genomischer DNA einer
gesunden Kontrollperson mittels Nested-PCR vervielfaltigt, um anschlieRend die
Promotorregion in zwei Abschnitten in den pGL3-basic Vektor einzufiigen. Als
Primerpaar fur den ersten PCR-Schritt wurden S088 KPNA3 -3746-F und
S093 KPNA3_ +058-R genutzt. Die PCR-Reaktion wurde hierbei wie unter 2.2.4
beschrieben mit dem Kit ,Expand Long Template PCR System* der Firma Roche
Diagnostics GmbH (Mannheim) nach dem vom Hersteller empfohlenen

Vorgehen durchgefuhrt.

Das entstandene Produkt enthielt den gewunschten Promotorbereich mit 3500bp
und an 5 und 3‘'-Ende jeweils einige Basenpaare als Uberschuss und somit eine
Gesamtgrolde von ca. 4000bp. Im KPNA3-Promotor ist eine EcoRI-Schnittstelle
an Position -1720bp enthalten. Diese wurde im Weiteren genutzt, um den
Promotor in zwei Schritten und mit dadurch kleineren Inserts (im Folgenden
Abschnitt A und Abschnitt B genannt) in den Vektor einzufigen. In Abbildung 3
ist das gesamte Vorgehen zur Erstellung der beiden Inserts schematisch

dargestellt.
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genomische DNA als Ausgangsprodukt

Nested-PCR 1. Schritt mit Primerpaar
S088_KPNA3_-3746-F
S093_KPNA3_+058-R

Y

X0s o
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(a) (b)

Nested-PCR 2. Schritt mit Nested-PCR 2. Schritt mit
Primerpaar Primerpaar
S097_KPNA3Pr-Nhe-F2 S159_KPNA3Pr2-Nhe-F
S075_KPNA3Pr-Eco-R S073_KPNA3Pr-Xho-R
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Abbildung 3 — Nested-PCR mit einer doppelten Amplifikation — 1) Im 1. Schritt wurde aus genomischer DNA
zunéchst ein gréBerer Bereich, der den gewiinschten 3500bp Promotorbereich des KPNA3-Promotors
(Position -3085bp bis +415bp) enthielt, mittels PCR amplifiziert. An 5 und 3-Ende war jeweils ein
Basentiberhang (rot markiert) vorhanden, sodass das Produkt eine Gesamtgréf3e von ca. 4000bp aufwies.
Das Produkt enthélt eine Schnittstelle fiir das Restriktionsenzym EcoRI an Position -1720bp, welches im
Folgenden als Grenze der beiden zur Klonierung genutzten Abschnitte dient. Als Primerpaar kamen
S088_KPNA3_-3746-F und S093_KPNA3_+058-R zum Einsatz. — 2) Mit dem Produkt aus dem 1. Schritt
als Ausgangs-DNA wurden dann im 2. Schritt die Abschnitte A und B getrennt voneinander amplifiziert,
wobei die EcoRI-Schnittstelle als Abgrenzung zwischen den Abschnitten diente. (a) Um Abschnitt A mittels
PCR zu amplifizieren wurden die Primer S097_KPNA3Pr-Nhe-F2 und S075_KPNA3Pr-Eco-R genutzt.
Hierbei wurde durch Primer S097_KPNA3Pr-Nhe-F2 direkt vor (5-Ende) Abschnitt A eine Schnittstelle fiir
das Enzym Nhel fiir die spatere Klonierung eingefiigt. Im PCR-Produkt ist aulRerdem die EcoRI-Schnittstelle
enthalten. (b) Fiir die Amplifikation des Abschnitt B kamen die Primer S159_KPNA3Pr2-Nhe-F und
S073_KPNA3Pr-Xho-R zum Einsatz. S159_KPNAS3Pr2-Nhe-F fligte hierbei vor (5°) der EcoRI-Schnittstelle
(also noch in einem zum Abschnitt A zugehérigen Bereich) noch eine Schnittstelle fiir Nhel, da diese fiir die
Einklonierung in die Multiple Cloning Site des Vektors nétig war. S073_KPNA3Pr-Xho-R fligte am Ende (3’)
des Produkts eine Xhol-Schnittstelle ein, ebenfalls um die Einklonierung in den Vektor zu erméglichen. Die
Bestanditeile der jeweiligen PCR-Produkte unter A und B, die jeweils bei der Klonierung nicht mit einkloniert
wurden, sind durch Durchstreichen markiert.
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3.1.1 Klonierung des Abschnitts B
Aus dem Produkt der Nested-PCR wurde zunachst der Abschnitt B, also der

Bereich von der EcoRI-Schnittstelle an Position -1720bp bis zum Ende des 5
UTR des KPNA3-Gens an Position +415bp, mittels PCR amplifiziert und
einkloniert. Hierzu wurden Primer genutzt die vor (5-Ende) der Schnittstelle von
EcoRIl banden und dort im PCR-Produkt eine Nhel-Schnittstelle einfugten,
beziehungsweise hinter (3'-Ende) dem Ende der Promotorregion banden und
dort eine Xhol-Schnittstelle einfugten. Diese beiden Enzyme hatten Schnittstellen
in der Multiple-Cloning-Site des pGL3-basic Vektors und konnten somit als
Klonierungsenzyme genutzt werden. Das schematische Vorgehen ist in
Abbildung 5 dargestellt. Die Primer, die fur die PCR genutzt wurden, waren
S159 _KPNA3Pr2-Nhe-F, der die Nhel-Schnittstelle am 5Ende einfugte und
S073_KPNA3Pr-Xho-R, der die Xhol-Schnittstelle am 3’Ende des 5 UTR
einfigte. Die Klonierung erfolgte nach dem unter 2.2.5 A beschriebenen
Vorgehen zur Klonierungs-PCR. Das PCR-Produkt wurde anschliel3end mit den
Restriktionsenzymen Nhel und Xhol wie unter 2.2.5 B-D beschrieben in den

Vektor eingefiigt.

Im Endprodukt ist der Abschnitt B im Vektor enthalten, sowie ein kleiner Bereich
des Abschnitts A, bis zur EcoRI-Schnittstelle. Das Klonierungsprodukt wurde zur
Amplifikation in DH5a chemisch kompetente Zellen transformiert wie unter 2.2.5

E beschrieben.

Das Produkt der Klonierung enthielt den Abschnitt B (von Position -1720bp bis
+415bp) und einige Basenpaare des Abschnitts A 5° der EcoRI-Schnittstelle. Die
erfolgreiche Klonierung wurde mittels Testverdaus mit den Klonierungsenzymen
Nhel und Xhol Uberprift. Hierbei sollte die entstandene Bande die Grolke des
einklonierten Insert besitzen. Aulerdem wurde parallel mit Nhel und EcoRI
verdaut, um das Vorhandensein der EcoRI-Schnittstelle zu verifizieren.
Vorgegangen wurde jeweils wie unter 2.2.5 F aufgeflhrt. In beiden Ansatzen
konnte das erwartete Produkt mit der entsprechenden Grolie dargestellt werden.
Wie in Abbildung 4 zu sehen, kamen die Banden wie erwartet zwischen 3000bp
und 2000bp (Nhel und Xhol als Enzyme) beziehungsweise zwischen 300bp und
200bp (Nhel und EcoRI als Enzyme) zu liegen. Die Einklonierung des Inserts
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schien somit zunachst erfolgreich. In der Sequenzierung des Produkts zeigte sich
jedoch, dass am 3’'Ende des Abschnitts B ein Bereich von ca. 200bp der
Promotorregion fehlten. Der fehlende Bereich erstreckte sich somit von Position
+190bp bis +397bp, entsprach also einem Bereich am 3 Ende des 5° UTR, wobei
ein Bereich von Position +398bp bis +415bp noch enthalten war. Die
Sequenzierung erfolgte hierbei nach dem unter 2.2.2 beschriebenen Vorgehen.
Das entstandene Konstrukt enthielt somit den Promotorbereich von -1981bp bis
+415bp ausgehend vom Transkriptionsstart des KPNA3-Gens, wobei der
Bereich von +190bp bis +397bp nicht enthalten war.

Nhel + Xhol
Nhel + EcoRI

0
=
—i
.
()
X
| .
©
=

3000bp Bande bei ca. 2100bp
300bp
Bande bei ca. 240bp
200bp

Abbildung 4 — Testverdau des Konstrukts nach Einklonierung des Abschnitts B — Das Klonierungsprodukt,
bei dem der Abschnitt B einkloniert wurde, wurde mit den Restriktionsenzymen Nhel und Xhol
beziehungsweise Nhel und EcoRI verdaut und auf einem Agarosegel aufgetrennt. Die ausgeschnittenen
Bereiche kamen dabei wie erwartet zwischen 3000bp und 2000bp (erwartete Lénge ca. 2100bp)
beziehungsweise zwischen 300bp und 200bp (erwartete Ldnge von ca. 240bp) zu liegen. Die erfolgreiche
Klonierung des Abschnitts B in den Vektor zeigte sich somit zunéchst im Testverdau bestétigt. In der
nachfolgend durchgefiihrten Sequenzierung zeigte sich jedoch, dass ein ca. 200bp langer Bereich von
Position +190bp bis +397bp fehlte, also ein Bereich der sich am 3° Ende des 5° UTR befindet (hier nicht
dargestellt).
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Abbildung 5 — Vorgehen zur Einklonierung des Abschnitt B— Das PCR-Produkt aus der Nested-PCR wurde
mit den Primern S159_KPNA3Pr2-Nhe-F und S073_KPNA3Pr-Xho-R, die den Abschnitt B umfassen und
zusétzlich Schnittstellen fiir Xhol und Nhel einfligen, amplifiziert (Bindungsstellen mit Pfeilen dargestellt)
und anschlieend mit den Enzymen Xhol und Nhel verdaut. Der Vektor enthélt in der Multiple-Cloning-Site
(MCS) Schnittstellen fiir Xhol und EcoRI und wurde parallel zum Insert auch mit eben diesen Enzymen
verdaut. Das entstandene Insert wurde anschlieBend in den verdauten Vektor einkloniert. Im Endprodukt

war nun der Abschnitt B (hellblau), sowie ein kleiner Bereich des Abschnitts A (griin) bis zur EcoRI-
Schnittstelle enthalten.
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3.1.2 Klonierung des Abschnitts A

Vor Korrektur des Bereichs am 3° Ende des unter 3.1.1. erzeugten Konstrukts,

dem ein Abschnitt des Promotorbereich von Position +190bp bis +397bp fehlte,
wurde zunachst der Abschnitt A in dieses Konstrukt einkloniert. Hierfur wurde der
Abschnitt A des Produkts der Nested-PCR mit Primern amplifiziert, die vor (5°)
Beginn des Abschnitts binden und dort eine Nhel-Schnittstelle einflgen,
beziehungsweise hinter (3°) der EcoRI-Schnittstelle binden. Das Vorgehen ist in
Abbildung 7 schematisch dargestellt. Als Primer kamen hierzu S097_KPNA3PTr-
Nhe-F2, der vor der Position -3085bp, also vor Beginn des Abschnitt A, eine
Nhel-Schnittstelle einfligte, und S075_KPNA3Pr-Eco-R, der nach (3‘) der EcoRI-
Schnittstelle band, zum Einsatz. Die PCR-Amplifikation wurde nach dem
Protokoll zur Klonierungs-PCR (siehe 2.2.5 A) durchgefuhrt. Das PCR-Produkt
enthielt die eingefligte Nhel-Schnittstelle und die EcoRI-Schnittstelle des
Promotorbereichs, beides Schnittstellen, die bereits im in 3.1.1 erstellten
Konstrukt enthalten waren. Somit konnten die Restriktionsenzyme EcoRI und
Nhel zur Einklonierung des in der PCR entstandenen Inserts genutzt werden. Der
enthaltene Teilbereich des Abschnitts A im Konstrukt aus 3.1.1 wurde hierbei
ausgeschnitten und durch den in der Klonierungs-PCR gewonnenen kompletten
Abschnitt A als Insert ersetzt. Das Klonierungsprodukt wurde in DH5a chemisch
kompetente Zellen transformiert zur Amplifikation. Die Teilschritte zur Klonierung

erfolgten hierbei nach dem unter 2.2.5 B-D dargestellten Vorgehen.

Durch Testverdau nach dem unter 2.2.5 F aufgefuhrten Vorgehen mit den
Klonierungsenzymen Nhel und EcoRl wurde die erfolgreiche Klonierung
Uberprift. Es zeigte sich, dass der bisher durch diese Enzyme ausgeschnittene
Bereich von 240bp im Ausgangskonstrukt (vergleiche Abbildung 4) durch ein
Fragment mit einer Grofde von ca. 1400bp ersetzt wurde (siehe Abbildung 6). Die
Einklonierung des Abschnitts A war somit erfolgreich. Die Bereiche um die
Ubergangspunkte der beiden Abschnitte zueinander und zum Vektor wurden
mittels Sequenzierung untersucht und zeigten bis auf das aus 3.1.1 bereits
bekannte fehlende Fragment von ca. 200bp am 3‘-Ende des Abschnitts B die
erwartete Sequenz. Die Sequenzierung erfolgte hierbei nach dem unter 2.2.2

beschriebenen Vorgehen. Das Konstrukt wurde pGL3-basic construct benannt.
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Es enthielt den Promotorbereich von Position -3085bp bis +415bp. Es fehlte aber
darin ein ca. 200bp langer Abschnitt im Bereich des 3‘ Endes, der Position
+190bp bis +397bp entspricht und somit einen Bereich im 5° UTR des KPNA3-
Gens darstellt.
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Abbildung 6 —Testverdau nach Klonierung des Abschnitts A in das Konstrukt aus 3.1.1 — Die erfolgreiche
Klonierung des Abschnitts A in das in 3.1.1 entstandene Konstrukt wurde mittels Testverdau mit den
Klonierungsenzymen Nhel und EcoRI (berpriift. Es entstand eine Bande, die etwa bei 1500bp zu liegen
kam, was mit der erwarteten Grél3e von ca. 1400bp des Abschnitts A, der bei diesem Verdau ausgeschnitten
wurde, vereinbar ist. Die erfolgreiche Einklonierung des Insert konnte hiermit bestétigt werden, da die bisher
durch Verdau mit Nhel und EcoRI entstandene Bande von 240bp (siehe Abbildung 4) durch die gré3ere
Bande von ca. 1400bp ersetzt wurde.
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Abbildung 7 — Vorgehen zur Einklonierung des Abschnitt A — Das PCR-Produkt aus der Nested-PCR wurde
mit Primern, die den Abschnitt A umfassen und zusétzlich vor (5°) den Abschnitt A eine Schnittstell fiir Nhel
einfligen, amplifiziert (Bindungsstellen mit Pfeilen dargestellf) und anschlieend mit den Enzymen EcoRI
und Nhel verdaut. Parallel wurde der Vektor, der bereits Abschnitt B enthélt, mit denselben Enzymen verdaut
und anschlieBend das Insert einkloniert, das hierbei das zuvor enthaltenen Fragment des Abschnitts A
ersetzte. Im Endprodukt sind somit nun Abschnitt A und B enthalten. Es wird mit pGL3-basic construct

bezeichnet.
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3.1.3 Fertigstellung des Konstrukts
Um den fehlenden Bereich am 3‘-Ende (Position +190bp bis +397bp) des

Abschnitts B zu erhalten, wurde der Bereich des Abschnitts direkt aus

genomischer DNA durch PCR amplifiziert, ohne vorhergehende Nested-PCR.
Mittels Primer wurde (analog zu 3.1.1) am Ende des Abschnitts B eine Xhol-
Schnittstelle eingefligt. Die verwendeten Primer waren S160_KPNA3Pr3-Nhe-F,
der 5° der im Promotor enthaltenen EcoRI-Schnittstelle band, und
S073_KPNA3Pr-Xho-R, der eine Xhol-Schnittstelle hinter (3‘) Position +415bp
einfigte. Die PCR wurde hierbei nach dem unter 2.2.5 A aufgefihrten Schema
angesetzt. Durch das gewahlte Primerpaar konnten zur Klonierung im weiteren

Verlauf die Restriktionsenzyme EcoRI und Xhol genutzt werden.

