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5. Diskusson

5.1. DasKPNA2-Gen und dessn Bedeutung fur die Zelle

Das KPNA2-Gen kodiert ein Protein, das grofRe strukturelle Ahnlichkeit mit dem Produkt
des bei Drosophila melanogaster identifizierten Tumorsuppressorgens OHO 31 (TOROK
et a., 1999 besitzt und als SRP1a (WEIS et d., 1999 oder RCH1 (CUOMO et al., 1999
bezeéchret wird. Es besitzt mit dem Eiwei3 von OHO 31 eine Ubereinstimmung in der
Aminosaurensequenz von 495% und gehdrt zu ener Proteinfamilie (Importin a-
Proteinfamilie), deren Mitglieder als Rezetoren beim intrazdluldren Proteintransport
fungieren. Der Transport der im Cytoplasma synthetisierten Proteine in den Zellkern stellt
fur die Zelle enen Medhanismus dar, der, je nach Art des Proteins, in der Konsequenz
unterschiedliche Bedeutung besitzt. So wére z B. die mégliche Beteiligung eines nicht voll
funktionsfahigen KPNA2-Gens an der tumordsen Entartung einer Zelle bzw. an der
Beschleunigung der Tumorprogresson einer schon veranderten Zelle dadurch zu erklaren,
dald zdlzyklusregulierende und andere an der Tumorgenese betelligte Proteine avar im
Cytoplasma gebildet werden, jedoch bedingt durch einen defekten Transportrezeotor nicht
oder in nicht ausreichender Menge in den Zelkern gelangen. Zur Klarung deser
Hypothese bedarf es eines enormen Aufwandes an Zeit und Geld, der den Rahmen einer
Disertation weit Ubersteigen wirde. Des Weiteren befindet sich das Verstandnis der
Tumorentstehung und -entwicklung in grofen Teilen der Krebsforschung noch immer in
einer frihen Phase, deren Dauer durch die Komplexitét der Mechanismen wesentlich
mitbestimmt wird. Aus den angefihrten Grinden kann diese Arbeit lediglich eine

Grundlage fur weitere Forschungsvorhaben auf diesem Gebiet sein.
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5.2. Diephyskalische Kartierung des KPNA2-Gens

Alle Methoden zur Identifizierung von Krankheitsgenen fihren letztendlich zu
Kandidatengenen, fir die man im einzdnen testen mui3, ob sie mit der untersuchten
Krankheit tatsadilich zusammenhdngen. Wenn das Kandidatengen derselben
chromosomalen Tellregion zuzuordnen ist wie das Krankheitsgen, erhtht sich die
Wahrscheinlichkeit deutlich, dal3 die beiden identisch sind. Derartige positionsabhéngigen
Kandidatengenverfahren haben sich z. B. bel der Erforschung der Alzheimer-Krankheit
(betroffenes Gen: apoE), des familidren Melanomes [betroffenes Gen: p16, (SERRANO et
a. 1993 KAMB et a. 1994 NABORI et al. 1994] und des erblichen Nicht-Polyposis
Dickdarmkrebses (betroffene Gene: hMSH2, hMLH1, hPMS1, hPMS2) as shr wertvoll
erwiesen. Aufgrund der Geschwindigkeit der Zuordnung menschlicher Gene au
chromosomalen Teilregionen im Rahmen des Human Genome Project wird diese Methode
in den nAchsten Jahren eine vorherrschende Rolle spielen.

