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1  Einleitung 

 

1.1       Das Ovarialkarzinom 

 

Das Ovarialkarzinom ist nach dem Endometriumskarzinom der zweithäufigste maligne Geni-

taltumor der Frau. Es steht an fünfter Stelle in der Rangfolge der Inzidenzen aller Tumoren 

(Engel et al., 2010). Jährlich erkranken circa 239.000 Frauen weltweit an einem Ovarial-

karzinom. Für Deutschland liegt diese Zahl bei 6.700 (Ferley et al., 2013). Die Häufigkeit 

nimmt dabei mit dem Alter zu, wobei das mittlere Erkrankungsalter bei etwa 60 Jahren liegt.  

Die Ätiologie des Ovarialkarzinoms ist bisher weitgehend unklar. Abgrenzbare Risikofakto-

ren sind neben dem Alter auch Ernährungs- und Umweltfaktoren. Zudem ist die Ovulation im 

Rahmen der Tumorentstehung von Bedeutung. Infertilität, Nulliparität sowie die medika-

mentöse Ovulationsinduktion und das polyzystische Ovarsyndrom gehen mit einem erhöhten 

Risiko einher. Schwangerschaften und die Einnahme von Kontrazeptiva stellen dagegen 

protektive Faktoren dar (Engel et al., 2010).  

Über 90% der Ovarialkarzinome treten sporadisch auf. Etwa 10% sind durch genetische Ver-

änderungen bedingt (Engel et al., 2010). Hier spielen unter anderem Mutationen in den Brust-

krebsgenen BRCA 1 und BRCA 2 eine Rolle (Schwarz-Böger et al., 2010). 

Die Stadieneinteilung des Ovarialkarzinoms erfolgt nach der TNM- und der Fédération de 

Gynécologie et d´Obstétrique (FIGO)-Klassifikation. Stadium I/T1 beschreibt dabei ein auf 

die Ovarien begrenztes Karzinom, während im Stadium II/T2 bereits eine Ausbreitung im 

kleinen Becken vorliegt. Im Stadium III/T3 befällt der Tumor das Peritoneum außerhalb des 

Beckens und das Stadium IV/T4 ist gekennzeichnet durch das Vorhandensein von Fern-

metastasen (Mayr et al., 2010). 

Die Standardtherapie des Ovarialkarzinoms setzt sich aus einer radikalen Operation und einer 

adjuvanten Kombinationschemotherapie mit Platin und Taxan zusammen. Durch dieses thera-

peutische Konzept konnte die Gesamtlebenszeit sowie das progressionsfreie Überleben der 

Frauen mit fortgeschrittenem Karzinom deutlich verbessert werden (Schmalfeldt et al., 2010). 

Dennoch geht das Ovarialkarzinom mit einer sehr hohen Mortalität einher. Weltweit ist eine 

Mortalitätsrate von etwa 152.000 und für Deutschland von circa 5.400 beschrieben (Ferley et 

al., 2013). Das Ovarialkarzinom steht somit auch bezüglich der Mortalität an der fünften  

Stelle aller maligner Tumoren und stellt die führende Todesursache durch Malignome des 

weiblichen Genitals dar (Engel et al., 2010). Dies ist unter anderem dadurch bedingt, dass die 



2 

 

Tumorerkrankung in der Mehrzahl erst spät erkannt wird. Die Problematik einer frühen     

Diagnosestellung ist zum einen auf einen Mangel an effektiven Screeningmethoden zurückzu-

führen und zum anderen auf das Fehlen charakteristischer Frühsymptome. Daraus resultierend 

weisen etwa zwei Drittel der Patientinnen bei der Erstdiagnose ein fortgeschrittenes Tumor-

stadium auf, bei dem sich bereits Metastasen gebildet haben. Hier liegt die Fünf-Jahres-

Überlebensrate unter 40% (Burges et al., 2010). Die Tumorausbreitung stellt somit, neben 

anderen Faktoren, wie der Größe des postoperativ verbliebenen Tumorrestes, der Histologie, 

dem Alter und dem Allgemeinzustand der Patientinnen, einen entscheidenden prognostischen 

Parameter dar (Mayr et al., 2010). Im Folgenden sollen daher wichtige Aspekte der Metasta-

sierung des Ovarialkarzinoms erläutert werden. 

