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4. Ergebnisse
4.1. Physkalische Kartierung eines STS-M arkers aus dem KPNA2-Gen

4.1.1. Kartierung unter Verwendung somatischer Zellhybride

Aufgrund der vollsténdigen Konkordanz der 18 somatischen Zellhybride efolgte die
Zuordnung des verwendeten STS-Markers zum Chromosom 17 (Tab. 4.1., S. 52). Alle 15
Hybride, die das Chromosom 17 enthalten, erwiesen sich as positiv. Alle 3 Hybride, die
das Chromosom 17 nicht enthalten, waren regativ (Abb. 4.1.). Fir ale anderen

Chromosomen ergab sich eine Diskonkordanz der Hybride.

e __ N N

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Abb. 4.1: Kartierung eines STS-Markers aus dem 3‘'-Ende des KPNA2-Gens unter Verwendung
eéne Rehe von 18 somatischen Zdlhybriden; Nachweis der PCR-Amplifikate nach Agarosege-
eektrophorese und Ethidiumbromidférbung, Bahn 1: 1 Kb DNA Leter (Gibco BRL), Bahn2 - 19
somatische Zdlhybride (vgl. Kap. 3.1.1., S. 27), Bahn 20: Positivkontroll e (genomische DNA)

AuRerdem wurden die Zellhybride mit einer introniberspannenden Primerkombination
(6-25 wind 189169 untersucht, die sowohl ein Produkt in der Grofenordnung der cDNA-
Sequenz (ca 180 bp) zegte ds auch ein introntiberspannendes Produkt (ca 1400bp). Das
Hybridmuster der 180 bp grof¥en Bande egab eine vollsténdige Konkordanz mit dem
Muster fur das Chromosom 4. Das Ergebnis fir die 1400bp grol3e Bande stimmt mit dem
des 3'-STS-Markers Uberein und unterstiitzt somit die Aussage, dal3 sich das KPNA2-Gen
auf dem Chromosom 17 befindet.
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Tab. 4.1: Kartierung des Karyopherin-Alpha 2-Gens auf dem Chromosom 17 mit Hilfe ener Reihe
von 18 somatischen Zdlhybriden; +/+ bedeutet Ubereinstimmend positiv, -/- Ubereinstimmend
negativ, +/- zusatzlich positiv, -/+ fehlende positive; Prinzip: ist / soll

Anzahl der Hybride
konkardant diskonkardant diskonkadant | diskonkadant
Chromosom | +/+ -I- +- -[+ (gesamt) (in Prozent)
17 15 3 0 0 0 0
8 13 3 0 2 2 11
14 13 3 0 2 2 11
12 3 0 3 3 17
12 3 0 3 3 17
15 12 3 0 3 3 17
4 11 3 0 4 4 22
12 11 3 0 4 4 22
20 11 3 0 4 4 22
10 3 0 5 5 28
10 3 0 5 5 28
10 9 3 0 6 6 33
19 9 3 0 6 6 33
21 9 3 0 6 6 33
22 9 3 0 6 6 33
13 8 3 0 7 7 39
18 8 3 0 7 7 39
11 7 3 0 8 8 44
2 6 3 0 9 9 50
5 3 0 10 10 56
1 4 3 0 11 11 61
X 3 2 1 12 13 72
16 2 2 1 13 14 78
9 0 2 1 15 16 89
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4.1.2. Kartierung mit Hilfevon YACs

Die Untersuchung der CEPH Human mega- YAC-Library ergab 5 positive Klone fur den
verwendeten STS-Marker (Tab. 4.2.). Bel einer nadhfolgenden Internetrecherche stellte
sich heraus, dali3 die Klone in dem Y AC-Contig WC 17.9 des Center for Genome Research
des Whitehead Institute for Biomedical Research enthaten sind (Internetadresse:
http: //mwmwv.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/contig/l ookup-conti g?contig=wc17.9& database=
release&type=singly-linked).