Um zu verifizieren, dass das PCR-Produkt den bisher fehlenden Bereich des
Abschnitts B enthielt, wurde ein Testverdau des PCR-Produkts durchgefuhrt. Im
bisher fehlenden Bereich war eine Schnittstelle des Restriktionsenzyms Sacll an
Position +192bp enthalten, weshalb sich dieses Enzym zum Test auf erfolgreiche
Einklonierung des nun kompletten Abschnitts B eignete, da das Enzym nur bei
Vorhandensein des bisher fehlenden Bereichs schneiden konnte. Im Testverdau
des PCR-Produkts zeigte sich, dass das PCR-Produkt geschnitten wurde und
Fragmente der erwarteten Grolde entstanden. Im PCR-Produkt war somit der

bisher fehlende Bereich des Abschnitts B enthalten.

Die Einklonierung des nun kompletten Abschnitts B aus der PCR erfolgte nach
dem in 2.2.5 B-E dargestellten Vorgehen mit den Enzymen EcoRI und Xhol. Das
Klonierungsprodukt wurde zur Amplifikation wie unter 2.25 E beschrieben in
DH5a chemisch kompetente Zellen transformiert. Ein Testverdau wurde nach
2.25 F zur Uberprifung der erfolgreichen Klonierung durchgefiihrt. Als
Restriktionsenzyme kamen EcoRI| und Xhol zum Einsatz. Es wurden hierbei
sechs der Klone, die nach Transformation Wachstum auf den Agarplatten
zeigten, mit dem in 3.1.2 generierten pGL3-basic construct verglichen. Wie in
Abbildung 8 zu sehen, konnte bei allen getesteten Klonen das im Vergleich zum

Konstrukt pGL3-basic construct langere Insert nachgewiesen werden.
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Von den im Testverdau getesteten Klonen wurde das Konstrukt eines der Klone
im Verlauf in beide Leserichtungen durchsequenziert, um die Sequenz insgesamt
zu verifizieren. Die hierbei bestatigte Sequenz kann im Anhang eingesehen
werden. Mit diesem Klon und dem darin enthaltenen Konstrukt wurde im Verlauf

weitergearbeitet, das Konstrukt wurde mit pGL3-KPNA3-clone | bezeichnet.

Im Konstrukt pGL3-KPNAS3-clone | waren der Promotorbereich des KPNA3-Gens
von Position -3085bp bis +415bp inklusive des nicht-translatierten Bereichs des
Exon 1 des KPNA3-Gens (im weiteren Verlauf auch als 5° untranslatierte Bereich
oder 5 'UTR bezeichnet), sowie der Polymorphismus rs11618521 an Position -
1094bp in der Variante mit Guanin enthalten. Im hier generierten Konstrukt
sollten die noétigen Bindestellen flr relevante Transkriptionsfaktoren auf
genetischer Ebene enthalten sein, da ein grol3er Bereich der Promotorregion,
3500bp inklusive des 5° UTR im Exon 1 des KPNA3-Gens, abgebildet ist.
Epigenetische Modifikationen, wie beispielsweise Methylierungen, und 3D-
Struktur der DNA (das Konstrukt ist ein Plasmid) waren in diesem Modell jedoch
nicht abgebildet.

pGL3-basic construct

Marker A
- getestete Klone

2027bp

Abbildung 8 — Testverdau fiir Lédnge des Abschnitt B im neuen Konstrukt — Die Konstrukte der Klone, die
nun den neuen Abschnitt B enthalten, wurden mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Xhol verdaut. Parallel
dazu wurde als Kontrolle auch das Konstrukt pGL3-basic construct mit diesen Enzymen verdaut. Die neuen

Konstrukte enthalten alle das ldngere Insert (ca. 2100bp) im Vergleich zum bisherigen Konstrukt pGL3-basic
construct.
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3.2 Zusatzliche Konstrukte mit Varianten des Promotors
Das entstandene Ausgangskonstrukt pGL3-KPNA3-clone | enthalt ca. 3500bp

der Promotorregion 5° des KPNA3-Gens (inklusive des 5° nicht translatierten

Bereichs des KPNA3-Gens in dessen Exon 1). Aus diesem wurden im Anschluss
kirzere Konstrukte erzeugt, die etwa 2400bp 5° des KPNA3-Gens enthalten, um
das Konstrukt zu verkleinern und spater zu klaren, ob Uberhaupt die Gréfie von
3500bp der Promotorregion zur Expression notwendig ist. In diesem Konstrukt
ist der Polymorphismus (Single Nucleotide Polymorphism, SNP) rs11618521 an
Position -1094bp enthalten, bei dem beide Versionen in der Bevolkerung haufig
vorkommen (in Europa ca. 60% Guanin vs. 40% Adenin) (Sherry et al. 2001). Im
Ausgangskonstrukt ist er in der Version mit Guanin enthalten (vgl. Abbildung 9).
Dieser zeigte, wie bereits erwahnt, in Analysen in unserer Arbeitsgruppe einen
signifikanten Zusammenhang mit dem Erkrankungsalter der SCA3 (Dieterle
2019). Es besteht deshalb der Verdacht, dass der SNP Auswirkungen auf die
Promotoraktivitat hat. Aus den genannten Grinden wurde deshalb jeweils ein
Konstrukt mit der jeweiligen Variante des SNPs erzeugt. Aus diesen beiden
Konstrukten wurde anschlieBend jeweils ein Konstrukt, welches den 5°
untranslatierten Bereich des KPNA3-Gens nicht enthalt, erzeugt, um zu
untersuchen, ob dieser Einfluss auf die Expression des Gens hat, nachdem er im
translatierten Genprodukt aufgrund der fehlenden Translation keine Funktion
innehat. Eine Ubersicht zum Aufbau der Konstrukte ist in Abbildung 10

dargestellt.

CTTTTTGTTTTTGTTGTTGTTGTTTTTGTTGTTT TGTTTGA

Abbildung 9 — SNP rs11618521 im Ausgangskonstrukt — Sequenzierungsergebnis vom Konstrukt pGL3-
KPNA3-clonel im Bereich, in dem der SNP rs11618521 enthalten ist. Gelb markiert ist der SNP rs11618521
an Position -1094bp. Im Ausgangskonstrukt ist die Version mit Guanin enthalten.
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pGL3-KPNA3-clone I B
f Lange: 3500bp |

Luciferase
Position: -3085bp -1981bp Transkriptionsstart +415bp
SNP rs9535343 SNP rs12868235 < AIGen
(-2947bp) (-2693bp)

——— Lange: 2396bp ——
pGL3-KPNA3-abEcoG _— Luciferase

f f

Position: -1981bp +415bp
pGL3-KPNA3-abEcoA SNP=A -— Luciferase

éTra nskriptionsstart
-~ KPNA3-Gen

B :
—L&nge: 1981bp —
pGL3-KPNA3-noUTR-G _ Luciferase
e éTranskriptionsstart
Position: 19{11bp KPNA3-Gen
pGL3-KPNA3-noUTR-A SNP=A Luciferase
C LSNP rs11618521 an Position -1094bp

Abbildung 10 — Ubersicht der generierten Konstrukte — A) Das Konstrukt pGL3-KPNA3-clonel enthielt
3500bp des Promotorbereichs des KPNA3-Gens inklusive des 5° nicht-translatierten Bereichs im Exon 1 (5°
UTR). Es umfasste den Bereich von -3085bp bis +415bp ausgehend vom Transkriptionsstart. Die beiden
SNPs rs9535343 und rs12868235 sind nur in diesem Konstrukt enthalten und liegen in der Version mit
Cytosin vor. Der SNP rs11618521 liegt in der Version mit Guanin vor. — B) Die 5-klirzeren Konstrukte
enthielten 2394bp des Promotorbereichs, beginnend bei Position -1981 und endend an Position +415bp und
somit beinhalteten sie auch den 5° UTR. Es lag jeweils eine Version des SNPs rs11618521 mit Guanin
(pGL3-KPNA3-abEcoG) und eine mit Adenin (pGL3-KPNA3-abEcoA) vor. — C) Die Konstrukte ohne den 5°
untranslatierten Bereich des KPNA3-Gens beinhalteten 1981bp des Promotorbereichs, beginnend an
Position -1981bp und endend am Transkriptionsstart des KPNA3-Gens. Es lag auch jeweils eine Version
des SNPs rs11618521 mit Guanin (pGL3-KPNA3-noUTR-G) und eine mit Adenin (pGL3-KPNA3-noUTR-A)
vor. Es ist jeweils die Gesamtlédnge der Konstrukte, relevante Positionen in Bezug auf den Transkriptionsstart
des KPNA3-Gens und die ungefdhre Position des SNP rs11618521 (entspricht Position -1094bp) durch eine

rote Markierung dargestellt.
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3.2.1 5-Kirzeres Konstrukt

Zunachst wurde ein 5-klrzeres Konstrukt aus dem bereits vorhandenen pGL3-
KPNAS3-clone | generiert, da der im Ausgangskonstrukt enthaltenen Bereich mit
3500bp recht gro® gewahlt wurde und mit den 5'-kirzeren Konstrukten
untersucht werden konnte, welche Promotor-Regionen relevant sind. Hierfur
wurde eine Klonierungs-PCR mit dem Ausgangskonstrukt als Template mit den
Primern S159 KPNA3Pr2-Nhe-F und S075_KPNAS3Pr-Eco-R angesetzt. Das
Produkt entsprach einer Lange von 264bp und umfasste den Bereich von der
EcoRI-Schnittstelle ca. 250 Basen Richtung 5-Ende, wobei dort eine Nhel
Schnittstelle am PCR-Produkt eingefluigt wurde. PCR-Produkt und Vektor wurden
mit EcoRI und Nhel verdaut und das PCR-Produkt anstatt des ca.1100bp langen
Stlcks aus dem pGL3-KPNA3-clone | einkloniert (vgl. Abbildung 12). Es entstand
ein ca. 7200bp langes Konstrukt, das 5 ca. 1000bp klrzer war als das
Ausgangskonstrukt, und somit ca. 2500bp der Promotorregion enthielt, inklusive
des im Exon 1 des KPNA3-Gens enthaltenen 5° UTR. Der enthaltene Bereich
erstreckte sich von Position -1981bp bis Position +415bp

Marker pucl9
L getestete Klone

Kontrolle
Marker A

—2027bp

—546bp

Abbildung 11 — Testverdau der angezogenen Klone der Klonierung fiir 5"-kiirzeres Konstrukt mit EcoRI und
Nhel — In allen hier getesteten Klonen war das kiirzere Insert mit ca. 250bp enthalten, das im Bereich der
Markerbande von 331bp zu liegen kommt. Als Kontrolle diente das Ausgangskonstrukt pGL3-KPNA3-clonel,
das sich im Testverdau mit einem ldngeren Insert mit ca.1100bp darstellt, das unterhalb der Markerbande
von 2027bp zu liegen kommt. Fiir den Testverdau kamen die Klonierungsenzyme EcoRI und Nhel zum

Einsatz.
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Nhel EcoRI

Klonierungs-PCR Verdau
Insert

Nhel

Resistenz

Luciferase

Ausgangskonstrukt

Nhel EgcoRI

Ligation

KPNA3-_»

Promotor
Amp-

Resistenz 5'UTR

Luciferase

Ligationsprodukt mit kiirzerem Insert

Abbildung 12 — Vorgehen bei der Klonierung fiir 5'-kiirzeres Konstrukt — Als Primer fiir die Klonierungs-PCR
des Inserts kamen S159 KPNAS3Pr2-Nhe-F und S075 KPNA3Pr-Eco-R zum Einsatz. Das
Ausgangskonstrukt pGL3-KPNA3-und das in der Klonierungs-PCR gewonnene Fragment wurden jeweils
mit den Restriktionsenzymen Nhel und EcoRI verdaut. Das ca. 1100bp Fragment des Ausgangskonstrukts
wurde durch das ca. 250bp Fragment aus der Klonierungs-PCR ersetzt. Das Ligationsprodukt pGL3-
KPNAS3-abEcoG ist somit am 5-Ende des Promotors verklirzt.
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3. Ergebnisse

Das Klonierungsprodukt wurde zur Amplifikation in DH5a chemisch kompetente
Zellen transformiert. Die erfolgreiche Klonierung wurde durch einen Testverdau
des Konstrukts mit den Klonierungsenzymen EcoRI und Nhel (Abbildung 11) und
mit Sequenzierung mit dem Primer S058_RVprimer3 (Abbildung 13) bestatigt. Im
Vergleich mit dem Ausgangskonstrukt war das kurzere Insert enthalten. Der SNP
rs11618521 entspricht dem Ausgangskonstrukt (Guanin), da dieser Bereich nicht
verandert wurde. Das Konstrukt wurde pGL3-KPNA3-abEcoG bezeichnet,
aufgrund der Nahe der Eco-R1 Schnittstelle zum Anfang des Konstrukts und der

SNP-Variante mit Guanin.

T ACGCGT GCTAGCCT GT TAT G6CTTG T GT T G

I I .

I\ |
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\ |
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Abbildung 13 — Sequenzierungsergebnisse des Konstrukts pGL3-KPNA3-Clone | und des 5'- kiirzeren
Konstrukts — In Gelb ist jeweils die Nhel-Schnittstelle markiert. Oben ist die Sequenz des Konstrukts pGL3-
KPNA3-clone I dargestellt. In Grau ist der Bereich nach der Nhel-Schnittstelle markiert. Das Konstrukt pGL3-
KPNA3-clone | enthélt nach der Nhel-Schnittstelle den Promotorbereich beginnend an Position -3085bp.
Unten ist zum Vergleich die Sequenz des 5-Kiirzeren Konstrukts pGL3-KPNA3-abEcoG zu sehen. In Tiirkis
ist der Bereich nach der Nhel-Schnittstelle markiert, der sich in der erwarteten Form von der Sequenz des
Konstrukts pGL3-KPNA3-clone | unterscheidet und somit die erfolgreiche Einklonierung des neuen Inserts
bestétigt. Das neue Konstrukt enthélt den Promotorbereich ab Position -1981. Als Sequenzierungsprimer
kam jeweils S058_RVprimer3 zum Einsatz

3.2.2 5'-kiirzeres Konstrukt mit modifiziertemm SNP

Um den Polymorphismus rs11618521, der im 5-kurzeren Konstrukt enthalten ist,
in beiden Varianten in Konstrukten enthalten zu haben, wurde ein 420bp langes

DNA-Fragment von Integrated DNA Technologies Inc. (Skokie, USA) bezogen,

49
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das den SNP in der zweiten Variante enthalt (Adenin statt Guanin) und mit den
Restriktionsenzymen Ndel und Psyl einklonierbar war. Die restliche Sequenz
entsprach dem Ausgangskonstrukt. Dieses DNA-Stick wurde mittels
Klonierungs-PCR mit den Primern S983_KPNA3Pr-Nde-F und S984_ KPNAS3Pr-
Asp-R vervielfaltigt. AnschlieBend wurden das PCR-Produkt und der Vektor
(pGL3-KPNAS3-abEcoG) mit Ndel und Psyl in parallelen Ansatzen verdaut und
das neue Insert in den Vektor einkloniert (Abbildung 15). Das Klonierungsprodukt

wurde zur Amplifikation in DH5a chemisch kompetente Zellen transformiert.