Die physkaische Kartierung des KPNA2-Gens dellt fir die Beabeitung der oben
angefuhrten Hypothese @ne Grundvorausstzung dar. Mit Hilfe des STS-Markers
17181738/ 18551834 aus der untrandatierten 3'-Region der KPNA2-cDNA-Sequenz
und unter Verwendung des Somatic Cell Hybrid Mapping Pand # 1 (vgl. Kap. 4.1.1,;
S. 51) konnte das Gen dem Chromosom 17 zugeordnet werden. Dabei ist zu beaditen, dal3
das fur das Chromosom 17 typische Muster (Hybride 1-15:. positiv, Hybride 16-18:
negativ) das Muster aler anderen Chromosomen (auf3er der Chromosomen 9, 16 wnd X)
Uberdedkt. Aus diesem Grund wurden die Zellhybride eneut untersucht, und zwar mit
einer exonbasierenden, introntiberspannenden Primerkombination 6-25 / 189169 aus der
5-Region der KPNA2-cDNA-Sequenz. Es zegte sich sowohl ein Produkt in der
Groélenordnung der cDNA-Sequenz (ca 180bp), als auch ein Produkt in der Grofe von ca
1400bp. Das Hybridmuster der 180 bp grof¥en Bande egab eine vollstandige Konkordanz
mit dem Muster fur das Chromosom 4, was darauf hindeutet, da3 sich auf dem
Chromosom 4 ein prozessertes Pseudogen des KPNA2-Gens befinden konnte. Das
Ergebnis der 1400 bp golReen Bande stimmt mit dem des 3 -STS-Markers Uberein und
unterstiitzt somit die Aussage, dald sich das KPNA2-Gen auf dem Chromosom 17 befindet.
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Die weitere Eingrenzung der Position des KPNA2-Gens erfolgte mit Hilfe ener
genomischen DNA-Bibliothek, die unter Verwendung von Hefezdlen mit kinstlichen
Hefedromosomen (YACs) erstellt wurde und kommerziell angeboten wird. Die
Untersuchung der CEPH Human mega YAC Bibliothek mit dem STS-Marker 17181738/
18551834 ergab funf positive Klone, die komplett aus dem YAC-Contig WC 17.9 des
Center for Genome Research des Whitehead Institute for Biomedical Research stammen.
Das YAC-Contig befindet sich auf dem distalen Abschnitt des langen Armes des
Chromosomes 17, woraus man schliefen kann, da’3 sich das KPNA2-Gen ebenfalls in
dieser Region befindet. Eine weitere Untersuchung einzdner YAC-Klone ais diesem
Kontig mit Markern aus der Region 1702224 lies eine weitere Prazsierung der
Positionsangaben zu. Des Weiteren konnte das KPNA2-Gen zwischen dem STS Marker
D17S2020 und dem Mikrosatellitenmarker D17S1870 lokalisiert werden (vgl. Abb.4.2.).
In kinstlicher Hefedhromosomen lassen sich sehr grof3e DNA-Fragmente (bis zu 2 Mb)
klonieren, was jedoch den Nadtell besitzt, da3 sich in einem Klon oft Fragmente von
unterschiedlichen (sog. chimdre Klone) bzw. einzdnen Chromosomen befinden. Um
Fehler, die aifgrund dieser Tatsadche entstehen konnen, zu minimieren, wurde ene weitere
physikalische Kartierung mit Hilfe von 5 somatischen Zellhybriden mit chromosomalen
Fragmenten aus der Region 17q vorgenommen. Die definierten Bruchpunkte der
enthaltenen Fragmente lasen eine weitere Prazsierung der Positionsangaben in der Form
zu, dal3 sich das KPNA2-Gen in der Region 17g23befindet. In der Literatur werden von
verschiedenen Autoren tumorgenetische Verédnderungen in dieser Region heschrieben
(LEGGETT et al., 1994 BARLUND et al., 1997). Es ist durchaus denkbar, dai? ein Teil
der beobadhteten Veranderungen auf eine Beteligung des KPNA2-Gens an der

Tumorentstehung und —entwicklung zurtickzufihren sind.
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5.3. DieKonstruktion eines PAC-/BAC-Contigs und dessen Bedeutung