Tab. 4.2: Untersuchung dr CEPH Human mega-YAC-Library mit Hilfe der PCR auf das
Vorhandensain des STS-Markers mit der Primerkombination: 17181738 und 18551834

positive Haupt- Koordinaten der positiven komplette

gruppen Klonrebengruppen Klonadresse
Platte Reihe Spalte

30 845 3=C 6 845 C 6

33 871 3=C 4 871.C 4

37 902 3=C 10 902 C 10

40 931 2=B 10 931 B 10

43 955 8=H 4 955 H 4

Weitere PCR-Untersuchungen mit  in  dem Contig enthadtenen STS-  und
Mikrosatellitenmarkern (vgl. Tab. 3.4., S. 43 und Tab. 3.6., S. 45) liel die Einordnung des
Gens zwischen dem STS-Marker D17S52020 wnd den Mikrosatellitenmarkern D17S1813
und D17S1870zu (vgl. Abb. 4.2., S. 54).
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D17S1977

955 H 4 _

CACNLG
D17S807
CHLC.1E12

D171816
D17S113
D17S1792
D17S2016
D17S1990
D17S1552
D17S1557
D17S2023
D17S2020
KPNA2
D17S1870
D17S1813
D17S789
D17S795

929 D 11

741 H_3

751G 2 —  ——

737 C 12

734 C 5

883 B_2
681 D_8

915 F 8

883 B_1

963 C 7
765 F 4

|
' |

789 B 1

829 H_6

845 C 6
901 H_9

931 B_10

711 E 2

871 C 4
902 C_10

730 A_2

824 E 7

880_G_10
963 G_3

942 G_11

855 A_4

938 F 7

Abb. 4.2.: PCR-Untersuchung vonKlonen aus dem YA C-Cortig WC 17.9 des Center for Genome
Research des  Whitehead
(Plattennummer_Reihe Spalte) auf Y-Achse links] mit Markern aus der Region 17023
(Locusbezeichrung auf X-Achse oben). Die schwarzen Balken kenmzeichren de Lage der
einzelnen YA Cs und de senkrechten, unterbrochenen Linien markieren de Positionen der Marker.

Ingtitute  for  Biomedical Research [YAC-Adresen
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4.1.3. Zéelhybride mit chromosomalen Fragmenten aus der Region 17q

Die Untersuchung der 5 somatischen Zellhybride (vgl. Kap. 3.1.2., S. 28) mit Hilfe der
PCR auf das Vorhandensein der in Abbildung 4.3. enthatenen Marker ergab eine
Lokalisation des KPNA2-Gens zwischen dem STS-Marker D17S2020 wd dem
Mikrosatelli tenmaker D17S795.

1792:

Y Y
NN e
h\ h\ D1751816
'*% ‘*% D175113
17q2¢ % % 3 X100H-1396
§ b\:\:: § D1752020
N 1670
k\ k\ D1751813
17q2 N W > \
N \ N N D175795
% \% % % ﬁ D175789
N N N N N

UMHG UMHG UMHG RL- UMHG
171 17/2 17/4b i 17/3

Abb. 4.3: Physikalische Kartierung eines STS-Markers aus der 3'-Region des KPNA2-Gens und
eniger benachbarter STS-Marker mit Hilfe von 5 somatischen Zdlhybriden mit Fragmenten aus
der distalen Region des langen Armes von Chromosom 17 - Die senkrechten, schrég schraffierten
Balken stellen de Hybridfragmente dar und de waagerechten gestrichelten Linien beschreiben de
Positionen der untersuchten Marker.

Unter Berlicksichtigung der Ergebnise aus dem Kapitel 4.1.2. auf der Seite 53 ergab sich
im Hybrid UMGH 17/4b ein Loch zwischen D1752020 und D17S795. In diesem, durch
diese beiden Marker definierten, Loch befinden sich sowohl das KPNA2-Gen ds auch die
Mikrosatellitenmarker D17S1813 und D17S187Q
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4.2. Konstruktion eines PAC-/BAC-Contigs

4.2.1. Screening einer PAC-/BAC-Bibliothek mit Markern aus der Region 17923

Die Ergebniss der Untersuchung der PAC-Bibliothek mit bereits bekannten Markern der
Region 17g23sind in der Tabelle 4.3. zusammengefalit.

Tab. 4.3: Untersuchung der RPCI 1 Human PAC-Bibliothek (vgl. Kap. 3.3.1., S. 31) mit bekannten
Mikrosatdli tenmarkern und STS-Markern aus der Region 17923 - Aufgelistet sind de Namen der
Marker, die positiven Hauptgruppen (die fettgedruckten Hauptgruppen wurden fir die weiteren
Untersuchungen verwendet), die positiven Klonguppen und de Klonadresen.