 

 

1.2       Zellbiologische Aspekte der Metastasierung des  

            Ovarialkarzinoms             

 

Die Entstehung von Metastasen weist beim Ovarialkarzinom einige Besonderheiten auf   

(Abbildung 1). Im Gegensatz zu einer Vielzahl anderer solider Tumoren spielt hier die häma-

togene Metastasierung eine untergeordnete Rolle. Typisch für das Ovarialkarzinom sind hin-

gegen die direkte und die lymphogene Ausbreitung der malignen Zellen. Die Metastasierung 

über das Lymphsystem erfolgt dabei vorwiegend in pelvine und paraaortale Lymphknoten, 

während Ovarialkarzinomzellen per continuitatem benachbarte Organe, wie den Uterus, die 

Vagina, die Blase und das Rektum infiltrieren. Zudem breiten sich die Zellen diffus innerhalb 

der Peritonealhöhle aus. In dieser werden sie über die Peritonealflüssigkeit transportiert. Ein 

Befall weiterer Strukturen und Organe des Bauchraums, wie der Leber, dem Diaphragma oder 

dem großen Bauchnetz wird ermöglicht. Durch Adhärenz der malignen Zellen an dem Perito-

neum, das die Bauchhöhle auskleidet, kommt es zur Ausbildung der charakteristischen 

Peritonealkarzinose. Diese ist Ausdruck eines fortgeschrittenen Tumorstadiums und geht mit 

einer deutlich reduzierten Lebenserwartung einher (Naora und Montell, 2005).  

Die Progression vom lokal begrenzten Primärtumor zur Bildung von Metastasen umfasst aus 

zellbiologischer Sicht eine Reihe von komplexen Schritten. Zu diesen zählt das Lösen der 

Tumorzellen von dem Primärtumor, die Angiogenese, der Eintritt der Zellen in das Gefäß-

system, die Invasion in umgebende Strukturen, die zelluläre Migration sowie die weitere   

Proliferation in sekundären Regionen. Diesen Prozessen liegen Veränderungen zahlreicher 
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physiologisch wichtiger zellulärer Funktionen zugrunde (Woodhouse et al., 1997; Berger et 

al., 2005). Die Zelladhäsion spielt unter diesen eine besonders wichtige Rolle. Sie beinhaltet 

sowohl den Kontakt zwischen einzelnen Zellen untereinander als auch zwischen einer Zelle 

und der extrazellulären Matrix (EZM). Die EZM stellt dabei ein komplexes, die Zellen umge-

bendes Gerüst dar. Sie besteht hauptsächlich aus sezernierten Makromolekülen, zu denen 

Polysaccharide und hochmolekulare Proteine, wie Kollagen (Kol), Vitronektin (VN), Fibro-

nektin (FN) und Laminin gehören. Verschiedene Zelladhäsionsrezeptoren sind an der Ausbil-

dung von Zellkontakten beteiligt. Bei diesen handelt es sich um transmembrane Proteine, zu 

denen unter anderem die Integrine und die Cadherine zählen (Okegawa et al., 2004). Zell-

adhäsive Phänomene sind an nahezu allen Schritten der Metastasenbildung beteiligt. So er-

möglicht beispielsweise ein Verlust der interzellulären Adhäsion das Lösen maligner Zellen 

aus dem Gewebeverband und eine unkontrollierte Proliferation. Die Zellmotilität und das in-

vasive Potential steigen an (Hirohashi, 1998; Wijnhoven et al., 2000). Diese Eigenschaften 

wiederum sind stark abhängig von der Ausbildung zellulärer Kontakte mit der Umgebung. 

Interaktionen mit der EZM werden von malignen Zellen genutzt, um sich fortzubewegen, sich 

invasiv in umgebende Strukturen auszubreiten und sich folglich in entfernte  Körperregionen 

abzusiedeln (Felding-Habermann, 2003). 

Auch für die Progression des Ovarialkarzinoms ist die Zelladhäsion von entscheidender Be-

deutung. Dies zeigt sich unter anderem in dem charakteristischen Bild des fortgeschrittenen 

Tumorstadiums, das durch das Vorhandensein von einerseits adhärenten Zellen im Bereich 

des Primärtumors sowie der Absiedlungsorte und andererseits gelösten, frei in der 

Peritonealflüssigkeit befindlichen Zellen gekennzeichnet ist (Naora und Montell, 2005). 

Die Beteiligung der Zelladhäsion an der Metastasenbildung macht deutlich, wie wichtig eine 

koordinierte, ausgewogene Regulierung von Adhäsionsmolekülen ist. Diese stellt einen kom-

plexen Prozess dar. Adhäsionsrezeptoren sind auf der Zellmembran in multimolekularen 

Netzwerken organisiert, wodurch die Ausbildung von Zellkontakten ermöglicht und moduliert 

wird.  