Die erfolgreiche Klonierung wurde mittels Testverdau mit den
Klonierungsenzymen Ndel und Psyl und Sequenzierung mit den Primern
S785 KPNA3Pr-1300-F beziehungsweise S080_ KPNA3Pr-1600-F (Abbildung
14) bestatigt. Das neue Konstrukt wurde mit pGL3-KPNA3-abEcoA bezeichnet
(SNP-Variante mit Adenin). Es enthielt den selben Bereich des Promotors, wie
das Konstrukt pGL3-KPNA3-abEcoG, von dem es sich bis auf die Variante des
SNP rs11618521 nicht unterschied.

CTTTTTGTT TTTGTTG TT@TTG TTTTTGTTGTTTTG TT TG»‘%\
':%:»Lli::;;\

SNP rs11618521 wurde verandert

pGL?—KPNAS—abEcoG

TTGTTTTTGTTGTTTTGTTTGA

pGL3—_KPNA3—abEc0A

Abbildung 14 — Sequenzierungsergebnisse der 5'-kiirzeren Konstrukte mit den Varianten des SNP
rs11618521 — Gelb markiert ist jeweils der SNP rs11618521 an Position -1094bp. Im Ausgangskonstrukt
pGL3-KPNA3-abEcoG (oben) war der Polymorphismus rs11618521 mit Adenin als Base enthalten
(Sequenzierung mit Primer S785_KPNA3Pr-1300-F). Im neuen Konstrukt pGL3-KPNA3-abEcoA (unten) ist
er in der zweiten Variante mit Adenin enthalten (Sequenzierung mit Primer S080_KPNA3Pr-1600-F). Die
erfolgreiche Einklonierung des Inserts konnte hiermit bestétigt werden.
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Abbildung 15 — Vorgehen bei der Klonierung fiir 5'-kiirzeres Konstrukt mit veréndertem SNP rs11618521 —
Als Primer fiir die Klonierungs-PCR des Inserts kamen S983_KPNAS3Pr-Nde-F und S984_KPNA3Pr-Asp-R
zum Einsatz. Das PCR-Produkt mit der Variante des SNP rs11618521 mit Adenin und der Vektor pGL3-
KPNA3-abEcoG wurden jeweils mit Ndel und Psyl verdaut und anschlielend ligiert. Der Bereich im
Ausgangskonstrukt enthielt im ausgeschnittenen Bereich den SNP rs11618521 in der Version mit Guanin
(griines Fragment, SNP-Position dunkelblau markiert), der durch die Einklonierung des Inserts mit der
Version mit Adenin ersetzt wurde (hellblaues Fragment, SNP-Position hellgriin markiert). Das
Ligationsprodukt enthélt somit den modifiziertem SNP rs11618521 in der Version mit Adenin, ansonsten

sind die Basenabfolgen zwischen den ausgetauschten Fragmenten identisch.
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3.2.3 Konstrukte ohne 5 UTR des Exon 1

Aus den beiden 5‘-klirzeren Konstrukten wurden Konstrukte generiert, bei denen
der 5° UTR des Exon 1 des KPNA3-Gens nicht enthalten ist. Hierfur wurde eine
Klonierungs-PCR durchgefuhrt, die den Bereich von der Psyl Schnittstelle der 5°-

kUrzeren Konstrukte bis zum Beginn des 5° UTR abdeckte und dort eine Xhol-
Schnittstelle einfligte. Als Primer kamen hierfur S786_KPNA3Pr-1189-F und
S788_KPNA3PrEx1Xho-R zum Einsatz. Letzterer fugte eine Xhol-Schnittstelle
im Bereich des Transkriptionsstarts des KPNA3-Gens ein. Die beiden 5-kurzeren
Konstrukte, die jeweils eine Variante des SNP rs11618521 enthalten, und das
PCR-Produkt wurden mit den Restriktionsenzymen Psyl und Xhol verdaut und
das 1400bp lange Fragment der Ausgangskonstrukte mit dem ca. 1000bp langen
Insert ohne 5° UTR der PCR ausgetauscht (Abbildung 16). Somit war nun fur jede
der zwei Varianten des SNP ein Ansatz erfolgt, dessen Produkt den 5 UTR nicht

mehr enthielt.

Die Klonierungsprodukte wurden zur Amplifikation jeweils in DH5a chemisch
kompetente Zellen transformiert. Die erfolgreiche Klonierung wurde mittels
Testverdau und Sequenzierung bestatigt. Im Testverdau waren von den
getesteten Klonen der Transformation fir die Variante des SNP rs11618521 mit
Guanin drei Klone positiv fur das neue Insert, fir die Variante mit Adenin ein Klon
(Abbildung 17). Von diesen wurde zur Bestatigung der erfolgreichen Klonierung
jeweils ein Klon sequenziert und die SNP Variante dort auch bestatigt (Abbildung
18). Als Primer kam hierzu jeweils S785_KPNA3Pr-1300-F zum Einsatz. Es
wurden somit flr beide Varianten des SNPs je ein Konstrukt generiert, dass den
5 UTR nicht enthielt. Diese deckten somit den Bereich von Position -1981bp bis
zum Transkriptionsstart des KPNA3-Gens ab.
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Abbildung 16 — Vorgehen bei der Klonierung fiir 3-kiirzeres Konstrukte ohne den 5*-untranslatierten Bereich
des KPNA3-Gens — Es wurden fiir beide Varianten des SNP rs11618521 parallel Ansétze fiir 3*-kiirzere
Konstrukte mit der jeweiligen Variante durchgefiihrt. Als Primer fiir die Klonierungs-PCR des Inserts kamen
S786_KPNA3Pr-1189-F und S788_KPNAS3Prex1Xho-R zum Einsatz. Als Klonierungsenzyme dienten Psyl
und Xhol. Im Endprodukt war jeweils der 5 UTR nicht mehr enthalten, das Klonierungsprodukt endete
folglich an Position 1, die dem Transkriptionsstart des KPNA3-Gens entspricht.
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Abbildung 17 — Testverdau fiir 3-kiirzere Konstrukte ohne den 5-untranslatierten Bereich des KPNA3-Gens
mit Psyl und Xhol — Flir die Version des SNP rs11618521 mit Guanin enthielten drei der vier getesteten
Klone (Nummer 1, 3 und 4) die erwartete Insertbande von ca. 1000bp Lénge und fiir die Version des SNP
rs11618521 mit Adenin war es ein Klon der vier getesteten, der die erwartete Insertbande von ca. 1000bp
enthielt (Nummer 5). Als Kontrolle diente das Konstrukt pGL3-KPNA3-abEcoG, bei dem das
ausgeschnittene Fragment bei ca.1400bp zu liegen kommt. Die Klone mit den Nummern 2, 6 und 8
enthielten ein Insert, das in seiner Lénge der Insertbande der Kontrolle entsprach. Hier war die Klonierung
nicht erfolgreich, vermutlich kam es entweder beim Ausschneiden der Insertbanden im préparativen Verdau
zu Verunreinigungen, wodurch bei der Ligation wieder das Ausgangskonstrukt entstand, oder im
préparativen Verdau wurde das Ausgangskonstrukt nicht vollstdndig verdaut, wodurch bei der
anschlieBenden Ligation und Transfektion wiederum das Ausgangskonstrukt mitenthalten war. Beim Klon
Nummer 7 waren keine klaren Bande abzugrenzen, vermutlich hatte hier der Verdau nicht funktioniert, was
beispielsweise auf Verunreinigungen beim Ansatz zuriickzufiihren sein kénnte. Als Verdauungsenzyme

kamen jeweils die Klonierungsenzyme Psyl und Xhol zum Einsatz.

54



3. Ergebnisse

QCTTTTTGTTTTTGTTGTTGTTGTT TTTGTTGTTTTGTTTGA

—
—
——
—
e
—

¥

PGL3-KPNA3-noUTR-

Beide Varianten des SNP rs11618521 sind
in einem jeweilgen Konstrukt ohne Exon 1 abgebildet

CTTTTTGTTTTTGTTGTT@TTGTTTTTGTTGTTTTGTT TGA

—_—
Y
-
—

pGL3-KPNA3-noUTR-A

i

Abbildung 18 — Sequenzierungsergebnis der beiden Varianten des Konstrukts ohne den 5'-untranslatierten
Bereich des KPNA3-Gens — Oben ist die Sequenzierung des Konstrukts pGL3-KPNA3-noUTR-G
dargestellt, unten die Sequenzierung des Konstrukts pGL3-KPNA3-noUTR-A. Markiert in Gelb ist der SNP
rs11618521, der beim Konstrukt pGL3-KPNA3-noUTR-G der Version mit Guanin entspricht und beim
Konstrukt pGL3-KPNA3-noUTR-A der Version mit Adenin. Ansonsten unterscheiden sich beide Konstrukte
nicht in ihrer Sequenz. Sequenziert wurde jeweils mit dem Primer S785_KPNAS3Pr-1300-F.

Insgesamt wurden somit nun flinf Konstrukte erzeugt. Das zunachst erzeugte
Ausgangskonstrukt, mit pGL3-KPNAS3-clone | bezeichnet, enthielt ca.3500bp der
Promotorregion des KPNA3-Gens inklusive dessen untranslatiertem Bereich am
5° Ende des Exon 1. Des Weiteren wurden zwei Konstrukte erzeugt, die 5° klirzer
waren und ca. 2500bp der Promotorregion enthielten, ebenfalls inklusive des 5°
UTR. Von diesen enthielt eines den SNP rs11618521 in der Version mit Guanin,
welches mit pGL3-KPNA3-abEcoG bezeichnet wurde, und das andere den SNP
in der Version mit Adenin, welches mit pGL3-KPNA3-abEcoA bezeichnet wurde.
Letztlich wurden noch die beiden Konstrukte erzeugt, die den 5 UTR des KPNA3-
Gens nicht enthielten, und somit etwa 2000bp der Promotorregion beinhalteten.
Hiervon enthielt auch eines den SNP rs11618521 in der Version mit Guanin,
bezeichnet als pGL3-KPNA3-noUTR-G, und das andere den SNP in der Version
mit Adenin, bezeichnet mit pGL3-KPNA3-noUTR-A.
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Zur Ubersicht aller erzeugten Konstrukte sei nochmals auf Abbildung 10
verwiesen. Weiterhin sind die Konstrukte nochmals in Tabelle 16 mit ihren
Bezeichnungen, Eigenschaften und den jeweiligen SNP-Varianten des SNP
rs11618521 aufgelistet. Das Konstrukt pGL3-basic construct, welches als
Ergebnis aus der Klonierung unter 3.1.2 entstand, wird hier nicht mehr aufgeflhrt,
da es aufgrund des fehlerhaften Abschnitts am 3° Ende im Bereich des

enthaltenen 5° UTRs nicht fur die weiteren Experimente genutzt wurde.

Tabelle 16 — Ubersicht (iber die erzeugten Konstrukte mit ihren Eigenschaften

Bezeichnung Lange Pos. 5 | Pos. 3 |5 UTR| SNP

[PGL3-KPNA3.. ] Status
-clone | 3500bp | -3085bp | +415bp + G
-abEcoG 2396bp | -1981bp | +415bp + G
-abEcoA 2396bp | -1981bp | +415bp + A
-noUTR-G 1981bp | -1981bp | -1bp - G
-noUTR-A 1981bp | -1981bp | -1bp - A

Hinweise: Alle Konstrukte beginnen bei der Bezeichnung mit pGL3-KPNA3 gefolgt von einer individuellen
Endung. Der Transkriptionsstart entspricht der Position +1bp, alle Positionen sind darauf bezogen
angegeben. Das Vorhandensein bzw. Fehlen des 5° UTR ist mit einem Plus- bzw. Minuszeichen
dargestellt. Im SNP-Status ist jeweils die enthaltene Base des SNPs rs11618521 angegeben (A-Adenin,
G-Guanin). Die beiden SNPs rs9535343 und rs12868235 sind nicht aufgefiihrt, da sie nur im Konstrukt
pGL3-KPNAS3-clone | vorkommen (beide in der Version mit Cytosin).
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3.3 Expression durch den KPNA3-Promotor

3.3.1 Expression im Western-Blot
Zur Uberpriifung der Expression durch den KPNA3-Promotor wurden zunéchst

die funf Konstrukte mit den verschiedenen Versionen des Promotors in
HEK293T-Zellen transfiziert und die Expression der nachgeschalteten Firefly-

Luciferase mittels Western-Blot Gberpruft.

Hierbei zeigte sich, dass bei allen Konstrukten die Firefly-Luciferase exprimiert
wird, wodurch davon ausgegangen werden kann, dass in allen Konstrukten flr
das nachgeschaltete Gen relevante Teile des Promotors enthalten sind. Als
negativ Kontrolle wurden Zellen entweder mit dem Konstrukt pRL-CMV, das im
nachfolgenden Luciferase-Assay als Standard dienen soll, oder mit dem pGL3-

basic Vektor (ohne Promotorregion) transfiziert (Abbildung 19A).

Im Wester-Blot war erkennbar, dass die Konstrukte die Luciferase verschieden
stark exprimieren. Hierbei war ein Trend erkennbar, dass das Konstrukt pGL3-
KPNAS3-abEcoA die starkste Expression zeigte. Im Vergleich mit dem bis auf den
SNP rs11618521 identischen Konstrukt pGL3-KPNA3-abEcoG war ein
Unterschied zu erkennen, der jedoch nicht die statistische Signifikanz erreichte
(p=0,15). Bei den Konstrukten, bei denen der 5 UTR fehlte, war kein solcher
Effekt zu sehen (Abbildung 19B).
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A Expression der Konstrukte im Western Blot
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Abbildung 19 — Ergebnisse der Expressionsanalyse mittels Western-Blot — A) Expression der Luciferase im
Western-Blot — Alle erzeugten Konstrukte zeigten eine Expression der Firefly-Luciferase. Die
Negativkontrolle pRL-CMV zeigt keine Expression der Firefly-Luciferase. Als Ladekontrolle diente GAPDH.
— B) Quantifizierung der Expression im Western-Blot— Die Expression der Luciferase durch die Konstrukte
wurde mit der Expression des Ausgangskonstrukts pGL3-KPNA3-clone | (1G) als Standard quantifiziert,
dieses enthélt den SNP rs11618521 in der Version mit Guanin (G). Dessen Expression wurde der Wert 1
zugeordnet und die Expression der anderen Konstrukte hierzu ins Verhéltnis gesetzt. Es ist ein Trend zu
erkennen, dass sich das Konstrukt pGL3-KPNA3-abEcoA (2A) von den anderen unterscheidet und stérker
die Firefly-Luciferase exprimiert. Ein statistisch signifikanter Unterschied ist jedoch nicht vorhanden. Der
SNP rs11618521 scheint bei den Konstrukten, die 5*-klirzer als das Ausgangskonstrukt sind (2G und 2A)
einen Einfluss auf die Expression zu haben. Fehlt zusétzlich der 5 UTR (3G und 3A) ist kein solcher Effekt
erkennbar. — Angegeben sind Messpunkte, Mittelwert und Standardfehler; n=3.