Marker Hauptgruppen Klonguppen Adresse
Zéle Spalte Platte

D1751990 23 12 21 187 L21 187
D1751552 2,31 1 13 245 Al13 245
D1751557 4,10,18 6 12 30 F12_30
D1752020 | 1,2,4,7,9, 19 7 10 150 G10_150
D1752016 11 4 4 83 D4_83
D1752023 9,11,17 30 4 4 83 D4_83
D1751870 24, 26, 37 4 1 188 D1 188
D1751813 4,14 11 16 28 K16_28

Nacdh der Sequenzanalyse der PAC-Enden und der Konstruktion eigener STS-Marker
wurden diese wiederum fUr ein erneutes Screening verwendet. Die Ergebnis<e dieser
Untersuchung sind in der Tabelle 4.4. auf der Seite 57 zusammengefaldt.

Digjenigen Marker, die bei der Untersuchung der PAC-Bibliothek zu keinem positiven
Ergebnis flhrten, ergaben bei der Verwendung der CEPH Human BAC-Bibliothek diein
Tabelle 4.5. auf der Seite 57 aufgelisteten Klone.

4.2.2. Untersuchung der PAC-/BAC-Klone mittels PCR

Die Ergebnise der PCR-Untersuchungen sind in der Abbildung 4.4. auf der Seite 58
graphisch dargestellt.
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Tab. 4.4: Untersuchung der RPCI 1 Human PAC-Bibliothek (vgl. Kap. 3.3.1., S. 31) mit sdbst
konstruierten STS-Markern aus der Region 17923 - Aufgdistet sind de Namen der Marker, die

positiven Hauptgruppen (die fettgedruckten Hauptgruppen wurden fir die weteren
Untersuchungen verwendet), die positiven Klongruppen und de Klonadresen.
Marker Hauptgruppen Klonguppen Adresse
Zdle Spalte Platte
17181855 2,11, 23 2 9 81 B9 81
31 1 13 245 Al13 245
K16_28N1 4,14 7 19 112 G3 112
G10_156N1 2,19 31 8,14 6,15 12,15 H6_12 N15 15
G10_1506N2 1,219 2 12 7 B12 7
H17_497N1 58,15 10 13 58 J13_58
D4_83N2 38, 39 9 18 313 118 313
D1 _188N1 14, 24, 26 7 19 112 G3 112
D1 _188N2 24, 26, 38 15 9 306 09_306

Tab. 4.5: Untersuchung dr CEPH Human BAC-Bibliothek (vgl. Kap. 3.4.1., S. 36) mit sdbst
konstruierten STS-Markern (vgl. Tab. 3.7., S. 46) aus der Region 17923 - Aufgdistet sind de
Namen der Marker, die positiven Hauptgruppen (die fettgedruckten Hauptgruppen wurden fir die
weiteren Untersuchungen verwendet), die positiven Klongruppen und de Klonadressen.

Marker Hauptgruppen Klonguppen Adresse
Zdle Spalte Platte
B9 81N1 15 9 6 120 16_120
30, 49 2 16 235 B16_235
B9 81N2 63, 66 8 17 497 H17 497
K16 28N2 | 7,10, 14, 58, 16 3 110 P3_110
57, 61, 63, 64, 68 11 6 452 K6_452
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4.3. Untersuchung von Heterozygatieverlusten in der Region 1723 und allgemeiner

Mikrosatellitenstatus
4.3.1. Mikrodissziierte K olonkarzinome

Um die Aussagekraft der Untersuchung zu optimieren und somit die Reproduzierbarkeit
der Resultate au erhohen wurden folgende Differenzierungskriterien zugrunde gelegt, die
auf eigenen Uberlegungen und einen grofRen Erfahrungswert basieren. Bei einer Reduktion
der Alleflache (pedk areg grofRer/gleich 50 % der untersuchten Tumor-DNA im Vergleich
zum Normalgewebe besitzt der Tumor an dieser, durch den Marker definierten Stelle,
einen sicheren Heterozygotieverlust (LOH). Bei einer Reduktion zwischen 30 % und 50%
lautet das Ergebnis fraglicher LOH und unter 30% wird von einer unveranderten
heterozygoten Situation (Retention) ausgegangen. Beim Auftreten mindestens eines
zusétzlichen Allels beim Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe wird de Probe
fur den entsprechenden Marker als mikrosatelliteninstabil (MIN+) bezechnet. Beispiele
fur die enzdnen Kategorien (auf3er fraglicher LOH) sind in den Abbildungen 4.5.-4.9. auf
der Seite 61 dargestellt. Die Ergebnisse der LOH-Untersuchungen sind in den Abhildungen
4.10. (S. 62) und 411 (S. 63) dargestellt und in der Tabelle 4.6. auf der Seite 60
zusammengefaldt aufgelistet. Die Abbildungen 4.12. und 4.13. auf der Seite 64 beinhalten
eine graphische Darstellung der Untersuchungsergebnisse.
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Tab. 4.6: Ergebnise der LOH-Untersuchungen an 40 mikrodissziierten kdorektalen Karzinomen
mit 12 Mikrosatelli tenmarkern