Die molekularen Mechanismen, die den veränderten zellulären Eigenschaften im Rahmen der 

Tumorprogression zugrunde liegen und malignen Zellen die Fähigkeit zur Metastasierung 

verleihen, sind bisher noch nicht genau bekannt. Analog zu Protoonkogenen und Tumor-

suppressorgenen, die positiv oder negativ auf die Entstehung von Primärtumoren einwirken, 

existieren auch für den komplexen Vorgang der Metastasierung sowohl stimulierende als 

auch supprimierende Faktoren.  

 



4 

 

 

Abbildung 1. Schematische Darstellung der Metastasierung des Ovarialkarzinoms  

Durch die Modulierung der Zelladhäsion können sich maligne Zellen vom Primärtumor im    

Bereich des Ovars lösen. Folgend erlaubt die Ausbildung von Zell/EZM-Kontakten die Migra-

tion der Zellen sowie eine Infiltration umliegender Organe. Die malignen Zellen können sich 

innerhalb der Bauchhöhle über die Peritonealflüssigkeit diffus ausbreiten. Hier werden die    

Zellen an der Oberfläche der Organe und des Peritoneums wieder adhärent und es kommt zur 

Ausbildung solider Sekundärtumoren und der prognostisch ungünstigen Peritonealkarzinose. 

Neben der direkten Ausbreitung können Ovarialkarzinomzellen auch lymphogen in pelvine und 

paraaortale Lymphknoten metastasieren. Der hämatogene Ausbreitungsweg, z. B. in die Lunge, 

ist beim Ovarialkarzinom von geringer Bedeutung (modifiziert nach Naora und Montell, 2005). 

 

 

Metastasierungssuppressoren stellen Proteine dar, welche die Bildung von Metastasen kon-

trollieren und reduzieren. Diese protektive Funktion üben sie aus, indem sie für die Metasta-

sierung relevante zellbiologische Verhaltensmuster, wie die Adhäsion sowie auch die Migra-

tion und die Invasion, beeinflussen. Eine Vielzahl verschiedener Metastasierungssuppressoren 

ist bereits bekannt (Berger et al., 2005, Smith und Theodorescu, 2009). Im Fokus der vor-

liegenden Arbeit steht das Tetraspanin KAI1-Wildtyp (WT), dessen Funktion als Metastasie-

rungssuppressor 1995 bei einem genetischen Screening einer metastasierten Prostatakarzi-

nom-Zellreihe rat AT6.1 entdeckt wurde (Dong et al., 1995). Inzwischen ist eine Beteiligung 

dieses Proteins an der Tumorprogression vieler verschiedener maligner Tumoren, zu denen 

auch das Ovarialkarzinom zählt, beschrieben (Liu et al., 2000; Houle et al., 2002). 
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1.3       Der Metastasierungssuppressor KAI1-Wildtyp 

 

1.3.1     KAI1-Wildtyp, ein Mitglied der Tetraspanin-Superfamilie  

 

KAI1-WT ist identisch mit dem Leukozytenoberflächenprotein CD (Cluster of differen-

tiation) 82 und dem C33 (Bienstock und Barrett, 2001). Das Gen, welches das aus 267    

Aminosäuren bestehende Protein kodiert, befindet sich auf dem Chromosom 11p11.2 (Dong 

et al., 1995). 

KAI1-WT gehört zu den Tetraspaninen (auch transmembrane 4 superfamily = TM4SF ge-

nannt), einer Gruppe transmembraner Proteine mit circa 32 Mitgliedern, die in variabler    

Expression auf nahezu allen humanen Zellen vorkommen (Hemler, 2001; 2003). Tetraspanine 

besitzen eine charakteristische Struktur (Abbildung 2). Sie bestehen aus vier Transmembran-

domänen sowie einer kleinen und einer großen extrazellulären Schleife. Intrazellulär befindet 

sich eine weitere Schleife sowie der N- und C-terminale Bereich des Proteins (Stipp et al., 

2003; Maecker et al., 1997; Levy und Shoham, 2005b).  

Die Transmembrandomänen sind unter den Tetraspaninen hochkonserviert. In den Trans-

membrandomänen 1, 3 und 4 befinden sich charakteristische polare Aminosäuren (Asparagin, 

Glutamin und Glutamat). Diese tragen zur Selbstassoziation der Proteine bei und sind wichtig 

für die Interaktion von verschiedenen Tetraspaninen untereinander sowie mit anderen Ober-

flächenmolekülen (Stipp et al., 2003; Bari et al., 2009).  