3.3.2 Expression im Luciferase-Assay
Um die Erkenntnisse aus den Western-Blots weiter zu untersuchen, wurde die

Expression der Konstrukte mittels Luciferase-Assays gemessen. Dieses hat den
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Vorteil, dass im Vergleich zum Western-Blot, wo die Quantifizierung der
Expression erst in einem zweiten Schritt anhand des erzeugten Bildes erfolgt, im
Luciferase-Assay direkt quantitative Werte gemessen werden (namlich die
gemessene Lumineszenz), die auf die Expression der Luciferase schliel3en
lassen. Da das zu testendes Konstrukt und das Konstrukt, das als Standard dient
(hier pRL-CMV), parallel transfiziert werden, kdnnen auch potenzielle Messfehler
durch Unterschiede bei der Transfektionseffektivitat in den einzelnen Ansatzen
minimiert werden. Weiterhin ist es mit dem Luciferase-Assay mdglich mehrere
Versuchsreihen mit einer hohen Anzahl an Proben (in diesem Modell theoretisch
bis zu 96) in klirzeren Zeiteinheiten als im Western-Blot durchzufihren und durch
wesentlich weniger Versuchsschritte sind weniger potenzielle Stérfaktoren und

Fehlerquellen vorhanden.

Zunachst wurden mit dem Ausgangskonstrukt verschiedene Assay-Bedingungen
getestet. Hierbei wurde festgestellt, dass eine Transfektion mittels Fast-Forward
Transfektion (siehe unter 2.2.8) mdglich ist. AulRerdem wurde getestet, ob ein
Austausch des Zellmediums 24h nach Transfektion einen Einfluss auf das
Messergebnis hat. Es zeigte sich, dass die Messungen dadurch nicht bedeutend
verandert werden, weshalb auch wegen des Fehlerpotentials durch den
Mediumsaustausch bei den folgenden Versuchen darauf verzichtet wurde. Eine
solche Messung ist beispielhaft in Abbildung 20 dargestellt. Weiterhin wurde die
Zellzahl pro Well getestet, die sich am besten zur Messung eignet, und letztlich
auf 40 000 Zellen fur jedes Well festgelegt. AulRerdem wurden zunachst
Messungen in allen drei im Labor vorhanden Geraten, die die Moglichkeit zur
Messung von Lumineszenz bieten, durchgefihrt, um Vorteile bei der
Handhabung und Unterschiede in der Datenausgabe zu erkennen. Hierbei wurde
der Berthold Technologies MicroLumat Plus LB96V als am geeignetsten
identifiziert, da dieser eine einfache Bedienung, die schnellste Messung im
Vergleich und dabei gleichbleibende Messwerte mit grolem dynamischem
Bereich bot. In Abbildung 21 sind beispielhaft Messdaten eines einzelnen
Versuchsansatzes in den drei Geraten graphisch dargestellt. Aus den genannten
Erkenntnissen hat sich das definitive Vorgehen zu Expressionsanalyse der

verschiedenen Konstrukte ergeben, das auch unter 2.2.8 und 2.2.9 beschrieben
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ist. Um Effekte, die durch die Position der Proben in der Platte wahrend der
Inkubation (z.B. durch Temperaturunterschiede) entstehen konnten, zu
minimieren, wurden die Positionen der verschiedenen Konstrukte jeweils von
Experiment zu Experiment variiert und die umgebenden Wells der Platten jeweils
mit Zellmedium beflllt. Die rohen Messwerte der einzelnen Konstrukte wurden
jeweils auf die von ihnen gezeigte Lumineszenz normiert und im Vergleich zur
gewahlten Referenz dann daraus die relative Expression ermittelt. Das genaue

Vorgehen zur Berechnung ist auch unter 2.2.8 aufgeflhrt.

Unterschiede bei Vorgehen mit und ohne Mediumswechsel
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Abbildung 20 — Unterschiede bei Vorgehen mit und ohne Mediumswechsel — Dargestellt ist exemplarisch
eine Messung der Lumineszenz bei Versuchsansétzen, bei denen nach 24 Stunden nach Transfektion das
Zellmedium durch frisches ersetzt wurde (jeweils mit ,M+“ gekennzeichnet). Diesen gegeniiber gestellt ist
Jeweils die Messung der Lumineszenz von Ansétzen, die die kompletten 48 Stunden nach Transfektion im
selben Medium ohne dessen Austausch inkubiert wurden (gekennzeichnet durch ,,M-"). Fiir diesen Versuch
kam das Konstrukt pGL3-KPNA3-clone | zum Einsatz, der Ubersichtlichkeit wegen mit ,-clone 1* abgekiirzt.
Als Kontrolle diente der pGL3-Basic Vektor ohne einklonierten Promotorbereich. Es wurde jeweils in den
drei verfiigbaren Geréten (EnVision, Synergy HT und MicroLumat) analysiert, hierbei wurde kein relevanter
Unterschied zwischen den Ansétzen mit und ohne Mediumswechsel beobachtet. In den weiteren Versuchen
wurde deshalb auf den Mediumswechsel verzichtet, auch um dies als Fehlerquelle zu vermeiden. Flir jedes
Konstrukt und Vorgehen bezliglich des Mediumswechsels wurden je drei Wells in der Zellkulturplatte
transfiziert. Hier dargestellt ist jeweils der Mittelwert und die Standardabweichung der normalisierten
Luciferaseaktivitat (Berechnung siehe unter 2.2.9) dieser drei Wells pro Konstrukt.
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Analyse eines Versuchsansatzes in verschiedenen Geraten

EnVision Synergy HT MicroLumat

Luciferaseaktivitat

Abbildung 21 — Analyse eines Versuchsansatzes in verschiedenen Geréten — Exemplarisch ist die Analyse
eine Versuchsansatzes mit den flinf erzeugten Konstrukten in den drei vorhandenen Geréten im Labor zur
Lumineszenzmessung (EnVision, Synergy HT, MicroLumat) dargestellt. Fiir jedes Konstrukt wurden je drei
Wells in der Zellkulturplatte transfiziert. Hier dargestellt ist jeweils der Mittelwert und die
Standardabweichung der normalisierten Luciferaseaktivitdt (Berechnung siehe unter 2.2.9), sowie die
Datenpunkte dieser drei Wells pro Konstrukt. Als Kontrolle diente der pGL3-Basic Vektor ohne einklonierten
Promotorbereich. Es konnte hierbei kein bedeutender Unterschied der Daten (-qualitdt) zwischen den
einzelnen Analysegeréten beobachtet werden. Aufgrund der einfachen Handhabung, der konstanten
Messergebnisse mit groBem dynamischem Bereich und der hohen Geschwindigkeit der Messungen wurde
der Berthold Technologies MicroLumat Plus LB96V fiir die endgliltigen Versuche genutzt. Aus Griinden der
Ubersichtlichkeit wurde nur die Endung der jeweiligen Konstrukte angegeben, sie haben alle denselben
Stamm mit pGL3-KPNASJJ...].

In den durchgefuhrten Luciferase-Assays diente, wie schon in den Western-
Blots, das Ausgangskonstrukt pGL3-KPNA3-clonel als Referenz fir die
Expressionsstarke. Wie sich im Western-Blot bereits andeutete, war zu
erkennen, dass sich das Konstrukt pGL3-KPNA3-abEcoA signifikant vom
Konstrukt pGI3-KPNA3-abEcoG unterschied (p=0,0056; n=5), das bis auf den
SNP rs11618521 (Base Adenin statt Guanin) identisch ist. Der SNP hat also in
diesen Konstrukten deutliche Auswirkungen auf die Expression des
nachgeschalteten (Luciferase-) Gens. Hier war die Expression um uber 70%
héher, wenn der SNP rs11618521 die Base Adenin enthielt. AuRerdem zeigte
sich, dass die beiden Konstrukte pGL3-KPNA3-abEcoA und pGL3-KPNA3-
noUTR-A, die sich nur im Vorhandensein (pGL3-KPNA3-abEcoA)
beziehungsweise der Abwesenheit (pGL3-KPNA3-noUTR-A) des 5 UTRs
unterschieden, eine signifikant unterschiedliche Expression besalien (p=0,0245,
n=5). Das Konstrukt pGL3-KPNA3-abEcoA wies hierbei eine fast 60% starkere

Expression auf. Bei den Konstrukten, bei denen der 5° UTR fehlte, war wie bereits
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im Western-Blot vermutet, auch weiterhin kein Unterschied zwischen den
Konstrukten mit den zwei SNP rs11618521 Varianten feststellbar (Abbildung 22).

Relative Expression der Konstrukte im Luciferase-Assay
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Konstrukte **n=0,0056; *p=0,0245

Abbildung 22 — Relative Expression der Konstrukte im Luciferase-Assay — Fiir die Expression diente das
Ausgangskonstrukt pGL3-KPNA3-clonel (1G) als Referenz, dieses enthélt den SNP rs11618521 in der
Version mit Guanin (G). Dessen Expression wurde der Wert 1 zugeordnet und die Expression der anderen
Konstrukte hierzu ins Verhéltnis gesetzt. Zwischen den Konstrukten, die sich nur im SNP rs11618521
unterscheiden, war bei denen ohne den 5 UTR (3G und 3A) kein Unterschied erkennbar. Bei denen, die
den 5’ UTR enthalten (2G und 2A), war ein signifikanter Unterschied erkennbar, wobei das Konstrukt pGL3-
KPNA3-abEcoA (2A), bei dem der SNP rs11618521 Adenin enthélt, die Luciferase iber 70% mehr
exprimiert als das Konstrukt pGL3-KPNA3-abEcoG (2G), bei dem der SNP Guanin enthélt. Die beiden
Konstrukte pGL3-KPNA3-abEcoA (2A) und pGL3-KPNA3-noUTR-A (3A), die sich nur im Vorhandensein
(2A) beziehungsweise der Abwesenheit (3A) des 5 UTRs unterscheiden, zeigen eine signifikant
unterschiedliche Expression, wobei pGL3-KPNA3-abEcoA (5° UTR vorhanden) eine fast 60% stérkere
Expression besitzt. —Angegeben sind Messpunkte, Mittelwert und Standardfehler; **p=0,0056, *p=0,0245
(Welch-t-Test); n=5.

3.4 Identifizierung relevanter Transkriptionsfaktoren

Die Ergebnisse aus den Versuchen unter 3.3 legen nahe, dass der SNP
rs11618521 mafgeblich Einfluss auf die Expression durch die Promotorregion
hatte, je nachdem in welcher Variante er enthalten war. Es bestand die
Moglichkeit, dass es spezifische Transkriptionsfaktoren gab, die nur banden,
wenn der SNP in der Variante mit Adenin enthalten war, und die somit fir eine
verstarkte Expression sorgten. Durch Recherche in Online-Datenbanken und
mithilfe von Online-Tools wurden nun potenziell in Frage kommende
Transkriptionsfaktoren ermittelt, die als Erklarung far die
Expressionsunterschiede in Frage kamen.
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Bei der Suche nach Transkriptionsfaktoren, die in der Region des SNPs
rs11618521 binden, kam zunachst der UCSC Genome Browser zum Einsatz
(Erreichbarkeit und Referenzen zu diesem und allen nachfolgend genannten
Tools und Datensatzen sind unter 2.2.11 einzusehen). Als Datensatze fur die
Transkriptionsfaktoren kamen Datensatze der Enzyklopadie der DNA Elemente
,ENCODE" zum Einsatz. Bei Betrachtung des UCSC Genome Browser mit dem
ENCODE-Datensatz ,Transcription Factor ChlP-seq from ENCODE (V2)*
(Abbildung  23) zeigte sich, dass die meistens untersuchten
Transkriptionsfaktoren erst im Promotorbereich 3 des SNPs rs11618521 in
Richtung des KPNA3-Gens banden. Ein grol3er Anteil der dort ermittelten
Transkriptionsfaktoren besitzt laut dieser Datenbank auch Bindestellen im
Bereich des 5° UTR. Der Transkriptionsfaktor HA-E2F1 (entspricht E2F
Transkriptionsfaktor 1/Retinoblastom-Binding Protein 3) kam in dieser Datenbank
als einziger relevanter Mediator der Expression bezogen auf die Region um den
SNP rs11618521 in Frage, da dieser in der Region um den SNP herum zu binden
schien. Da in dem genannten Datensatz der SNP rs11618521 in der Version mit
Guanin enthalten war, erklarte die Bindestelle jedoch noch nicht, weshalb die
Version mit Adenin eine starkere Expression zeigte , und ob es Unterschiede in

den Bindestellen zwischen den beiden SNP-Varianten gibt.

Um dies weiter zu untersuchen, wurde das Online-Tool ,PROMO* genutzt,
welches die Untersuchung spezifischer Sequenzen auf Transkriptionsfaktor-
Bindestellen erlaubt. Zur Voreinstellung wurde gewahlt, dass nur auf humane
Transkriptionsfaktoren und Bindungsstellen im humanen Genom getestet werden
sollte. Es wurde eine Sequenz gewahlt, die jeweils 100bp des Promotorbereichs
vor und nach der Position des SNP rs11618521 enthielt, und die Sequenz jeweils
einmal in der Version des SNP mit Guanin und einmal in der Version mit Adenin
auf Transkriptionsfaktorbindestellen untersucht. Es zeigte sich hierbei, dass bei
der Version des SNPs mit Adenin funf zusatzlich Transkriptionsfaktoren
Bindestellen zeigten, die bei der Variante mit Guanin nicht vorhanden waren. Die
funf zusatzlichen Transkriptionsfaktoren, die nur in der Version des SNPs mit
Adenin Bindungsstellen besalten, waren HOXD9, HOXD10, GR-beta,
C/EBPalpha und HNF-1C (Abbildung 24). In der SNP-Variante mit Guanin
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zeigten die Transkriptionsfaktoren FOXP3 und C/EBPbeta an der Position des
SNPs eine zusatzliche Bindestelle. Jedoch hatten diese im Bereich um den SNP
und unabhangig von diesem bei beiden Varianten mehrere Bindestellen, waren
also bei beiden Varianten nur verschieden oft vertreten (somit mehr bei Guanin-
Variante). Die Ubrigen ermittelten Transkriptionsfaktoren unterschieden sich
zwischen beiden Varianten nicht. Das Ergebnis des relevanten Abschnitts, der
den SNP enthalt, ist in Abbildung 24 dargestellt. Der uber die ENCODE-
Datenbank ermittelte Transkriptionsfaktor E2F1 zeigte in dieser Analyse auch
eine Bindestelle, allerdings nicht unmittelbar im Bereich des SNP rs11618521.
Dessen Bindestelle befand sich beim Online-Tool ,PROMO* etwa 350bp 5° des
SNPs und somit im Bereich von Position -1440bp. Der SNP scheint nach dieser

Datenbank keinen Einfluss auf die Bindung von E2F1 zu haben.