Anzahl der untersuchten Proben Heterozygotieverluste in %
Marker | insge- homo- hetero- LOH/ MIN | insge- sicher fraglich
samt zygot zygot fraglLOH + samt
D1751792 39 22 14 3/2 3 357 214 14,3
D1751809 34 14 18 2/1 2 16,6 111 55
D1751813 40 7 29 8/6 4 48,3 27,6 20,7
D1751870 39 18 18 7/1 3 444 389 55
D175789 39 6 27 4/3 6 259 14,8 111
D17S795 39 20 16 4/2 3 37,5 25 125
D1S243 29 6 22 5/1 1 27,3 227 4,6
D5S82 38 11 24 9/0 3 37,5 37,5 0
D8S264 36 4 31 14/ 2 1 51,6 452 6,4
D15S127 37 5 30 12/2 2 46,6 40 6,6
D17S796 38 12 24 15/3 2 75 62,5 125
D18S70 31 3 26 19/0 2 73 73 0
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Homozygotie und Heterozygotie

124D1IN 80D1IN

I I I
118 bp 153 bp 159bp

124D1T 80DAT

I I I
118 bp 153bp 159 bp

Abb. 4.5: Beispid fUr einen hanozygaten Abb. 4.6: Beispid fUr einen heterozygaten
Locus; 124D1IN und T mit D15S127 Locus; 80DIN und T mit D175789

Heterozygotieverlust; (lossof heterozygosity, LOH)

124DIN 124D1IN
I I I I

106 bp 118 bp 231bp 235bp
124D1T I _/J\/\/\'L 124D1T ¢
106 bp 118bp I

231bp 235bp

Abb. 4.7. und 4.8: Beispide fir Hetrozygatieverluste (Pfeil e kennzeichnen verlorene
Allee); Proben 124D1IN und T mit den Markern D17S795 (links) und D1751870(rechts)

Mikrosatelli teninstabili t&t

175DIN
I
¢ 106 bp 118 bp
175D1T I

I I I I
100 bp 106 bp 112 bp 118 bp

Abb. 4.9: Beispid fur Mikrosateli teninstabili tét (Pfell e kennzeichnen
zusétzliche Allee); Proben 175D1IN und T mit dem Marker D175795
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LOH-Untersuchung in der Region 1423

m,
45,
40,
%,
m,
LOHin% 25/
201 W LOH insges
ol CILOH sicher
5 OLOH fragich
o,

D17S179
D17S180
D17S181
D17S187
D17S789
D17S795

Mikrosatdlit enmerker

Abb. 4.12: Graphische Darstelung dr Ergebnisse der LOH-Untersuchuchungen an kdorektalen
Karzinomen mit Mikrosatelli tenmarker aus der Region 17923

Allgemeiner Mikrosatellitenstatus

80-

70+

60

50+

LOHin % 40

ELOH insges.
O LOH sicher
OLOH fraglich

30+

20

104

0

D15S127
D17S796

Mikrosatellit enmarker

Abb.4.13. Graphische Darstdlung dr Ergebnise der LOH-Untersuchungen an kdorektalen
Karzinomen mit Mikrosatelli tenmarkern auf unterschiedli chen Chromosomen
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4.3.2. Mikrodissziierte Mammakarzinome

Die Einordnung der Proben in die Kategorien Homozygot, Heterozygot (Retention),
fraglicher LOH, sicherer LOH und Mikrosatelliteninstabil (MIN+) erfolgte nach den
selben Kriterien wie im Kapitel 4.3.1. auf der Seite 59. Die Abhildung 4.14. auf der Seite
66 beinhaltet eine graphische Darstellung der Ergebnisse der LOH-Untersuchungen. In der
Tabelle 4.7. sind de Ergebnise und deren Auswertung tabellarisch erfaldt und in der

Abhbildung 4.15. auf der Seite 67 ist die Auswertung wiederum graphisch dargestellt.