Die große extrazelluläre Schleife weist unter den Tetraspaninen in Hinblick auf die Struktur 

die geringste Ähnlichkeit auf (Levy und Shoham, 2005a). Sie ist in eine konstante Region, 

bestehend aus drei α-Helices, und eine variable Region mit zwei α-Helices gegliedert 

(Kitadokoro et al., 2001). In der variablen Domäne befinden sich vier konservierte Cysteine. 

Von diesen sind zwei in das charakteristische Cystein-Cystein-Glycin (CCG)-Motiv inte-

griert. Je nach Tetraspanin existieren noch weitere Cysteine, was die Abgrenzung einzelner 

Tetraspanine voneinander erlaubt (Levy und Shoham, 2005b). KAI1-WT besitzt sechs dieser 

Aminosäuren (C149, C150, C174, C176, C193, C216), die in drei typischen Motiven (CCG, 

CSC, EGC) auftreten. Die Cysteine bilden untereinander Disulfidbrücken aus, was für die 

Proteinstabilität und die korrekte Faltung entscheidend ist (Bienstock und Barrett, 2001). Die 

variable Region der großen extrazellulären Schleife der Tetraspanine ist für die Vermittlung 

spezifischer, heterogener Interaktionen verantwortlich, während der konstante Bereich an 

Tetraspanin/Tetraspanin-Wechselwirkungen beteiligt ist (Kitadokoro et al., 2001; Seigneuret 

et al., 2001).  
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KAI1-WT besitzt in der großen extrazellulären Schleife zudem drei Bereiche für eine           

N-Glykosylierung (Asn129, Asn157, Asn198) (Bienstock und Barrett, 2001). Das Maß der  

N-Glykosylierung variiert in verschiedenen Geweben. Sie ist unter anderem für die Assozia-

tion mit Integrinen wichtig (Ono et al., 2000).  

Über die aus 17 Aminosäuren bestehende kleine extrazelluläre Schleife des Tetraspanins 

KAI1-WT (Bienstock und Barrett, 2001) ist noch wenig bekannt. Studien über andere 

Tetraspanine, wie das CD81, lassen eine Beteiligung bei der Faltung der großen Schleife 

vermuten (Masciopinto et al., 2001).  

Die intrazelluläre Schleife von KAI1-WT enthält vier Aminosäuren, wobei die Cysteine nahe 

der Zellmembran (C74, C83) palmitoyliert sind (Zhou et al., 2004).  

In den zytoplasmatischen Termini weist KAI1-WT zehn Aminosäuren im N-terminalen    

Bereich und 14 Aminosäuren in der C-terminalen Region auf (Bienstock und Barrett, 2001). 

Diese enthalten Erkennungssequenzen für den Einbau des Proteins in das richtige Komparti-

ment und fungieren als Verbindung zum Zytoskelett sowie zu intrazellulären Signalmolekülen 

(Stipp et al., 2003; Charrin et al., 2009). Angrenzend an die Transmembrandomänen befinden 

sich in diesen Bereichen drei weitere Cysteine (Cys 5, Cys 251, Cys 253). Diese sind, wie die 

Cysteine der intrazellulären Schleife, palmitoyliert (Zhou et al, 2004). Die Palmitoylierung 

spielt eine wesentliche Rolle bei der Interaktion von Tetraspaninen untereinander und mit 

anderen Transmembranproteinen (Berditchevski et al., 2002; Charrin et al., 2002; Yang et al., 

2002).  

 

Die Fähigkeit, Verbindungen sowohl untereinander als auch mit einer Vielzahl an weiteren 

Proteinen einzugehen, zählt zu den bedeutendsten Eigenschaften der Tetraspanine. Diese stellt 

die Grundlage für die Ausbildung eines transmembranen, multimolekularen Netzwerks, dem 

tetraspanin web, dar. Da Tetraspanine keine intrinsische katalytische Aktivität besitzen, üben 

sie ihre Funktionen im Rahmen der Vermittlung von Protein/Protein-Interaktionen in diesen 

Komplexen aus (Charrin et al., 2009). Dabei ist über das tetraspanin web zum einen eine  

laterale Amplifikation von Signalen über die Zellmembran möglich. Zum anderen können die 

Tetraspanine durch ihre Fähigkeit, sowohl mit extrazellulären Proteinen als auch mit intrazel-

lulären Signaltransduktionsmolekülen zu interagieren, als “Transmembran-Linker“ fungieren 