Durch die Herstellung von DNA-Bibliotheken auf der Bass kinstlicher
Bakterienchromosome (BACs) und Bakteriophagen Pl-abgeleiteter kinstlicher
Chromosomen (PACs) wurden die Nadtele der YACs grofdenteils Uberwunden. Die
eingefligten DNA-Fragmente sind trotz ihrer Grof3e von ca 100 bis 300 bp relativ stabil
und de Mdglichkeit der Entstehung von Chiméren ist sehr gering. Weiterhin hetet die
Verwendung deser Klonierungsvektoren durch  den Einsatz  neuentwickelter
Fluoreszenzmarkierungen (Rhodamin) in  Verbindung mit hochsensitiven
Detektionsverfahren die Moglichkeit der direkten Sequenzierung, d.h. die vorherige
Amplifikation der DNA, z.B. durch PCR, ist nicht notwendig. Die Bedeutung der
Direktsequenzierung ist bel der Konstruktion eines eigenen Klon-Contigs und bel der
Untersuchung der genomischen Struktur eines Gens enorm hoch. Einerseits ist man
dadurch in der Lage, die Endsequenzen der genomischen Insertionsfragmente mit relativ
geringem Aufwand zu detektieren, was fir die Erstellung des Contigs und Sicherstellung
der Kontinuitdt durch die Herstelung und Verwendung spezfischer STS-Marker
unabdingbar ist. Andererseits ist durch dieses Verfahren die Moglichkeit gegeben, von
einer bekannten DNA-Sequenz (Exon) direkt in einen unbekannten Sequenzbereich
(Intron) vordringen zu konnen. Des Weiteren ermdglichen Kenntnise der exakten
Positionierung benachbarter Gene aueinander bzw. zu repetitiven Sequenzen, wie z B.
Mikrosatellitenmarkern  in~ Verbindung mit  Ergebniseen  von  Heterozygotie-
verlustuntersuchungen, Aussagen Uber eine mogliche Beteiligung des jewelligen Gens an

der Entstehung und Entwicklung bestimmter Erkrankungen.
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Die Kongtruktion eines eigenen BAC-/PAC-Contigs, welches die Region um das KPNA2-
Gen abdedken sollte, stellte sich als auRerst schwierig dar. Sowohl eigene PCR-
Untersuchungen als auch Ergebnise aus Sequenzvergleichen mit Hilfe des BLAST severs
ergaben, dal3 die Region, in der sich das KPNA2-Gen befindet, mindestens verdoppelt
vorliegt. Der bereits vollstandig sequenzierte PAC A13_245 der im Internet unter der
|dentitétsnummer AC003663 verfigbar ist, enthdlt Fragmente des KPNA2-Gens, die
tellweise exonischen und tellweise intronischen Ursprungs snd und hdchstwahrscheinlich
ein nicht prozessertes Pseudogen darstellen. Aul3erdem ist in der Datenbank eine mRNA-
Sequenz unter der Identitétsnummer AA604760 zu finden, die ebenfalls verdnderte
Fragmente des KPNA2-Gens enthdlt und duch eine hohe Sequenzidentitdt mit grofRer
Sicherheit dem oben angefiihrten Pseudogen zuzuordnen ist. Da dieser mRNA-Klon
zusdtzlich Sequenzen des FAC1-Genes enthdlt, die ebenfalls auf dem PAC A1l3 245
wiederzufinden sind, wird die Theorie, dal3 die mMRNA genau desen DNA-Abschnitt
widerspiegelt erhartet. Weiterhin mul3 jedoch durch das Fehlen eines Leserasters die

biologische Wirksamkeit (Trandation) stark angeaweifelt werden.
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5.4. LOH-Untersuchungin der Region 17g23 und allgemeiner Mikrosatellitenstatus