Tab. 4.7: Ergebnise der LOH-Untersuchungen an 30 mikrodseziierten Mammekarzinomen mit

7 Mikrosatdli tenmarkern

Anzahl der untersuchten Proben

Heterozygotieverluste in
%

Marker | insge- homo- hetero- LOH/ MIN+ | insge- sicher fraglich
samt zygot zygot fragl.LOH samt
D17S807 26 4 22 5/2 0 338 227 111
D1751792| 26 18 7 0/1 1 14,3 0 14,3
D1751809| 20 4 16 4/1 0 31,2 25 6,2
D1751813| 30 4 25 8/3 1 44 32 12
D1751870| 28 12 15 4/2 1 40 26,7 133
D175789 29 5 23 5/6 1 478 21,7 26,1
D17S795 30 15 14 3/2 1 357 30 57
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L OH-Untersuchung in der Region 17922-23

50,
45,
40,
35,
30,
LOHin% 25
Zlg* ELOH insges.
10: O LOH sicher
5 O LOH fraglich
O’

D17S807
D17S1792
D17S1809
D17S1813
D17S1870

D17S789

D17S795

Mikr osatdlitenmar ker

Abb. 4.15. Graphische Darstdlung der Ergebnise der LOH-Untersuchungen an Mamme-
karzinomen mit Mikrosatelli tenmarkern aus der Region 17922-23
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4.4.  Sequenz und Genomische Struktur des Karyopherin Alpha 2-Gens

4.4.1. Sequenzierung genomischer DNA zur ldentifizierung der Exon-Inton-
Ubergange

4.4.1.1. Verwendung genomischer DNA aus L eukozyten

Die Identifizierung der Exon-Intron Ubergéange unter Verwendung genomischer DNA aus
Leukozyten erwies sch durch das Vorhandensein mehrerer Targets als shr schwierig
(Abb. 4.16.). Nach der Isolierung des YAC-Klones 931 B 10 und des PAC-Klones B9 81,
die nach eigenen Untersuchungen das KPNA2-Gen enthaten, wurden die weiteren

Sequenzanalysen an der DNA dieser Klone durchgefiihrt.

Abb. 4.16: Untersuchung der Intron-
Exon-Ubergange unter Verwendung
introntberspannender  exonischer
Primer; Bahn 1: 1kb-Leiter; Bahn 2
und 4 YAC931 B 10 Bahn 3 und
5: DNA aus Leukozyten; Bahn 2 und
3: PCR mit den Exonprimern 384
403 wnd 885866 (es werden die

_ U <« KPNA2
W

L -

Introns 4, 5 und 6 Uberspannt, vgl.
Tab. 3.5, S. 44); Bahn4 und 5 PCR
mit den Exonprimern 772791 wnd
124931230 (es werden die Introns 6
und 7 (berspannt, vgl. Tab. 3.5.,
S. 44); PG: Pseudogen auf Chromo-
som 4 (vgl. Kap 4.1.1., S. 51);
KPNAZ2: Karyopherin Alpha 2-Gen
auf 17923
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4.4.1.2. Verwendung von DNA ausdem YAC 931 b_10und dem PAC B9 81

Wegen der im Kapitel 4.4.1.1. geschilderten Probleme eafolgte die Untersuchung der
Exon-Intron-Ubergange ausschlieRlich unter Verwendung von DNA aus Hefezdlen mit
dem YAC 931 b 10 wnd dem E. coli-Klon mit dem PAC B9 81 (Angabe in Klammern
jeweils am Ende der entsprechenden Exons). Die Sequenz des Exon 1 ist in der Abbildung
4.17. auf der Seite 74 gaphisch dargestellt.