(Stipp et al., 2003). Je nach Zelltyp und Zustand der Zelle setzt sich das tetraspanin web aus 

unterschiedlichen Tetraspaninen sowie verschiedenen assoziierten Proteinen zusammen und 

trägt so zu den zelltypspezifischen Funktionen und deren Regulierung bei (Levy und Shoham, 

2005b).  
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Abbildung 2. Schematische Darstellung eines Tetraspanins  

Tetraspanine bestehen strukturell aus vier Transmembrandomänen (TM 1-4), einer kleinen 

(SEL) und einer großen (LEL) extrazellulär gelegenen Schleife. Intrazellulär befindet sich 

eine weitere Schleife sowie das N- und C-terminale Ende. Die große extrazelluläre Schleife 

besteht aus einem konstanten (a, b, e) und einem variablen Bereich (c, d). Hier befindet sich 

das hochkonservierte Cyctein-Cystein-Glycin (CCG)-Motiv, das mit zwei weiteren charak-

teristischen Cysteinen (C) Disulfidbrücken ausbildet. Je nach Tetraspanin treten in diesem  

Bereich noch weitere Cysteine auf, die ebenfalls Disulfidbrücken bilden. Im zytoplas-

matischen Bereich der Tetraspanine befinden sich nahe der Zellmembran Palmitoylierungs-

stellen an Cysteinen. Die Transmembrandomänen enthalten die hochkonservierten polaren 

Aminosäuren Asparagin, Glutamin und Glutamat (N, E) (modifiziert nach Levy und 

Shoham, 2005b). 

 

 

Die Wechselwirkungen der Tetraspanine finden dabei auf unterschiedlichen Ebenen statt. 

Prinzipiell werden direkte und indirekte Interaktionen unterschieden. Die erste Ebene be-

schreibt direkte oder primäre Verbindungen von Tetraspaninen zu anderen Proteinen. Ein 

bedeutender Aspekt dieser ist die Zelltypspezifität. Interaktionen der ersten Ebene sind gegen-
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über starken Detergenzien stabil. Die zweite Ebene stellt die Assoziation von Tetraspaninen 

mit weiteren Tetraspaninen dar. Diese Wechselwirkungen ermöglichen das Zusammenführen 

von primären Komplexen und somit die Ausbildung eines multimolekularen Netzwerks. Sie 

sind indirekt und nur gegenüber milden Detergenzien stabil. Die dritte Ebene beschreibt die 

indirekten Interaktionen der Tetraspanine mit anderen Proteinen. Diese Verbindungen werden 

selbst in milden Detergenzien zerstört, während sie in weniger hydrophoben Detergenzien 

erhalten bleiben (Hemler, 2001; Levy und Shoham, 2005a).  

Die Interaktion mit diversen Molekülen ermöglicht es Tetraspaninen, auf eine Vielzahl zell-

biologischer Prozesse Einfluss zu nehmen. Tetraspanine regulieren zelluläre Funktionen, wie 

die Adhäsion, die Migration, die Differentierung und die Proliferation (Ruseva et al., 2009; 

Abe et al., 2009; Lagaudrière-Gesbert et al., 1997; Malik et al., 2009;  Yáñez-Mo et al., 1998; 

Mela und Goldman, 2009; Takahashi et al., 2007; Deissler et al., 2007). Im Rahmen der 

Modulierung dieser Zellaktivitäten beeinflussen sie unter anderem die Immunantwort (Levy 

und Shoham, 2005b), das Nervenwachstum (Mela und Goldman, 2009; Schmidt et al., 1996; 

Stipp und Hemler, 2000) und vaskuläre Vorgänge (Zhang et al., 2009). Zudem sind die 

Tetraspanine in pathophysiologische Prozesse involviert. Von großer Bedeutung ist dabei ihre 

Rolle bei der Tumorentstehung und der Tumorprogression. Die verschiedenen Tetraspanine 

sind hieran auf unterschiedliche Art und Weise beteiligt (Boucheix et al., 2001). Die Funktion 

von KAI1-WT als Metastasierungssuppressor wird im folgenden Abschnitt genauer erläutert. 

 

 

1.3.2     Die Funktion des KAI1-Wildtyp als Metastasierungssuppressor 

 

Die prominenteste bislang beschriebene Rolle spielt das Tetraspanin KAI1-WT bei der Redu-

zierung der Metastasenbildung. Es besteht eine inverse Korrelation zwischen der Expression 

von KAI1-WT und dem invasiven sowie dem metastatischen Potential von soliden Tumor-

zellen (Jackson et al., 2000a; Miyazaki et al., 2000; Ow et al., 2000; Uzawa et al., 2002; Liu 

et al., 2003).  