Die LOH-Untersuchung der kolorektalen Karzinome in der Region 1723 ergab einen
durchschnittlichen Verlust der Heterozygotie von insgesamt 34,37 %, wobel jedoch
11,6 % fraglich sind. Am héaufigsten verloren waren die Regionen, in denen sich die
Marker D17S1813 (insges. 48,3 %; fraglich 20,7 %) und D1751870 (insges. 44,4 %;
fraglich 5,5 %) befinden. Die Untersuchung der Mammekarzinome egab ein dhnliches
Bild. Insgesamt traten bei 35,18 % der untersuchten Proben Heterozygotieverluste auf, von
denen 1383 % fraglich sind. Die Marker mit der hochsten Verlustrate sind auch her
D1751813 (insges. 44 %,; fraglich 12 %) und D17S1870 (insges. 40 %; fraglich 13,3 %).
Eine &nlich hohe Verlusthaufigkeit ist bel den Mammakarzinomen im Gegensatz zu den
Kolonkarzinomen auch bei dem Marker D17S789 (Mamma: insges. 47,8 %; fraglich
26,1 %; Kolon: insges. 259 %; fraglich 11,1%) zu beobadten. Daraus lat sich
schlu¥folgern, dal3 die verlorene Region bei den Mammakarzinomen grof3er ist als bei den
Kolonkarzinomen. Es ist ebenso denkbar, dal3 die Brustkrebszdlen haufiger as die
Darmkrebszdlen den ganzen langen Arm des Chromosom 17 bzw. das komplette
Chromosom verlieren. Die Kolonkarzinome wurden zusdtzlich mit 6 weiteren
Mikrosatellitenmarker  untersucht und zdgten dabel einen  durchschnittlichen
Heterozygotieverlust von insgesamt 51,83% (fraglich 5%). Dieser algemeine
Mikrosatellitenstatus ~ verdeutlicht durch den haufigen Verlust verschiedenster
chromosomaler Regionen die Komplexitét der Tumorentstehung und —entwicklung. Die
durch die beiden Mikrosatellitenmarker D1751870 wnd D17S1813 dfinierte Teilregion
der chromosomalen Region 17923 ist vor adlem bei den kolorektalen Karzinomen am
haufigsten verloren. Dies wiederum konnte én Hinweis darauf sein, dal3 sich dort ein Gen
befindet, welches in die Entstehung und Entwicklung von Darmkrebs involviert ist. Das
KPNA2-Gen befindet sich mach eigenen Untersuchungen zwischen den Markern
D1751870 / D17S1813 wd dem STS-Marker D17S2020 uwnd wéare demzufolge én
madgliches Kandidatengen. Diese Hypothese mul3 jedoch durch weitere Untersuchungen

bewiesen werden.
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5.5. Sequenz und genomische Struktur des KPNA2-Gens

Die Sequenzierung und de Untersuchung der genomischen Struktur ergab, dal3 das
KPNA2-Gen aus 11 Exons besteht und ohne den Promotor eine Gréfe von ca 11000bp
besitzt. Es ist auffdlig, dal3 auRer den Introns 4 und 5 alle weiteren Introns in der Phase 0
vorliegen. Das heildt, der grof@e Tell der Introns unterbricht die wdierende Sequenz
zwischen zwei nebeneinanderliegenden Codons. Im Fale @nes kompletten Exonverlustes
im Rahmen wvon tumorgenetischen Verdnderungen wirde e demzufolge nur bei der
Elemination der Exons 4, 5 und 6 zu einer Verschiebung des Leserasters und letztendlich
zu einem fruhzatigen Abbruch der Proteinsynthese kommen. Andererseits konnen auch
Exonverluste, die ohne Leserasterverschiebung einhergehen, die Wirksamkeit des
gebildeten Proteins beantraditigen. Die Sequenzuntersuchungen ergaben weiterhin, dal3
sich in den Introns 5, 7 und 9 ALU-Sequenzen befinden, das snd ca 280 bp lange
Wiederholungen, deren Funktion his heute unbekannt ist. Jedoch ist es denkbar, dal3 durch
das Vorhandensein mehrerer ALU-Sequenzen das Gen fir interne Deletionen und
Duplikationen besonders anféllig ist. Diesem Phanomen liegt der Mecdhanismus zugrunde,
dald es zuerst zur Paaung von nichtallelen, repetitiven Sequenzen komnt, gefolgt vom

Bruch und dem erneuten Verschmelzen der Fragmente.