Die Sequenzierung der oben aufgefihrten Klone egab folgende Sequenz
(-klein geschriebene Nukleotide werden weder transkribiert noch trandatiert;
-grof3 geschriebene Nukleotide werden transkribiert, wobei nur die
Fettgedruckten letztendlich in ein Protein umgewandelt werden;
-die unterstrichenen Sequenzen sind eigene Vorschlage fir intron-

basierende exoniiberspannende Primer):

Exon 1

..... cggecca gggpacgec  cdtcgeget  gettgaqygg  atctggagtc  decayctcc  gcacqcecay
gcgetcaggg acgecaqyge agctccdcea cgecaygee getccdcea ctegegatge cdcctettt tttttttttt
tctttcccee ¢cccadeg cccccagec tgtgadecc tccecdecca agtgttttt caaaccacc aggggeaca
cagcttagge tcgaaccgc cadcggad gecggagtcac @ggaadtt aadcgegec ggeoggetge aga
GCCACACGGT CTTTGAGCTG AGTCGAGGTG GACCCITTGA ACGCAGTCGC
CCTACAGCCG CTGATTCCCC CGOGCATCGCC TCCOGTGGAA GCCCAGGCCcC
GCTTC GCAG gtacaaatr aggcggcgge caygecagyag cgctaaqge ttgecagtgg geggegttcg
catttggd  tggggpggg aggcccagg tccagccaa actg-Exonl+106 getct gectccayeg

ttaadaggc dcggggag acdtcatg accalgeggac tadttege (B9 _8J).........
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Exon 2 und 3; Codon 1-25 und 2671

...... atatgg ctadaggaa gtttcadtt atatagctgg catctattt ctgatggaga gccdctcca ggaagtctca
gccdttaga ggoraggggg acadtcecc tttgggaaagcetatttcat agtgccgaaa ackatgat cccccdcta
gtadacaygt gtggettcag tagatgcttg atadtcagt tcttatttgg tadattatt gacaaggaa asgataaay
gagatatttt tctcttccee cacttttag C TTTCTCCCTT TGTCTCATAA CC ATG TCC ACC
AAC GAG AAT GCT AAT ACA CCA GCT GCC CGT CTT CAC AGA TTC AAG
AAC AAG GGA AAA GAC AGT ACA gtgagtacdt ctgttgcttt cctgtggtgg t Exon3-118
attaadg gopegacdt tggaa@ggg tgaaaatya gotattta-Exon2+78 aa aaaaadgc cccccttag
caacaaaaalggttttata ggtgaaagg cagttatct ttcctcaagg GAA ATG AGG CGT CGC AGA
ATA GAG GTC AAT GTG GAG CTG AGG AAA GCT AAG AAG GAT GAC CAG
ATG CTG AAG AGG AGA AAT GTAAGC TCA TTT CCT GAT GAT GCT ACT
TCT CCG CTG CAG GAA AAC CGC AAC AAC CA G gtaaaaam tattttagtt tatgagttac
gtgaadcca gaaa#cagt aggopdttt cttagaadt caagtaaat taacdttct agtcttaaq gttttaada

tctgtgaaca t-Exon3+100 dtttttctc tgtttgcad tagtaatgt cttctttcat gedtctgta accadgaa
gctgatttag getcttcdt tagctctgac dtccitcag adtccdge attctaget adagetggg tacdtggec
tgaccaytgt gtccagagcc agccagttte tggtttattte ttctttt. (B9_81).....

Exon 4; Codon 72-1012

..... Exond-79-ctgcdtca cagtaagtgt ggettttatt gtttgtattt adcttasg ataagtgca aattcad
tttcttctag GGC ACT GTA AAT TGG TCT GTT GAT GAC ATT GTC AAA GGC
ATA AAT AGC AGC AAT GTG GAA AAT CAG CTC CAA GCT ACT CAA GCT
GCC AG gtaagtcttg tctgccatag cagggagc daaExond+34 gaadt tgtgttttta gatttttttt
€09g99949g 99Faggaay goacajacd) atagtacaaggaadatta ggecaycceay ccaasycca asagtattt

tttatttatt aattggagg agagggopgg ccttgctatt ttgcccayge aggecaggaa tgeagggt caayctatce
tctgacdca actcdgaagtcctgggat cacaygtgtg tgccdcecca ccgeccda aatttttac ¢ (931 b 10
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Exon 5; Codon 1013-1911