Zur Klarung, ob die identifizierten Transkriptionsfaktoren eine Relevanz auch in
Bezug auf die SCA3 haben konnen, wurde mithilfe des Human Protein Atlas
untersucht, ob die gefundenen Transkriptionsfaktoren im Gehirn exprimiert
werden. Hierbei zeigte sich, dass sowohl C/EBPalpha als auch C/EBPbeta im
Gehirn exprimiert werden und dort auch im Kleinhirn. Die Transkriptionsfaktoren
GR-beta und FOXP3 werden ebenfalls im Gehirn exprimiert, wiederum
insbesondere auch im Kleinhirn. Die Transkriptionsfaktoren HOXD9, HOXD10
und HNF-1C werden nach dieser Datenbank nicht im Gehirn exprimiert, haben
deswegen vermutlich weniger Relevanz in Bezug auf die SCA3. Der
Transkriptionsfaktor E2F1, der bei Durchsicht des ENCODE-Datensatzes auffiel,
wird laut dem Human Protein Atlas ebenfalls im Gehirn exprimiert, da er jedoch
scheinbar unabhangig vom SNP bindet wurde er im Folgenden nicht weiter

untersucht.
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Abbildung 23 — Genome Browser mit ENCODE V2-Datensatz — In der Region, in der sich der SNP11618521
befindet (rot markiert), scheint der Transkriptionsfaktor HA-E2F1, der hier sehr zentral zu liegen kommt,
(griin markiert und griiner Pfeil) einen Bindungsbereich zu haben. Die anderen hier dargestellten
Transkriptionsfaktoren binden erst nach dem SNP in 3° Richtung hin zum KPNA3-Gen. Ein gro3er Anteil
davon scheint auch im Bereich des 5° UTR (hellblau hinterlegt) zu binden. Bearbeiteter Screenshot von
UCSC Genome Browser, https://genome.ucsc.edu, Assembly: Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19), Region:
chr13:50,365,120-50,370,000, mit Datensatz , Transcription Factor ChlP-seq from ENCODE (V2)* (Kent et

al. 2002).

65



3. Ergebnisse

Bindestellen unabhangig vom Status des SNP rs11618521:

75 100 125
CAGAAAGTAGCTTTTTGTTTTTGTTGTTPTTGTTTTTGTTGTTTTGTTTGAGACAG,
TFIID 1
2 FOXP3 2 |2

BPRB
APRA
C/EBPbeta  [577] 5 5

B GR %

Zusatzliche Bindestellen bei SNP rs11618521 mit Guanin:

75 100 125
CAGAAAGTAGCTTTTTGTTTTTGTTGTTGTITGTTTTTGTTGTTTITGTTTGAGACAG

§ C/eBrbeta sf

Zusatzliche Bindestellen bei SNP rs11618521 mit Adenin:

T3 100 125
CAGAAAGTAGCTTTTITGTTITIGITGTITATTIGTTITITTIGTITIGTITITGITIGAGACAG

GR-beta
HNF-1C
HOXD9

10 HOXD10
C/EBPalpha

AN

Position des SNP rs11618521

Abbildung 24 — Ergebnis der Analyse mit dem PROMO Online-Tool — Eine Sequenz den Bereichs 100bp
vor und nach dem SNP rs11618521 beinhaltend wurde mit dem PROMO Online-Tool auf
Transkriptionsfaktor-Bindestellen untersucht (Messeguer et al. 2002; Farre et al. 2003) und die beiden
Varianten des SNPs dahingehend verglichen. Hier ist ein jeweils ein Ausschnitt um den Bereich des SNPs
dargestellt, dessen Position ist in rot markiert. Oben sind die Transkriptionsfaktoren dargestellt, die
unabhéngig von der jeweiligen SNP-Variante eine Bindestelle in diesem Bereich besitzen (TFIID, FOXP3,
PR A, PR B, C/EBPbeta, GR). Darunter jeweils sind jeweils die Transkriptionsfaktoren dargestellt, die je
nach Variante des SNPs mit Guanin (Mitte) beziehungsweise Adenin (unten) binden. Im Vergleich der
beiden Varianten zeigt sich, dass in der Variante mit Guanin zusétzlich zwei Transkriptionsfaktoren
unmittelbar an Position des SNPs Bindungsstellen besitzen, ndmlich FOXP3 und C/EBPbeta. Diese
besitzen allerdings auch im Bereich um den SNP herum und unabhédngig von diesem mehrere
Bindungsstellen (siehe oben). Bei der SNP-Variante mit Adenin binden diese beiden an der Position des
SNPs nicht, jedoch binden fiinf Transkriptionsfaktoren zusétzlich, die bei der Variante mit Guanin keine
Bindestelle in diesem Bereich besitzen. Diese sind GR-beta, HNF-1C, HOXD9, HOXD10 und C/EBPalpha.
Der Transkriptionsfaktor E2F1, derim ENCODE Datensatz aufgefallen war, zeigte in der Analyse mit diesem
Tool auch eine Bindestelle. Allerdings befand sich diese etwa 350bp 5° des SNPs und somit ist nicht von
einer Anhéngigkeit seiner Bindung vom SNP auszugehen (hier nicht dargestellt). Angepasste Darstellung
anhand der graphischen Auswertung des PROMO Online-Tools (Messeguer et al. 2002; Farre et al. 2003),
abrufbar liber alggen.lsi.upc.es.
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Unsere Experimente zeigten, dass eine signifikante Mehrexpression bei der
SNP-Variante des rs11618521 mit Adenin nur auftrat, wenn auch der 5° UTR
ebenso im Konstrukt vorhanden war. Deshalb wurde im Folgenden auch der 5°
UTR auf Transkriptionsfaktor-Bindestellen untersucht. Somit sollten
Transkriptionsfaktoren identifiziert werden, die als potenzielle Co-Faktoren der
Transkriptionsfaktoren, die bei der SNP-Variante mit Adenin binden, in Frage
kommen und somit die Expressionsunterschiede erklaren konnten. In der
Analyse im der UCSC Genome Browser mit dem ENCODE-Datensatz zeigte sich
bereits, wie in Abbildung 23 dargestellt, dass im Bereich des 5° UTR einige
Transkriptionsfaktoren eine Bindestelle besitzen. Auch die anderen ENCODE-
Datensatze, die im UCSC Genome Browser hinterlegt sind, wurden dahingehend
begutachtet. Zusatzlich wurde auch mit dem Online-Tool ,PROMO" der gesamte
5° UTR mit denselben Voreinstellungen wie bereits der Bereich um den SNP
rs11618521 untersucht. In diesem wurden 37 Transkriptionsfaktoren ermittelt, die
eine potenzielle Bindestelle im 5° UTR besitzen. In Hinsicht auf oben genannte
Fragestellung wurde nachgehend recherchiert, ob es bekannte Interaktionen gibt
zwischen den Transkriptionsfaktoren, die nur bei der SNP-Variante mit Adenin
binden, und den ermittelten Transkriptionsfaktoren, die im 5° UTR Bindestellen
besitzen (sowohl laut ENCODE-Datenbanken als auch im PROMO Tool). Da die
Expression letztlich Relevanz fur die SCA3 haben soll, wurde zusatzlich der
Fokus auf die im Gehirn exprimierten Faktoren gelegt. Es wurden somit
Interaktion fir GR-beta und C/EBPalpha untersucht.

Hierfir wurde die STRING-Datenbank genutzt, mit der Proteine auf bekannte und
vorausgesagte Protein-Protein Interaktionen untersucht werden konnen. In
dieser Datenbank wurden Interaktion von C/EBPalpha und GR-beta mit weiteren
Proteinen gesucht, wobei in dieser Datenbank nur Daten allgemein fur den
Glukokortikoid-Rezeptor (dort als NR3C1 bezeichnet) und nicht fur die einzelnen
Isoformen (also spezifisch GR-beta) hinterlegt sind. Die dort gewonnenen Daten
wurden dann mit den Transkriptionsfaktoren abgeglichen, die laut PROMO
Online-Tool und den ENCODE-Datenbanken im Bereich des 5’ UTR Bindestellen
besitzen. Es zeigte sich dann in Zusammenschau, dass C/EBPalpha (in der

Datenbank als CEBPA bezeichnet) Interaktionen aufweist mit den
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Transkriptionsfaktoren Jun und EP300, die im 5" UTR Bindestellen besitzen. Flr
GR-beta beziehungsweise genauer flir NR3C1 wurden Interaktionen mit dem
Transkriptionsfaktor NCOR1 (besitzt Bindestelle im 5° UTR), sowie ebenfalls mit
EP300 und Jun gefunden. Die Auswertung der STRING Datenbankergebnisse
sind nochmals in Abbildung 25 graphisch dargestellt. (Anmerkung: Es sind
mehrere ENCODE-Datensatze im UCSC Genome Browser hinterlegt, die sich
auch in den aufgefuhrten Transkriptionsfaktoren unterscheiden. Deshalb sind
hier genannte Transkriptionsfaktoren nicht in der Abbildung 23 zu finden).
Protein-Interaktionen missen zwar nicht funktionelle Interaktion bedeuten,
konnten es aber. Synergistische Effekte der genannten Transkriptionsfaktoren,
sind also durchaus denkbar und konnten die beobachteten

Expressionsunterschiede erklaren.

Insgesamt wurden somit die Transkriptionsfaktoren C/EBPalpha, C/EBPbeta,
FOXP3 und GR-beta als moglicherweise relevant identifiziert. Sie binden jeweils
spezifisch nur bei der Variante des SNP rs11618521 mit Adenin (C/EBPalpha
und GR-beta) beziehungsweise zeigen bei der Variante mit Guanin im Vergleich
zu Adenin mehr Bindungsstellen (C/EBPbeta und FOXP3) und weisen zugleich
auch eine Expression im Gehirn auf. Somit kommen diese zur Erklarung der
Expressionsunterschiede zwischen den Konstrukten pGL3-KPNA3-abEcoG und
pGL3-KPNA3-abEcoA in Zusammenschau mit der Assoziation, die der SNP
rs11618521 zum Erkrankungsalter der SCA3 zeigte (siehe unter 1.7), in Frage.

Wie aufgezeigt, sind insbesondere fur den Transkriptionsfaktor C/EBPalpha
Interaktionen mit Transkriptionsfaktoren, die im Bereich des 5 UTR des KPNA3-
Gens binden, beschrieben. Wenn man synergistische Effekte annimmt, bietet
dies eine Erklarung, weshalb die Mehrexpression bei der SNP-Variante mit
Adenin nur bei zusatzlichem Vorhandensein des 5° UTR zu beobachten war. Da
die Interaktions-Analyse nicht spezifisch fur die Isoform GR-beta durchflihrbar
war, sondern nur allgemein fur den Glukokortikoid-Rezeptor, ist hier eine analoge

Aussage nur mit Vorsicht zu tatigen.
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CREBBP

@Untersuchter Transkriptionsfaktor
@Bindungsstelle im 5'UTR It. ENCODE
@Bindungsstelle im 5'UTR It. PROMO

Abbildung 25 — Ergebnisse der Suche in der STRING-Datenbank — Die beiden Transkriptionsfaktoren GR-
beta und C/EBPalpha, die nur bei der SNP rs11618521 Variante mit Adenin binden, wurden auf Protein-
Protein Interaktionen mithilfe der STRING-Datenbank untersucht. Oben: In der STRING-Datenbank sind die
Isoformen des Glukokortikoid-Rezeptors, zu denen auch GR-beta gehért, nicht einzeln aufgeschliisselt,
sondern nur allgemein in Form des NR3C1 (andere Bezeichnung fiir den Glukokortikoid-Rezeptor) zu finden.
NR3C1 zeigt jedoch Interaktionen mit den Transkriptionsfaktoren EP300, NCOR1 und Jun, die laut PROMO
Online-Tool bzw. der ENCODE-Datenbank Bindungsstellen im Bereich des 5 UTR des KPNA3-Gens
besitzen. Unten: Fiir C/EBPalpha (in dieser Datenbank mit CEBPA bezeichnet) wurde ebenfalls nach
Protein-Protein Interaktionen gesucht. Hier wurden Interaktionen mit den Transkriptionsfaktoren EP300 und
Jun gefunden, die jeweils eine Bindestelle laut PROMO Online-Tool bzw. der ENCODE-Datenbank im
Bereich des 5 UTR des KPNA3-Gens besitzen. Diese Interaktionen bieten eine mégliche Erklédrung,
weshalb die Expression bei den Konstrukten mit der Variante des SNPs rs11618521 mit Adenin in
Kombination mit dem Vorhandensein des 5’ UTR signifikant erh6ht ist im Vergleich zu den Konstrukten mit
dem SNP mit Adenin, denen jedoch der 5’ UTR fehlt. — In rot ist jeweils das Protein markiert, von dem die
Suche ausging. Die Transkriptionsfaktoren, die laut den ENCODE-Datenbanken im Bereich des 5’ UTR des
KPNAS3-Gens binden, sind blau markiert (Anmerkung: Es sind mehrere ENCODE-Datensétze im UCSC
Genome Browser hinterlegt, die sich auch in den aufgefiihrten Transkriptionsfaktoren unterscheiden.
Deshalb sind hier genannte Transkriptionsfaktoren nicht in der Abbildung 23 zu finden). Der
Transkriptionsfaktor, der laut dem PROMO Online-Tool im Bereich des 5’ UTR des KPNA3-Gens bindet, ist
griin markiert. Der Transkriptionsfaktor Jun ist zusétzlich blau gestrichelt markiert, da laut ENCODE-
Datenbank der Transkriptionsfaktor JunD eine Bindestelle im 5°UTR des KPNA3-Gens besitzt, der wohl zur
Jun-Familie gehdrt, aber nicht explizit in dieser Analyse mit STRING auftaucht. — Graphische Auswertung
einer Suche in der STRING-Datenbank (Szklarczyk et al. 2019), abrufbar unter www.string-db.org.
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Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit funf Konstrukte erzeugt, die jeweils
einer Variante der Promotorregion des KPNA3-Gens enthielten. Sie
unterschieden sich in ihrer Gesamtlange, der Variante des SNPs rs11618521
und dem Vorhandensein beziehungsweise dem Fehlen des 5° UTR des KPNA3-
Gens. Ihre Sequenzen wurden mittels Sequenzierung bestatigt. Die Expression
der Konstrukte wurde nachfolgend mit Western-Blots und Luciferase-Assays
verglichen. Hier zeigte sich eine signifikant hohere Expression durch das
Konstrukt mit dem SNP rs11618521 in der Version mit Adenin, bei dem zusatzlich
der 5° UTR enthalten war, im Vergleich zum Konstrukt, das den SNP in der
Version mit Guanin, aber sonst die identische Sequenz (inklusive 5° UTR)
enthielt. Wenn der 5 UTR nicht enthalten war, war ein solcher Effekt zwischen
den SNP-Varianten nicht festzustellen. Als maogliche Erklarung dieser
beobachteten Unterschiede wurden Transkriptionsfaktoren identifiziert, deren
Bindung Abhangigkeit von der SNP-Variante zeigte. Es wurden hierbei
Transkriptionsfaktoren gefunden, die nur bei der SNP-Variante mit Adenin
banden. Nachfolgend wurde nach Interaktionen dieser Transkriptionsfaktoren mit
anderen Faktoren, die im Bereich des 5° UTR binden, gesucht. Hierbei zeigten
sich vor allem C/EBPalpha mit seinen potenziellen Interaktionspartnern EP300
und Jun als vielversprechende Kandidaten zur Erklarung der beobachteten