Ein Zusammenhang zwischen einer verminderten KAI1-WT-Expression und der Tumorpro-

gression ist für eine Vielzahl von verschiedenen malignen Tumoren bereits beschrieben. Zu 

diesen gehören das Ovarial- (Liu et al., 2000; Houle et al., 2002), das Mamma- (Yang et al., 

1997; 2000), das Hepatozelluläre- (Guo et al.; 1998, Sun et al., 1998), das Pankreas- (Guo et 

al., 1996) und das Lungenkarzinom (Adachi et al., 1996) sowie auch das Cervix- (Liu et al., 

2001; Schindl et al., 2002), Ösophagus- (Miyazaki et al., 2000), Kolon- (Lombardi et al., 
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1999; Maurer et al., 1999), Schilddrüsen- (Chen et al., 2004b), Blasen- (Yu et al., 1997; Ow et 

al., 2000; Jackson et al., 2000a) und Magenkarzinom (Hinoda et al., 1998). Der Expressions-

verlust von KAI1-WT ist dabei mit einer schlechten Prognose verbunden (Schindl et al., 

2001; Adachi et al., 1996; Sho et al., 1998; Higashiyama et al., 1998).  

Anhand verschiedener in vivo-Studien konnte bereits gezeigt werden, dass eine experimen-

telle Reetablierung der im Laufe der Tumorprogression supprimierten endogenen KAI1-WT-

Expression die Bildung von Metastasen deutlich vermindert (Shinohara et al., 2001b; Yang et 

al., 2001; Xu et al., 2008).  

Das Tetraspanin KAI1-WT limitiert die Metastasierung, indem es innerhalb des tetraspanin 

webs die Signale der assoziierten Proteine reguliert und moduliert und auf diese Weise Ein-

fluss auf wichtige tumorzellbiologische Prozesse nimmt (Boucheix et al., 2001). Zu den    

Molekülen, mit denen KAI1-WT interagiert, gehören neben anderen Tetraspaninen, wie dem 

CD9, dem CD81 (Imai und Yoshie, 1993) und KITENIN (KAI1 COOH-terminal interacting 

Tetraspanin) (Lee et al., 2004; Rowe und Jackson, 2006), Adhäsionsrezeptoren, wie die 

Integrine (Mannion et al., 1996; Berditchevski und Odintsova, 1999; Ono et al., 2000; Ruseva 

et al., 2009) und Cadherine (Abe et al., 2008) sowie verschiedene weitere Oberflächenmole-

küle, wie Wachstumsfaktorrezeptoren (Odintsova et al., 2000; 2003), CD4 und CD8 (Imai et 

al., 1995; Imai und Yoshie, 1993), CD19 und CD46 (Horváth et al., 1998; Lozahic et al., 

2000), Major Histocompatibility Complex (MHC) Klasse I und II Moleküle (Szöllósi et al., 

1996; Lagaudrière-Gesbert et al., 1997; Hammond et al., 1998; Angelisová et al., 1994) und 

EWI2/PGRL (Zhang et al., 2003b). Zudem steht KAI1-WT in Wechselwirkung mit verschie-

denen intrazellulären Signalmolekülen, wie der Proteinkinase C (PKC) (Zhang et al., 2001) 

und der focal adhesion kinase (FAK) (Zhang et al., 2003a). 

Im Rahmen der zahlreichen Interaktionen innerhalb des tetraspanin webs moduliert KAI1-

WT die zelluläre Adhäsion, limitiert die migratorische Aktivität sowie die Invasion maligner 

Zellen (Ruseva et al., 2009; Ono et al., 1999; Takaoka et al., 1998; Jackson et al., 2000a; 

Yang et al., 2001; Zhang et al., 2003a; Sridhar und Miranti, 2006; Jee et al., 2007; Xu et al., 

2008) und hemmt die zelluläre Proliferation (Ruseva et al., 2009; Guo et al., 2005; Lu et al., 

2007; Bandyopadhyay et al., 2006).  

Die beschriebene protektive Funktion von KAI1-WT bei der Metastasenbildung unterstreicht 

die Wichtigkeit der Frage nach möglichen Ursachen für den Funktionsverlust von KAI1-WT. 