....accagtc agadgtgaa agttttttt aaaagtgac agatctgga gtagatttct gcaggoptgg aaaygaggdt
adctacdt adttctgga aaamygtag ttadtatac @caacda gcaccaaca gtadctgt tcagcttcte

cttaggttcc acdgtctc agcattagt gatttadta aaggit Exon5-113-gtc tgaagticta aatcttgaa
ttgcatttatattggtttt tacacaaaacdtttgtta acadgtca adtttattt gtctttttgt tccecdttag G AAACTA
CTT TCC AGA GAA AAA CAG CCC CCC ATA GAC AACATA ATC CGG GCT
GGT TTG ATT CCG AAA TTT GTG TCC TTC TTG GGC AGA ACT GAT TGT
AGT CCC ATT CAG TTT GAA TCT GCT TGG GCA CTC ACT AAC ATT GCT
TCT GGG ACA TCA GAA CAA ACC AAG GCT GTG GTA GAT GGA GGT GCC
ATC CCA GCA TTC ATT TCT CTG TTG GCA TCT CCC CAT GCT CAC ATC
AGT GAA CAA GCT GTC TGG GCT CTA GGA AAC ATT GCA G gtadtggac
ttgaagttct tttgadgaa tgtatctad cgtadtagt tggasgaaa occtgttat asgtasdaa gadttgtca
agttttgagce-Exon5+100ttgctttcaagecdtatta ggadgaaa tgtcgecttt acaaggeag (931 b 10

Exon 6 und Exon 7; Codon 1912-222 und Codon 223-310,

cagaggcce ctaagtasgt ttgggegttt t Exon6-363-tgctggtge atcagtcac tgaaadga tggtgttgga

caggtada aa#tadct tgcadc ALU-ggcc ggoeaggtg octcaged gtadcccay cadttggga

ggcagaggeg gdggatcat gaggtcagga gattgagacce accggcta acacgtgaa accccadce tadaaaat
acaaaadh agccggoegt gotgoeggoc  gectgasgct  gasgcaggeg  aegocttga  acccgagey
gadtgcagt gagcogagat cgcgccadg cadccagcc tgggegacay aNagaadcc gtctcaaaaa
aaaaaaaaaattmctt geatttttt tcag GT GAT GGC TCA GTG TTC CGA GAC TTG
GTT ATT AAG TAC GGT GCA GTT GAC CCACTG TTG GCT CTC CTT GCA
GTT CCT GAT ATG TCA TCT TTA GCA gtaaggttac Exon7-91-taacagagta a@ttadca
cttcttcatt ctadttccc ccacttctc aaagacega acdctcet gcdat-Exon6+86 tttt tttccccca
(BO98N)TGT GGC TAC TTACGT AAT CTT ACC TGGACACTT TCT AATCTT
TGC CGC AAC AAG AAT CCT GCA CCC CCG ATA GAT GCT GTT GAG CAG
ATT CTT CCT ACC TTA GTT CGG CTC CTG CAT CAT GAT GAT CCA GAA
GTG TTA GCA GAT ACC TGC TGG GCT ATT TCC TAC CTT ACT GAT GGT
CCA AAT GAA CGA ATT GGC ATG GTG GTG AAA ACA GGA GTT GTG CCC
CAA CTT GTG AAG CTT CTA GGA GCT TCT GAA TTG CCA ATT GTG gtaa
Exon8-gttatt tadtgtaga ttaggacata agtatasgaagcagatcag gactggae-Exon7+58 gt gotagtgotg

gct ALU-cacact gtgtagccc ajcadttgg cpgacca@g caggiggatc actgaggtc aggagttcaa
gaccajcctg gccaacdtg tgaaajcccatctctadaa aatca@g aadtatctg gacdggtgg caqtgtctg

tadctcaactadcggopg getasggeag gagadtgct tgatctggag cagagetgea gtgac@maaatcgtgecdta
tadccdct ctcaaaaaaad®9_8J)....
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Exon 8 und Exon 9; Codon 311-388 und Codon 389449

....ALU cal120bp..ttttttttttttcag ACT CCT GCC CTA AGA GCC ATA GGG AAT ATT
GTC ACT GGT ACA GAT GAA CAG ACT CAG GTT GTG ATT GAT GCA GGA
GCA CTC GCC GTC TTT CCC AGC CTG CTC ACC AAC CCC AAAACT AAC
ATT CAG AAG GAA GCT ACGTGG ACAATG TCA AACATC ACA GCC GGC
CGC CAG GAC CAG ATA CAG CAA GTT GTG AAT CAT GGA TTA GTC CCA
TTC CTT GTC AGT GTT CTC TCT AAG gtaacaagt cttaggattt agcagtca tttttagtat
ttatagaad@ ctgtgcttga taagcttctt caqtgcaay gaa-Exon8+84 cttggg ttctadagg agtccttge