Expressionsunterschiede.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Promotorregion des KPNAS3-
Transportproteins. Zunachst wurde die Promotorregion des KPNA3-Gens in
einen Vektor, der einen fur die Firefly-Luciferase kodierenden Bereich enthalt,
einkloniert. Die Expression des Luciferase-Gens hing somit von der Aktivitat des
Promotors ab. Das Vorgehen mittels praparativen Verdaus, Ligation mit T4-
Ligasen und Transformation in Escherichia coli Bakterien stellte hierbei ein seit
Jahrzenten bewahrtes Verfahren dar (Bolivar und Backman 1979). Das erhaltene
Konstrukt wurde mit pGL3-KPNAS3-clone | bezeichnet und enthielt etwa 3500bp
der Promotorregion, inklusive des nicht-translatierten Bereichs am 5° Ende des
ersten Exons des KPNA3-Gens. Der Polymorphismus (SNP) rs11618521 lag in
der Version mit Guanin vor. Dieses Konstrukt wurde als Ausgangspunkt fur die
weiteren Experimente genutzt. Aus diesem Konstrukt wurden durch Klonierung
weitere Konstrukte erzeugt, die am 5'-Ende des Promotors etwa 1000bp klrzer
waren. Wir wahlten diesen Schritt, da wir davon ausgingen, dass auch eine
Promotorregion kirzerer Lange zur Expression ausreicht. Bei Durchsicht des
ENCODE-Datensatzes (Rosenbloom et al. 2013) im UCSC Genome Browser
unter https://genome.ucsc.edu (Kent et al. 2002) wurde diese Annahme bestarkt,
da die dort identifizierten Transkriptionsfaktoren in einem Bereich der nicht mehr
als 2000bp vom Transkriptionsstart des KPNA3-Gens entfernt ist binden (vgl.
Abbildung 23). Die kurzeren Konstrukte enthielten noch ca. 2500bp der
Promotorregion, inklusive des oben genannten Exons 1. Es wurden zwei dieser
Konstrukte erzeugt, sodass der enthaltene SNP rs11618521 in seinen beiden
Varianten vorlag, und diese mit pGL3-KPNA3-abEcoG (SNP rs11618521 enthielt
Guanin) beziehungsweise pGL3-KPNA3-abEcoA (SNP rs11618521 enthielt
Adenin). Aus diesen Konstrukten wurden wiederum zwei weitere Konstrukte
erzeugt, in denen der nicht-translatierte Bereich am 5' Ende des KPNA3-Gens
(5° UTR) nicht mehr enthalten war, die aber jeweils den SNP rs11618521 in einer
der beiden Varianten enthielten. Durch diese Konstrukte sollte Uberprift werden,
ob dieser nicht-translatierte Bereich eventuell Einfluss auf die Expression hat.
Solche Phanomene durch 5’ UTRs sind bereits fir die Regulation der Translation
beschrieben (van der Velden und Thomas 1999). So besitzt etwa der 5 UTR des
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Gens, das fur das Protein bcl-2 kodiert, regulatorische Funktion fir dessen
Expression durch den vorgeschalteten Promotor (Young und Korsmeyer 1993).
Somit war die Annahme, dass der 5° UTR des KPNA3-Gens ebenfalls Einfluss
auf dessen Expression hat, durchaus sinnvoll zu Uberprufen. Die Konstrukte
ohne 5 UTR wurden mit pGL3-KPNA3-noUTR-G beziehungsweise pGL3-
KPNA3-noUTR-A bezeichnet, abhangig von der Variante des SNP. Alle
erzeugten Konstrukte wurden mittels Sequenzierung untersucht. Hierbei wurde
sichergestellt, dass diese sich nur in den gewunschten Bereichen am 5‘-Ende,
durch Vorhandensein oder Fehlen des 5 UTR, beziehungsweise in der jeweiligen
Variante des Polymorphismus unterschieden, die restliche Sequenz bei der
Klonierung jedoch unverandert blieb und sich zwischen den einzelnen
Konstrukten nicht unterschied. Es kann also davon ausgegangen werden, dass
sich die Unterschiede, die sich in der Expression der Konstrukte zeigten,
ausschlieBlich durch die ausgewahlten Variationen der Sequenz zustande
kamen. Das genutzte Verfahren zur Sequenzierung, das auf der Sanger-
Sequenzierung basiert, kann als sehr zuverlassig mit niedriger Fehlerrate
bezeichnet werden (Metzker 2005), weshalb davon ausgegangen werden kann,

dass die Ergebnisse der Sequenzierungen korrekt sind.

Die Aktivitat der jeweiligen Variante des Promotors der verschiedenen Konstrukte
wurde mittels Western-Blots und Luciferase-Assays untersucht. Im Western-Blot
zeigte sich zunachst kein signifikanter Unterschied zwischen den Konstrukten,
jedoch ein Trend, dass das Konstrukt pGL3-KPNA3-abEcoA mehr Expression
aufweist. Im Luciferase-Assay zeigte sich, dass sich das Konstrukt, das den SNP
rs11618521 in der Variante Adenin enthielt, signifikant (p=0,0056) von der
Variante des Konstrukts mit dem SNP mit Guanin unterschied und die Expression
bei dem Konstrukt, das im SNP Adenin enthielt, um etwa 70% hoher war. Bei den
Konstrukten ohne den 5° UTR des Exon 1 wurde kein Unterschied zwischen den
beiden SNP-Varianten gefunden. Weiterhin zeigte sich bei den Konstrukten, die
jeweils den SNP mit Adenin enthielten, eine um ca. 60% signifikant (p=0,0245)
hohere Expression, wenn der 5 UTR im Konstrukt enthalten war. Dies weist
darauf hin, dass der 5° UTR im Exon 1 des KPNA3-Gens tatsachlich

regulatorische Eigenschaften besitzt, diese sich aber vornehmlich bei der SNP-
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Variante mit Adenin auswirkt. Dass ein 5’ UTR regulatorische Aktivitaten zeigen
kann ist wie oben geschildet bereits beschrieben. Als mdgliche Erklarung fur
solche Effekte nannten beispielsweise Bugaut und Balasubramanian sogenannte
,9 UTR RNA G-quadrupels®, bei denen es sich um Sekundarstrukturen der
MRNA handelt, die sich in Guanin-reichen mMRNA-Strangen ausbilden kénnen.
Diese haben laut ihren Untersuchungen Auswirkungen auf die Expression
gewisserer Proteine durch Beeinflussung der Translation und konnen die
Expression verstarken oder abschwachen (Bugaut und Balasubramanian 2012).
Tatsachlich besitzt der 5° UTR des KPNA3-Gens einen hohen GC-Anteil von
73%, weshalb hier durchaus vorstellbar ist, dass dieses Phanomen auftreten
kann. Jedoch scheint das KPNA3-Protein noch nicht auf solche Effekte
untersucht worden zu sein, weshalb offenbleibt, ob die im Luciferase-Assay
beobachteten Expressions-Unterschiede auf 5 UTR RNA G-quadrupels

zurickzufihren sind.

Das Ausgangskonstrukt in dieser Arbeit enthielt ca. 3500bp Promotorbereich des
KPNAS3-Gens inklusive des 5’ UTR des Gens. Es beinhaltet somit einen Bereich
bis ca. 3000bp 5‘ des Transkriptionsstart des KPNA3-Gens. Es diente vor allem
als Ausgangs- und Referenzwert fur die Untersuchung der anderen Konstrukte.
Es zeigte keinen signifikanten Expressionsunterschied zu den Konstrukten, die
den SNP rs11618521 in derselben Variante mit Guanin enthielten und 5°' ca.
1000bp kurzer waren, beziehungsweise zusatzlich den 5 UTR nicht enthielten.
Die zusatzlichen 1000bp am 5-Ende haben somit wahrscheinlich keinen Einfluss
auf die Expression des nachgeschalteten Gens. In der Literatur wird keine
maximale Lange eines Promotors ausgehend vom Transkriptionsstart
angegeben, es gibt jedoch Hinweise, dass vor allem die ersten 1000-2000bp vor
dem Transkriptionsstart eines Gens relevant sein kdnnten (Pedersen et al. 1999).
Dies deckt sich in Bezug auf das KPNA3-Gen mit den Daten der ENCODE-
Datenbank im UCSC Genome Browser (Encode Project Consortium 2011;
Rosenbloom et al. 2013). Hier binden alle identifizierten Transkriptionsfaktoren in
einem Bereich, der sich weniger als 2000bp 5° des Transkriptionsstart befindet
(vgl. hierzu auch Abbildung 23 unter 3.4). Dies unterstitzt die These, dass die

zusatzlichen ca. 1000bp, die das Ausgangskonstrukt im Vergleich zu den

73



4. Diskussion

anderen Konstrukten am 5° Ende besitzt, keinen Einfluss auf die Genexpression
haben. Die beiden SNPs rs9535343 und rs12868235, die in vorherigen
Experimenten eine Assoziation zum Erkrankungsalter der SCAS3 zeigten (Kobsch
2020), befinden sich ebenfalls in diesem ca. 1000bp langem Bereich, was ihren
Einfluss auf die Expression des nachgeschalteten Gens unwahrscheinlicher
macht. Jedoch wurde ihr Einfluss auf die Expression hier nicht gezielt untersucht

und eine zuverlassige Aussage ist somit nicht moglich.

In den hier durchgefiihrten Experimenten wurde der SNP rs11618521 im
Promotor des KPNA3-Gens als maldgeblicher Regulator der Expressionsstarke
identifiziert. Der SNP rs11618521 ist bisher nicht in Zusammenhang mit
veranderter KPNA3-Expression untersucht worden. Jedoch ist fur andere SNPs
beschrieben, dass sie malRgeblich die Expression beeinflussen kénnen. So
konnten etwa Wang et al., ebenfalls durch Untersuchungen mit Luciferase-
Assays, nachweisen, dass im Promotor der Metalloproteinase MMP8 gewisse
SNPs die Expression um das bis zu Dreifache verandern kénnen (Wang et al.
2004). Dies bestarkt die Annahme, dass tatsachlich der SNP der entscheidende

Faktor bei den beobachteten Unterschieden ist.

In dieser Arbeit wurden potenzielle Transkriptionsfaktoren, die die
Expressionsunterschiede durch den SNP rs11618521 erklaren konnten,
identifiziert. Dass SNPs prinzipiell die Bindung von Transkriptionsfaktoren
beeinflussen konnen, wurde bereits fur den Transkriptionsfaktor OCT-1 im
Zusammenhang mit SNPs im Promotor des Tumornekrosefaktors alpha

nachgewiesen (Hohjoh und Tokunaga 2001).

Als relevante Transkriptionsfaktoren in Bezug auf die SCA3 wurden C/EBPalpha,
C/EBPbeta, FOXP3 und GR-beta identifiziert. C/EBPalpha ist bisher vor allem in
Bezug auf Stoffwechselvorgange im Fettgewebe, wo es die Expression des
Leptins beeinflusst (Miller et al. 1996), und in Zusammenhang mit dem
Energiestoffwechsel (Wang et al. 1995) beschrieben. Auch in Zusammenhang
mit der Hamatopoese ist C/EBPalpha aufgefallen, unter anderem in Bezug auf
die Akute myeloische Leukamie. Hierbei wurde unter anderem das Molekul
ICCB280 identifiziert, das die Aktivitat von C/EBPalpha induziert (Takei und
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Kobayashi  2019). Sollte sich  C/EBPalpha als entscheidender
Transkriptionsfaktor bei der SNP rs11618521 Variante mit Adenin erweisen, ware
es umgekehrt denkbar bei SCA3-Patienten mit dieser SNP-Variante die Aktivitat
von C/EBPalpha medikamentdos zu reduzieren, was zu weniger KPNAS3-

Expression und somit weniger Ataxin-3 im Zellkern fihren wurde.

C/EBPbeta ist ein in vielen Geweben vorkommender Transkriptionsfaktor, der
eine Rolle bei Apoptose, Differenzierung und Seneszenz von Zellen zu spielen
scheint. Durch seine Funktion wird es bereits als potenzielle Zielstruktur flr
epitheliale Karzinome diskutiert (Zahnow 2009). Ebenso soll C/EBPbeta bei der
Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen involviert sein. Seine Aktivitat

kann auferdem durch Quercetin vermindert werden (Galleggiante et al. 2019).

Bei GR-beta handelt es sich um eine Isoform des Glukokortikoid-Rezeptors, die
in vielen Geweben im Kdrper, und wie bereits unter 3.4 vermerkt auch im Gehirn,
exprimiert wird. GR-beta wird im Verhaltnis zu der alpha-Isoform des
Glukokortikoid-Rezeptors deutlich weniger exprimiert und besitzt nur bei
Vorhandensein der alpha-Isoform regulatorische Aktivitat. Diese Aktivitat besteht
darin, die Hormon-induzierte Aktivitdt des GR-alphas zu hemmen (Oakley et al.
1996). GR-beta wird deshalb als mdglicher Faktor bei der Glukokortikoid-
Resistenz bei Patienten diskutiert (Lewis-Tuffin und Cidlowski 2006). Wenn man
diese Erkenntnisse beachtet, scheint es unwahrscheinlich, dass die hier
beobachtete gesteigerte Expression bei der SNP rs11618521 Variante mit
Adenin durch den Transkriptionsfaktor GR-beta erklarbar ist, da dieser laut
Literatur eher einen negativen Effekt auf die Expression besitzt und zusatzlich,
wie unter 3.4 erwahnt, auch unabhangig vom SNP einige Bindestelle im Bereich

des Promotors besitzt.

FOXP3 besitzt je nach Gen, flir das es als Transkriptionsfaktor fungiert,
regulatorische Funktionen, die mehr oder weniger Expression des jeweiligen
Gens bewirken (Zheng et al. 2007). FOXP3 zeigte bisher vor allem als Faktor bei
der Differenzierung von regulatorischen T-Zellen Relevanz (Hori et al. 2003).
Weiterhin ist er als Faktor bei der Entstehung und in Hinsicht auf die Prognose

von verschiedenen Krebsformen beschrieben (Martin et al. 2010). Auch in Bezug
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auf die Entstehung von Autoimmun-Erkrankungen soll FOXP3 eine Rolle spielen
(Sakaguchi et al. 2006). Da FOXP3 in der Literatur vornehmlich in
Zusammenhang mit der Expression in T-Zellen auftaucht, ist eine Relevanz fur
die SCA3, die sich vornehmlich in Kleinhirnzellen abspielt, eher
unwahrscheinlich. AufRerdem zeigt FOXP3, analog zu GR-beta, auch
unabhangig vom SNP rs11618521 einige Bindestelle im Bereich des Promotors
(siehe unter 3.4) und erklart somit letztlich nicht ausreichend die

Expressionsunterschiede zwischen den beiden SNP-Varianten.