Bisher sind die Mechanismen, die für den Expressionsverlust von KAI1-WT verantwortlich 

sind, noch nicht hinreichend geklärt. Es gibt Hinweise, dass Veränderungen in der Regulie-

rung der Transkription durch Transkriptionsfaktoren eine Rolle spielen (Kim et al., 2005; 
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Shinohara et al., 2001a; Telese et al., 2005), während Mutationen, eine verstärkte Methy-

lierung der Promotorregion sowie ein Heterozygotieverlust am Genlokus nicht beteiligt zu 

sein scheinen (Jackson et al., 2000b; Miyazaki et al., 2000; Uzawa et al., 2002; Tagawa et al., 

1999). Neben der verminderten Expression von KAI1-WT sind zudem Veränderungen der 

posttranskriptionellen Modifikation beschrieben, die zu einem Verlust der Eigenschaft des 

KAI1-WT-Proteins als Metastasierungssuppressor führen können (Zhou et al., 2004; Ono et 

al., 1999; 2000).  

Ein weiterer potentieller Mechanismus, der die Funktion von KAI1-WT bei der Tumorpro-

gression beeinflusst, stellt die Produktion von Splice (SP)-Varianten dar. Durch Lee et al. 

(2003) ließ sich im Rahmen einer Studie über die Expression von verschiedenen Genen, die 

für die Metastasenbildung beim Magenkarzinom relevant sind, eine SP-Variante von KAI1 

identifizieren. Das folgende Kapitel soll einen Überblick über strukturelle und funktionelle 

Besonderheiten dieses Proteins geben.    

 

 

1.4       Die Splice-Variante des KAI1 (KAI1-Splice) 

 

Die SP-Variante des KAI1 ist ein Resultat des alternativen Splicings, welches einen beson-

deren Vorgang im Rahmen der Genexpression bei Eukaryonten darstellt. Bei dem Prozess der 

Transkription wird zunächst anhand einer DNA-Matrize eine entsprechende RNA gebildet. 

Das primäre Transkript enthält anschließend sowohl kodierende Basensequenzen (Exons) als 

auch nicht-kodierende Bereiche (Introns). Bei der Modifizierung dieses primären Transkripts, 

der sogenannten Prozessierung, werden bei dem Vorgang des Splicings die Introns herausge-

schnitten, während die Exons zur reifen mRNA, die als Vorlage zur Synthese der Proteine 

dient, verknüpft werden. Das alternative Splicing beschreibt einen Prozess, bei dem es wäh-

rend des Zusammenfügens der Exons zu Umorientierungen, Umlagerungen oder auch zum 

Auslassen dieser kommen kann. Auf diese Weise können aus einem Gen mehrere verschie-

dene mRNA-Moleküle und durch deren Translation auch variable Proteine entstehen. Diese 

können sich sowohl strukturell als auch funktionell voneinander unterscheiden (Netzker, 

2006). 

Die von Lee et al. (2003) identifizierte SP-Variante von KAI1 entsteht durch einem Verlust 

des Exons 7, einer Sequenz aus 84 Basenpaaren, im Rahmen des Prozesses des alternativen 

Splicings. Das Exon 7 kodiert für einen Bereich aus 28 Aminosäuren (215-242), der in der   

C-terminalen Region des Proteins lokalisiert ist. Das Fehlen dieses Exons bedingt somit eine 
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veränderte Proteinstruktur. Der distale Teil der großen extrazellulären Schleife und ein      

Bereich der vierten Transmembranregion des KAI1-WT-Proteins gehen verloren (Lee et al., 

2003) (Abbildung 3). 

 

 

 

 

Abbildung 3. Schematische Darstellung der Entstehung der Splice-Variante von 

KAI1  

Das Gen, welches das aus 267 Aminosäuren bestehende KAI1-WT-Protein kodiert, ist 

auf Chromosom 11p11.2 lokalisiert. Es besteht aus Introns (mit ■ gekennzeichnet), die 

bei dem Vorgang des Splicings herausgeschnitten werden sowie aus acht Exons (E1-E8, 

mit ■ gekennzeichnet), die bei diesem Prozess miteinander verknüpft werden. Im     

Rahmen des alternativen Splicings kommt es zu einem Verlust des Exons 7 (E7). Daraus 

resultiert eine veränderte Proteinstruktur. Der SP-Variante von KAI1 fehlt ein aus 28 

Aminosäuren (215-242) bestehender Teil im Bereich des C-Terminus (modifiziert nach 

Lee et al., 2003). 