tgaacatac ccagtaaccc ttt Exon9-115 adta aggttggata gaacdtggt adttcagtc atgtttttg
tgaaaagta dcttggad cttatttgtg caadgttct gaadaaaac détccta tgtttadag(B0981) GCA
GAT TTT AAG ACA CAA AAG GAA GCT GTG TGG GCC GTG ACC AAC TAT
ACC AGT GGT GGA ACA GTT GAA CAG ATT GTG TAC CTT GTT CAC TGT
GGC ATA ATA GAACCG TTGATG AACCTC TTAACT GCA AAA GAT ACC
AAG ATT ATT CTG GTT ATC CTG GAT GCC ATT TCA AAT ATC TTT CAG
gtaggtccta tcaggtgoc tttgtttgaa tttggadtg atacadca gtttadatt tagadgg-Exon9+68 gg

ggagggeagce tgtaagttta dcadagta ayccacgaatcagaaage (B9 81 ...

Exon 10; Codon 450-499

..... ALU aaattggattttttttttttttag GCT GCT GAG AAA CTA GGT GAA ACT GAG
AAA CTT AGT ATA ATG ATT GAA GAA TGT GGA GGC TTA GAC AAA ATT
GAA GCT CTA CAA AAC CAT GAA AAT GAG TCT GTG TAT AAG GCT TCG
TTA AGC TTA ATT GAG AAG TAT TTC TCT GTA GAG gtgagtaag gatggtada
ttadaacaa ttggaaacatgtagtcaay gccaaggcc tttttttccc ttttaaaab aaytgtcata tctttgttaa
atatagtaaa #atcagtgt gcatggoaca tadgtadt atttgcced ctagtttgge ttgatggtaa taaascttt
ttaaatgag attttaaag tcaccaatt agtttcaaa gaacaadt gagaactta (B9 _81J)....
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Exon 11; Codon 500-530

..... tcctattgaa agtgagt tgggepagaa aaadatcg gectgtttgt gttadgtag tagctageat ttatgaatg
gcaaagtttc agagaccdc cdcdctat gtcaadad atadatc aacaygatt aaaygtgta aatgcagat
cagjacda Exonll-81 g agattaada cayadtcag otagoctgct gcttggada dtatatcet ttttatadt
attttttaa atatttccag GAA GAG GAA GAT CAA AAC GTT GTA CCA GAA ACT ACC
TCT GAA GGC TAC ACT TTC CAA GTT CAG GAT GGG GCT CCT GGG ACC
TIT AAC TTIT TAG ATCATGTAGC TGAGACATAA ATTTGTTGTG
TACTACGTTT GGTATTTTGT CTTATTGTTT CTCTACTAAG AACTCTTTCT
TAAATGTGGT TTGTTACTGT AGCACTTTTT ACACTGAAAC TATACTTGAA
CAGTTCCAAC TGTACATACA TACTGTATGA AGCTTGTCCT CTGACTAGGT
TTCTAATTTC TATGTGGAAT TTCCTATCTT GCAGCATCCT GTAAATAAAC-
195233 ATTCAAGTCC ACCCIT Tttct tgadtcacc agcctatgt gttgctttct adttggggcdttaagt

tgctagt gaa @ygtaactg tccaaatga tgggattaac cgaggtagt cctggctgea gtttttgcag asgadgaa
aacdtttct ggaaacctc agccagtgte tecttaagtc  tcattggeca gggpgatggg ctaadacq taadttaa

cdaadctc tgctggagct acaagggaa ttctttcctc ccaaattca agcogadg ggdtccaa gtaadcaq
gctgcacdg goectNatct gggaaaytac ccattetgt ttegttgatg aggggeaga gggcecaccag. (B9 81

4.4.2. Analyse der genomischen Struktur des KPNA2-Gens

Aus den Ergebnissen der PCR-Untersuchungen zur Ermittlung der Introngréf2en und der
Sequenzuntersuchungen 183t sich schlief3en, dald das KPNA2-Gen aus 11 Exons und 10
Introns besteht und ohre die Promotersequenz ene Grofe von ca 11000bp besitzt. Die
Ergebnise der genomischen Strukturanalyse des KPNA2-Gens snd in der Abbildung
4.18. auf der Seite 75 gaphisch dargestellt.
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