Auffallig war in dieser Arbeit, dass sich die signifikante Mehrexpression bei der
SNP-Variante des rs11618521 mit Adenin nur zeigte, wenn zusatzlich der 5° UTR
in den Konstrukten enthalten war. Die Mehrexpression bei Vorhandensein des 5’
UTR koénnte durch synergistische Effekte erklarbar sein, die die
Transkriptionsfaktoren GR-beta und C/EBPalpha, die nur in der SNP-Variante
mit Adenin eine Bindungsstelle besitzen, mit Transkriptionsfaktoren, die im
Bereich des 5 UTR binden, ausbilden. Da GR-beta, wie oben erwahnt, eher
einen negativen Effekt auf die Expression besitzt, sind vor allem die
Interaktionspartner von C/EBPalpha von Interesse. Fir C/EBPalpha wurden die
Proteine Jun und EP300 als Interaktionspartner identifiziert, die jeweils eine
Bindestelle im 5 UTR des KPNA3-Gens besitzen. Bei EP300 handelt es sich
nicht um einen Transkriptionsfaktor im eigentlichen Sinne, sondern um die Histon
Acetyltransferase p300 (Ogryzko et al. 1996). Dennoch hat EP300 regulatorisch
Funktion als Co-Aktivator von Transkriptionsfaktoren (Hussain und Habener
1999; Teufel et al. 2007). Jun ist ein Bestandteil des Transkriptionsfaktors AP-1
und spielt eine Rolle bei der Regulation des Zellzyklus (Wisdom et al. 1999). Jun
wird als ein Faktor bei der Entstehung verschiedener Tumoren beschrieben
(Szabo et al. 1996; Eferl et al. 2003). Weiterhin ist Jun auch bei der Regeneration
beschadigter Axone von Nervenzellen beteiligt (Mahar und Cavalli 2018). Die
gefundene Protein-Protein-Interaktion ist zwar nicht gleichbedeutend mit einer
funktionellen Interaktion, jedoch wurde EP300 bereits als Co-Aktivator von
C/EBPalpha beschrieben (Erickson et al. 2001). Ebenso wurde auch Jun als Co-
Faktor von C/EBPalpha identifiziert und soll weiterhin die Fahigkeit besitzen, in

Kombination mit C/EBPalpha die Promotoraktivitat zu steigern (Cai et al. 2008;
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Hong et al. 2011). In Zusammenschau aller Erkenntnisse kommt somit der
Transkriptionsfaktor C/EBPalpha, in Interaktion mit EP300 oder Jun als
potenzielle Co-Faktoren, zur Erklarung der ermittelten Expressionsunterschiede
zwischen den SNP-Varianten bei Vorhandensein des 5 UTR als

vielversprechendste Erklarung in Betracht.

Um zu verifizieren, ob die identifizierten Transkriptionsfaktoren tatsachlich
relevant im Bereich des SNPs binden und ob in diesem Fall die beiden Varianten
einen Einfluss auf die Bindung der jeweiligen Transkriptionsfaktoren haben,
wlirde es sich empfehlen diese Region und die oben genannten
Transkriptionsfaktoren beispielsweise mittels ChlP-seq zu untersuchen. ChIP-
seq ermoglicht die Protein-DNA-Interaktionen der Faktoren mit der jeweiligen
Variante der DNA-Region zu untersuchen (Furey 2012) und somit den Einfluss
des SNPs auf die Bindung der Transkriptionsfaktoren. Sollte sich hier ein
vielversprechender Kandidat herauskristallisieren, ware im Folgenden eine
erneute Expressionsanalyse, beispielsweise wieder mit einem Luciferase-Assay
und den in dieser Arbeit erzeugten Konstrukten, mit verschiedenen Ansatzen in
Hinsicht auf die Transkriptionsfaktor-Verfugbarkeit denkbar. Hierfir kénnen
beispielweise Versuchsansatze mit siRNAs genutzt werden. Hierbei handelt es
sich um kurze RNA-Sticke, die sich an eine spezifische mRNA anlagern und
deren Abbau initiieren (Chu und Rana 2007). Die siRNA kann gezielt genutzt
werden, um spezifische mRNA abzubauen und somit die Expression von
gewulnschten Genen abzuschalten (Lagana et al. 2015). Durch Abschalten
bestimmter Gene fur Transkriptionsfaktoren, beispielsweise fir C/EBPalpha, der
sich in dieser Arbeit als vielversprechend zeigte, und nachfolgende
Expressionsanalyse, konnte untersucht werden, ob dann immer noch
Expressionsunterschiede zwischen den SNP rs1161851 Varianten und den
5’UTR-Varianten nachweisbar sind. Dadurch kann dann ruckgeschlossen
werden, welcher Transkriptionsfaktor tatsachlich mafgeblich fir die bisher

gefundenen Expressionsunterschiede war.

Moglicherweise ware es sinnvoll, die Expression der Konstrukte, denen der 5°
UTR des KPNA3-Gens fehlt, erneut beziehungsweise mit anderen
Voraussetzungen zu untersuchen, um zu sehen, ob hier doch der SNP
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rs11618521 einen signifikanten Faktor flr die Expression darstellt. Wahrend der
Experimente konnte bisher kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden
SNP-Varianten bei den Konstrukten ohne den 5° UTR gefunden werden. Jedoch
haben die Ergebnisse bei diesen beiden Konstrukten deutlich hohere
Schwankungen gezeigt im Vergleich zu den anderen Konstrukten. Eine erneute
Testung mit einer hdheren Anzahl an Wiederholungen kénnte Uberprifen, ob
auch zwischen den Konstrukten ohne enthaltenen 5 UTR ein signifikanter

Unterschied in der Expression durch den SNP nachweisbar ist.

Die Experimente in dieser Arbeit wurden ausschliel3lich in HEK-293T Zellen
durchgefuhrt. Diese Zelllinie leitet sich von embryonalen Nierenzellen ab, besitzt
jedoch ein neuronales Expressionsprofil (Shaw et al. 2002). Da der KPNA3-
Promotor in Hinblick auf die Relevanz fur die SCA3 untersucht werden sollte, ist
die Ahnlichkeit der Zellen zu Neuronen durchaus vorteilhaft. Bei dieser Zellreihe
ist eine Dynamik ihres Genoms beschrieben (Lin et al. 2014), weshalb naturlich
weiter zu klaren ist, inwiefern die aus den Zellversuchen gewonnen Erkenntnisse
auf tatsachliche Zellen des Gehirns Ubertragbar sind in Hinblick auf Aussagen
zur SCA3. Aulerdem wurden Transkriptionsfaktoren identifiziert, die zwar nicht
im Gehirn exprimiert werden, jedoch potenziell in den HEK-293T-Zellen. Deshalb
ist es im Verlauf sinnvoll, die gefundenen Ergebnisse durch Wiederholung der
Experimente auch in anderen Zelllinien zu verifizieren, um auszuschlieen, dass
es sich nur um einen spezifischen Effekt dieser Zelllinie handelt. Weiterhin
konnten auch die hier fraglichen Transkriptionsfaktoren mittels Ansatzen mit
siRNA wie oben beschrieben untersucht werden, um auszuschlie3en, dass sich
die beobachteten Effekte doch nur auf diese, nur in HEK-293T Zellen

exprimierten, Transkriptionsfaktoren zurlckfihren lassen.

Die Untersuchung mittels Wester-Blot brachte in der gewahlten Anzahl an
Wiederholung keine signifikanten Ergebnisse. Sie wurde hauptsachlich
durchgefuhrt, um die prinzipielle Expression von Luciferase in den erzeugten
Konstrukten nachzuweisen, und wurde dann zur eigentlichen Messung der
Expressionsstarke durch das Luciferase-Assay abgeldst. Dieser Weg wurde
gewabhlt, da fur die Testung der Expression durch einen Promotor das Luciferase-
Assay ein etabliertes und einfach durchzufuhrendes Verfahren ist, das effizient
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und sensitiv ist und sich insbesondere zur Untersuchung von Promotoren eignet
(Xu et al. 2013). Zwar wiesen die Ergebnisse der Western-Blots in dieser Arbeit
in die Richtung der Ergebnisse der Luciferase-Assays, jedoch konnte eine
Wiederholung der Western-Blots, eventuell auch mit anderen Zelllinien, zur
Verifizierung der Luciferase-Assays dienen, oder auch Unterschiede zwischen

den Konstrukten ohne 5° UTR aufzeigen.

Es sollte weiterhin abgeklart werden, ob der SNP rs11618521 auch in vivo einen
denselben Effekt auf die Expression des KPNA3-Gens hat, etwa durch Analyse
der Menge des KPNA3-Proteins im Gehirn bei den beiden SNP Varianten. Auch
ware es interessant abzuklaren, ob diese SNP-Varianten einen Effekt auf Alter
bei Krankheitsbeginn, Schwere der Symptomatik und Krankheitsverlauf bei
SCA3-Patientien haben. Da eine niedrigere Menge von KPNA3 zu weniger
intranukledarem Ataxin-3 und Aggregation fuhrt (Sowa et al. 2018), sollten
theoretisch bei Patienten mit der Variante des SNP rs11618521 mit Guanin
weniger Ataxin-3 und Aggregate intranuklear nachweisbar sein und diese
weniger stark im Hinblick auf Symptomatik und Krankheitsverlauf betroffen sein,

als Patientin mit der Variante mit Adenin.

Abgesehen von diesen Punkten kann jedoch nun auf Grundlage dieser Arbeit
weiter mit dem erzeugten Modell gearbeitet werden. Bisher wurde der KPNA3-
Promotor so in der Literatur noch nicht untersucht und das Modell kann Ansatz
fur weitere Untersuchungen bieten. Es empfiehlt sich zu untersuchen, ob die
Expression in diesem Modell durch Substanzen, im Speziellen beispielsweise
bereits zugelassene Medikamente, beeinflusst werden kann. Da das
Vorhandensein des KPNA3-Transportproteins bei der SCA3 eine Rolle spielt und
auch bei anderen Erkrankungen Einfluss zu haben scheint, kdnnten hiermit
maogliche neue Therapieoptionen entdeckt werden, wenn diese Substanzen in
der Lage sind, die Expression des KPNA3 Gens zu verringern. Das verminderte
Vorhandensein des KPNA3-Transportproteins korreliert mit der Schwere der
Erkrankung der SCA3-Patienten. Substanzen, die die Expression durch den
Promotor im Modell reduzieren und somit die Menge an synthetisiertem KPNA3-
Transportprotein in vivo potenziell reduzieren, stellen eine bisher nicht genutzte

Therapieoption dar.
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4. Diskussion

Das KPNAS3 Transportprotein schein auch in anderen Krankheiten eine Rolle zu
spielen. So scheinen gewisse Variationen des KPNA3-Proteins die Entstehung
einiger psychischer Erkrankungen, wie Schizophrenie, Depression und
Alkoholabhangigkeit, zu begunstigen (Morris et al. 2012). Weiterhin scheint in der
B-Zell chronisch lymphatischen Leukamie (B-CLL) das KPNA3-Protein
herunterreguliert zu sein (Mertens et al. 2002) und auch bei Influenza spielt das
KPNAS3-Protein eine Rolle, wobei es bei der Virusreplikation ein wichtiger Faktor
zu sein scheint (Gabriel et al. 2011). Die Untersuchung mittels des in dieser Arbeit
erzeugten Modells auf Beeinflussung der KPNA3-Menge auf transkriptioneller
Ebene koénnte Substanzen identifizieren, die die Expression von KPNAS3
verandern und somit neue Ansatze zum Verstandnis oder sogar zu neuen

Therapien auch bei diesen und anderen Erkrankungen liefern.

Zusammengefasst ist eine nahere Untersuchung des Promotors, insbesondere
in Hinsicht auf die relevanten Transkriptionsfaktoren sinnvoll, um den Effekt den
der SNP rs11618521 auf die Expression besser zu verstehen. Unabhangig davon
ermoglicht das in dieser Arbeit erzeugte Modell die nahere Untersuchung des
KPNAS3-Promotors und dessen Beeinflussbarkeit, einerseits spezifisch um neue
Therapietargets fur die SCA3 zu identifizieren und andererseits auch als
potentielle Struktur zur Untersuchung und Therapiefindung in weiteren

Erkrankungen, in denen das KPNA3-Protein eine Rolle spielt.
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5. Zusammenfassung

Die Spinozerebellare Ataxie Typ 3 (SCA3) ist eine neurodegenerative
Erkrankung, die durch die vermehrte Wiederholung eine CAG-Basentripletts im
ATXN3-Gen verursacht wird. Hierdurch wird das darin kodierte Protein Ataxin-3
fehlerhaft gebildet, wodurch das Protein im Zellkern akkumuliert und Aggregate
bildet. Dies beeinflusst verschiedene Stoffwechselvorgange in der Zelle.
Letztendlich kommt es zum Untergang von Neuronen vor allem im Bereich des
Kleinhirns, mit einer Vielzahl von teils ausgepragten Symptomen bei betroffenen
Patienten. Die Lokalisation des Ataxin-3 im Zellkern ist ein wesentlicher Faktor
fur die Krankheitsmanifestation ist. Das KPNA3-Transportprotein spielt beim
Transport des Ataxin-3 in den Zellkern eine entscheidende Rolle. Bei
Verminderung oder Fehlen von KPNA3 in der Zelle wurde in vitro und in vivo eine
Verringerung der Menge an Ataxin-3 im Zellkern und auch weniger Aggregation
desselben im Zellkern beobachtet. KPNA3 wird somit als ein Schllsselprotein bei
der Pathogenese der SCA3 gesehen. In dieser Arbeit wurde ein Modell erzeugt,
mit dem die KPNA3 Expression durch den KPNA3-Promotor untersucht werden
kann. Es wurden Konstrukte des Promotorbereichs generiert, die sich in
Gesamtlange, Variante des enthaltenen SNP rs11618521 und Vorhandensein
des 5' UTR des KPNA3-Gens unterschieden. Bei der Expressionsanalyse der
Konstrukte mittels Western-Blots und Luciferase-Assays zeigte sich, dass der
SNP rs11618521 einen signifikanten Einfluss auf die Expression durch den
Promotor hat, sofern der 5 UTR des KPNA3-Gens ebenfalls im Konstrukt
enthalten ist. Es wurden Transkriptionsfaktoren identifiziert, die eine Erklarung
fur die beobachteten Expressionsunterschiede liefern konnten. Der
Transkriptionsfaktor C/EBPalpha stellte sich, zusammen mit den potenziellen Co-
Faktoren Jun und EP300, als vielversprechend in dieser Hinsicht heraus.
Insgesamt kann nun mit diesem Modell weitergearbeitet werden, um etwa
Substanzen zu identifizieren, die die Menge an KPNA3-Protein in der Zelle Uber
eine verminderte Expression reduzieren, als neue Therapiemdglichkeiten der
SCA3. Auch bei anderen Erkrankungen, bei denen KPNA3 in der Pathogenese
als Faktor diskutiert wird, kann diese Modell zum weiteren Krankheitsverstandnis

eingesetzte werden und zur Suche nach neuen Therapiemaoglichkeiten dienen.
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8. Anhang
8.1. Sequenzen der Konstrukte

Im Folgenden ist die Sequenz des Ausgangskonstrukts pGL3-KPNA3-clone | mit
Strang (5° nach 3') und Gegenstrang (3‘-5°) dargestellt. Es sind darin jeweils
Beginn und Ende der Bereiche markiert, die von den verschiedenen Konstrukten

umfasst werden.

Legende: [l Restriktionsenzym-Schnittstellen
| | Position in Bezug auf Transkriptionsstart des KPNA3-Gens
Bl Exklusiver Bereich von pGL3-KPNA3-clone |
|| Bereich der in allen Konstrukten enthalten ist
| | 5*-UTR des Exon 1
| | SNPs rs9535343, rs12868235 und rs11618521
Pl Luciferase-Gen

Bl Ampicillin-Resistenz (auf Gegenstrang lokalisiert)
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5'- GGTACCGAGC TCTTACGCGT c
3'- CCATGGCTCG AGAATGCGCA
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Beginn: pGL3-KPNA3-abEcoG/pGL3-KPNA3-abEcoA

und pGL3-KPNA3-noUTR-G/pGL3-KPNA3-noUTR-A an Fosition - 19571
1081

1141

1201

1261

1321

EcoRI 4
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1381

1441

1501
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1681

1741
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2101

2161

2221
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2461

2521
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2641
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Ndel

(entspricht ’%‘ bei Konstrukten mit Adenin)

Q O
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2761

2821

2881

2941

3001

3061

3121

3181

3241

3301

3361

3421

3481

3541

3601
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CTGAGGGGCA
GACTCCCCGT

GAGGGGTTGT
CTCCCCAACA

CACGTATAGC
GTGCATATCG

CCGCGGCCGC
GGCGCCGGCG

CGCCTCCCCC
GCGGAGGGGG

ICECEGREEECE
AGGGGAGGGG

Ende: pGL3-KPNA3-noUTR-G/pGL3-KPNA3-noUTR-A

und Beginn:

GTAAAAGTCG
CATTTTCAGC

GGAGAGCCCT
CCTCTCGGGA

CCGGCGAACG
GGCCGCTTGC

GCGCCGCTCT
CGCGGCGAGA

GGCGCTACTG
CCGCGATGAC

CCTCCCGCTC
GGAGGGCGAG

CCAGGTCCGG
GGTCCAGGCC

TGCAGGGGAA
ACGTCCCCTT

CCCAAGCCGG
GGGTTCGGCC

CAGCACCGTT
GTCGTGGCAA

CCACCTCGCG
GGTGGAGCGC

TCCCCCTCCT
AGGGGGAGGA

CTCCATTTCT
GAGGTAAAGA

GAGGGCAGGG
CTCCCGTCCC

TCACCGCCCC
AGTGGCGGGG

CCCGCCCCAC
GGGCGGGGTG

CTCGGAGGCG
GAGCCTCCGC

CCCCCTCCCG
GGGGGAGGGC

an Fosition 14

GGCACAAAAC
CCGTGTTTTG

TCATCCCGAG
AGTAGGGCTC

CGGTCACGTG
GCCAGTGCAC

CCGGCCCGGC
GGCCGGGCCG

TCACAGAACG
AGTGTCTTGC

CTCCAAGATT
GAGGTTCTAA

Ende: pGL3-KPNA3-abEcoG/pGL3-KPNA3-abEcoA

CGGCGGCGTC GGCGTCCTCA TCGGCGGCGG CCTCGGCGCG CGTCG

TCTAAGTAAG CTTGGCATTC CGGTACTGTT GGTAAAGCCA CC
AGATTCATTC GAACCGTAAG GCCATGACAA CCATTTCGGT GG

und pGL3-KPNA3-clone | an Fosition +415
GCCGCCGCAG CCGCAGGAGT AGCCGCCGCC GGAGCCGCGC GCAGC

Xhol
TCTGCGA
GACGCT

CCCCGCGC
GGGGCGCG

TTGCAGCACC
AACGTCGTGG

AACCAACGGG
TTGGTTGCCC

TCGCCAGCCT
AGCGGTCGGA

AGTCGGCCCG
TCAGCCGGGC

Luciferase-Gen
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3721

3781

3841

3901

3961

4021

4081

4141

4201

4261

4321

4381

4441

4501

4561

4621

4681

4741
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4921

4981

5041

5101
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5221

5281

5341

5401

5461

5521

5581

5641

5701

5761

5821

5881

®
>
>
=
o
>
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L

TACATTGATG
ATGTAACTAC

GAAATTTGTG
CTTTAAACAC

AACAACAATT
TTGTTGTTAA

AGCAAGTAAA
TCGTTCATTT

GAGAGCCTTC
CTCTCGGAAG

ACTTATGACT
TGAATACTGA

CTTCCTCGCT
GAAGGAGCGA

ACTCAAAGGC
TGAGTTTCCG

GAGCAAAAGG
CTCGTTTTCC

ATAGGCTCCG
TATCCGAGGC

ACCCGACAGG
TGGGCTGTCC

uciferase-Gen

TTCTA
AAGAT

AGTTTGGACA
TCAAACCTGT

ATGCTATTGC
TACGATAACG

GCATTCATTT
CGTAAGTAAA

ACCTCTACAA
TGGAGATGTT

AACCCAGTCA
TTGGGTCAGT

GTCTTCTTTA
CAGAAGAAAT

CACTGACTCG
GTGACTGAGC

GGTAATACGG
CCATTATGCC

CCAGCAAAAG
GGTCGTTTTC

CCCCCCTGAC
GGGGGGACTG

ACTATAAAGA
TGATATTTCT

GAGTCGGGGC
CTCAGCCCCG

AACCACAACT
TTGGTGTTGA

TTTATTTGTA
AAATAAACAT

TATGTTTCAG
ATACAAAGTC

ATGTGGTAAA
TACACCATTT

GCTCCTTCCG
CGAGGAAGGC

TCATGCAACT
AGTACGTTGA

CTGCGCTCGG
GACGCGAGCC

TTATCCACAG
AATAGGTGTC

GCCAGGAACC
CGGTCCTTGG

GAGCATCACA
CTCGTAGTGT

TACCAGGCGT
ATGGTCCGCA

GGCCGGCCGC
CCGGCCGGLG

AGAATGCAGT
TCTTACGTCA

ACCATTATAA
TGGTAATATT

GTTCAGGGGG
CAAGTCCCCC

ATCGATAAGG
TAGCTATTCC

GTGGGCGCGG
CACCCGCGCC

CGTAGGACAG
GCATCCTGTC

TCGTTCGGCT
AGCAAGCCGA

AATCAGGGGA
TTAGTCCCCT

GTAAAAAGGC
CATTTTTCCG

AAAATCGACG
TTTTAGCTGC

TTCCCCCTGG
AAGGGGGACC

98

TTCGAGCAGA
AAGCTCGTCT

GAAAAAAATG
CTTTTTTTAC

GCTGCAATAA
CGACGTTATT

AGGTGTGGGA
TCCACACCCT

ATCCGTCGAC
TAGGCAGCTG

GGCATGACTA
CCGTACTGAT

GTGCCGGCAG
CACGGCCGTC

GCGGCGAGCG
CGCCGCTCGC

TAACGCAGGA
ATTGCGTCCT

CGCGTTGCTG
GCGCAACGAC

CTCAAGTCAG
GAGTTCAGTC

AAGCTCCCTC
TTCGAGGGAG

CATGATAAGA
GTACTATTCT

CTTTATTTGT
GAAATAAACA

ACAAGTTAAC

CGATGCCCTT
GCTACGGGAA

TCGTCGCCGC
AGCAGCGGCG

CGCTCTTCCG
GCGAGAAGGC

GTATCAGCTC
CATAGTCGAG

AAGAACATGT
TTCTTGTACA

GCGTTTTTCC
CGCAAAAAGG

AGGTGGCGAA
TCCACCGCTT

GTGCGCTCTC
CACGCGAGAG
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6061
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6241

6301

6361
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6601

6661

6721

6781
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6901

6961
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CTGTTCCGAC
GACAAGGCTG

CGCTTTCTCA
GCGAAAGAGT

TGGGCTGTGT
ACCCGACACA

GTCTTGAGTC
CAGAACTCAG

GGATTAGCAG
CCTAATCGTC

ACGGCTACAC
TGCCGATGTG

GAAAAAGAGT
CTTTTTCTCA

TTGTTTGCAA
AACAAACGTT

TTTCTACGGG
AAAGATGCCC

GATTATCAAA
CTAATAGTTT

TCTAAAGTAT
AGATTTCATA

CCTGCCGCTT
GGACGGCGAA

TAGCTCACGC
ATCGAGTGCG

GCACGAACCC
CGTGCTTGGG

CAACCCGGTA
GTTGGGCCAT

AGCGAGGTAT
TCGCTCCATA

TAGAAGAACA
ATCTTCTTGT

TGGTAGCTCT
ACCATCGAGA

GCAGCAGATT
CGTCGTCTAA

GTCTGACGCT
CAGACTGCGA

AAGGATCTTC
TTCCTAGAAG

ATATGAGTAA
TATACTCATT

ACCGGATACC
TGGCCTATGG

TGTAGGTATC
ACATCCATAG

CCCGTTCAGC
GGGCAAGTCG

AGACACGACT
TCTGTGCTGA

GTAGGCGGTG
CATCCGCCAC

GTATTTGGTA
CATAAACCAT

TGATCCGGCA
ACTAGGCCGT

ACGCGCAGAA
TGCGCGTCTT

CAGTGGAACG
GTCACCTTGC

ACCTAGATCC
TGGATCTAGG

ACTTGGTCTG
TGAACCAGAC

TGTCCGCCTT
ACAGGCGGAA

TCAGTTCGGT
AGTCAAGCCA

CCGACCGCTG
GGCTGGCGAC

TATCGCCACT
ATAGCGGTGA

CTACAGAGTT
GATGTCTCAA

TCTGCGCTCT
AGACGCGAGA

AACAAACCAC
TTGTTTGGTG

AAAAAGGATC
TTTTTCCTAG

AAAACTCACG
TTTTGAGTGC

TTTTAAATTA
AAAATTTAAT

ACAG
TGTC

TCTCCCTTCG
AGAGGGAAGC

GTAGGTCGTT
CATCCAGCAA

CGCCTTATCC
GCGGAATAGG

GGCAGCAGCC
CCGTCGTCGG

CTTGAAGTGG
GAACTTCACC

GCTGAAGCCA
CGACTTCGGT

CGCTGGTAGC
GCGACCATCG

TCAAGAAGAT
AGTTCTTCTA

TTAAGGGATT
AATTCCCTAA

AAAATGAAGT
TTTTACTTCA

GGAAGCGTGG
CCTTCGCACC

CGCTCCAAGC
GCGAGGTTCG

GGTAACTATC
CCATTGATAG

ACTGGTAACA
TGACCATTGT

TGGCCTAACT
ACCGGATTGA

GTTACCTTCG
CAATGGAAGC

GGTGGTTTTT
CCACCAAAAA

CCTTTGATCT
GGAAACTAGA

TTGGTCATGA
AACCAGTACT

TTTAAATCAA
AAATTTAGTT

Ampicillin-Resistenz-Gen «
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7081

7141

7201

7261

7321

7381

7441

7501

7561

7621

7681

7741

7801

7861

7921

7981

8041

8101

8161

TCCTTTTTCA
AGGAAAAAGT

TTGAATGTAT
AACTTACATA

CACCTGACGC
GTGGACTGCG

TGACCGCTAC
ACTGGCGATG

TCGCCACGTT
AGCGGTGCAA

GATTTAGTGC
CTAAATCACG

GTGGGCCATC
CACCCGGTAG

ATAGTGGACT
TATCACCTGA

ATTTATAAGG
TAAATATTCC

AATTTAACGC
TTAAATTGCG

TGCGCAACTG
ACGCGTTGAC

TACCATGATA
ATGGTACTAT

ATCTTTATTT
TAGAAATAAA

ATATTATTGA
TATAATAACT

TTAGAAAAAT
AATCTTTTTA

GCCCTGTAGC
CGGGACATCG

ACTTGCCAGC
TGAACGGTCG

CGCCGGCTTT
GCGGCCGAAA

TTTACGGCAC
AAATGCCGTG

GCCCTGATAG
CGGGACTATC

CTTGTTCCAA
GAACAAGGTT

GATTTTGCCG
CTAAAACGGC

GAATTTTAAC
CTTAAAATTG

TTGGGAAGGG
AACCCTTCCC

AGTAAGTAAT
TCATTCATTA

TCATTACATC
AGTAATGTAG

AGCATTTATC
TCGTAAATAG

AAACAAATAG
TTTGTTTATC

GGCGCATTAA
CCGCGTAATT

GCCCTAGCGC
CGGGATCGCG

CCCCGTCAAG
GGGGCAGTTC

CTCGACCCCA
GAGCTGGGGT

ACGGTTTTTC
TGCCAAAAAG

ACTGGAACAA
TGACCTTGTT

ATTTCGGCCT
TAAAGCCGGA

AAAATATTAA
TTTTATAATT

CGATCGGTGC
GCTAGCCACG

ATTAAGGTAC
TAATTCCATG

TGTGTGTTGG
ACACACAACC

«— Ampicillin-Resistenz-Gen

AGGGTTATTG
TCCCAATAAC

GGGTTCCGCG
CCCAAGGCGC

GCGCGGCGGG
CGCGCCGCCC

CCGCTCCTTT
GGCGAGGAAA

CTCTAAATCG
GAGATTTAGC

AAAAACTTGA
TTTTTGAACT

GCCCTTTGAC
CGGGAAACTG

CACTCAACCC
GTGAGTTGGG

ATTGGTTAAA
TAACCAATTT

CGCTTACAAT
GCGAATGTTA

GGGCCTCTTC
CCCGGAGAAG

GGGAGGTACT
CCCTCCATGA

TTTTTTGTGT
AAAAAACACA

100

TCTCATGAGC
AGAGTACTCG

CACATTTCCC
GTGTAAAGGG

TGTGGTGGTT
ACACCACCAA

CGCTTTCTTC
GCGAAAGAAG

GGGGCTCCCT
CCCCGAGGGA

TTAGGGTGAT
AATCCCACTA

GTTGGAGTCC
CAACCTCAGG

TATCTCGGTC
ATAGAGCCAG

AAATGAGCTG
TTTACTCGAC

TTGCCATTCG
AACGGTAAGC

GCTATTACGC
CGATAATGCG

TGGAGCGGCC
ACCTCGCCGG

GAATCGATAG
CTTAGCTATC

GGATACATAT
CCTATGTATA

CGAAAAGTGC
GCTTTTCACG

ACGCGCAGCG
TGCGCGTCGC

CCTTCCTTTC
GGAAGGAAAG

TTAGGGTTCC
AATCCCAAGG

GGTTCACGTA
CCAAGTGCAT

ACGTTCTTTA
TGCAAGAAAT

TATTCTTTTG
ATAAGAAAAC

ATTTAACAAA
TAAATTGTTT

CCATTCAGGC
GGTAAGTCCG

CAGCCCAAGC
GTCGGGTTCG

GCAATAAAAT
CGTTATTTTA

TACTAACATA
ATGATTGTAT



8. Anhang

8221 CGCTCTCCAT CAAAACAAAA CGAAACAAAA CAAACTAGCA AAATAGGCTG TCCCCAGTGC
GCGAGAGGTA GTTTTGTTTT GCTTTGTTTT GTTTGATCGT TTTATCCGAC AGGGGTCACG

8281 AAGTGCAGGT GCCAGAACAT TTCTCTATCG ATA -3"
TTCACGTCCA CGGTCTTGTA AAGAGATAGC TAT -5¢

101