 

 

Es existieren Hinweise darauf, dass sich diese strukturellen Abweichungen in einem Verlust 

der Funktion des Proteins als Metastasierungssuppressor widerspiegeln und somit ein Zu-

sammenhang zwischen der Expression von KAI1-SP und der Bildung von Metastasen besteht. 

Lee et al. (2003) zeigten in Gewebeproben von Magenkarzinompatienten mit vergleichsweise 

schlechter Prognose sowohl im Bereich des Primärtumors als auch in Lymphknoten- und 
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Peritonealmetastasen eine hohe Expression von KAI1-SP. Ebenso konnte die SP-Variante von 

KAI1 auch in Zellen unterschiedlicher anderer maligner Tumoren nachgewiesen werden. Der 

Vergleich verschiedener Kolonkarzinomzelllinien zeigte dabei eine stärkere Expression in 

Zelllinien mit großem Metastasierungspotential. Zudem ergaben Untersuchungen zum Ein-

fluss von KAI1-SP auf tumorbiologisch wichtige zelluläre Funktionen eine gesteigerte Motili-

tät und Invasivität nach Expression von KAI1-SP.  

An dem Verlust der protektiven Funktion des Proteins bei der Metastasenbildung scheint, 

basierend auf dem Fehlen des durch das Exon 7 kodierten Bereichs, eine veränderte Assozia-

tion mit verschiedenen Interaktionspartnern von KAI1-SP beteiligt zu sein. Dabei spielen 

Abweichungen in der Wechselwirkung mit Adhäsionsmolekülen, wie den Integrinen und dem 

E-Cadherin, eine wesentliche Rolle (Lee et al., 2003). Diese Adhäsionsrezeptoren und die 

Bedeutung ihrer Interaktion mit KAI1-Proteinen sollen daher im Weiteren genauer beschrie-

ben werden. 

 

 

1.5       Integrine: Wichtige Interaktionspartner der KAI1-             

            Proteine bei (tumor)zellbiologischen Prozessen  

 

1.5.1     Die Superfamilie der Integrine 

 

Integrine stellen eine Gruppe heterodimerer, transmembraner Glykoproteine dar, die sowohl 

die Adhäsion zwischen einzelnen Zellen als auch zwischen der Zelle und der EZM vermitteln 

(van der Flier und Sonnenberg, 2001; Hynes, 2002). Die Adhäsionsrezeptoren bestehen     

jeweils aus einer von 18 α- und einer von 8 β-Untereinheiten. Diese sind nicht-kovalent mit-

einander verknüpft. Variable Kombinationen der einzelnen Untereinheiten ergeben eine Viel-

zahl unterschiedlicher Integrine. Beim Menschen sind insgesamt über 24 verschiedene dieser 

Zelloberflächenrezeptoren bekannt, die in variabler Expression nahezu ubiquitär vorhanden 

sind (Hynes, 1992; 2002; Humphries, 2000).  

Beide Integrin-Untereinheiten stellen Typ I Transmembranproteine dar, die jeweils aus einer 

großen extrazellulären Liganden-Bindungsdomäne, einer hydrophoben transmembranen    

Region sowie einer kleinen zytoplasmatischen Domäne bestehen (Hynes, 1992). 

Die bislang einzige veröffentliche Kristallstruktur der extrazellulären Region der Zelladhä-

sionsmoleküle ist die des Integrins αvß3. Diese zeigt eine Zusammensetzung aus zwölf einzel-
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nen Domänen, die in eine Kopf- und zwei parallele Schwanzregionen eingeteilt werden kön-

nen. Über die Kopfregion erfolgt die Bindung von Komponenten der EZM (Xiong et al., 

2001). Diese Liganden-Bindungsdomäne wird von beiden Untereinheiten der Integrine gebil-

det, sodass nur die Heterodimerisierung einen Kontakt zur EZM ermöglicht. Hierbei determi-

niert die Kombination der verschiedenen Untereinheiten die Spezifität für den Liganden. Für 

die meisten Integrine sind jedoch mehrere Bindungspartner beschrieben und auch EZM-

Proteine binden nicht spezifisch an nur ein Integrin. Verschiedene Peptidsequenzen ermög-

lichen es den Zelladhäsionsrezeptoren, ihre Liganden zu erkennen. Ein Großteil der Integrine, 

unter anderem das Integrin αvß3, bindet das Arg-Gly-Asp (RGD)-Motiv. EZM-Proteine, die 

dieses Motiv besitzen, sind VN, FN, Kol, Fibrinogen und Laminin (van der Flier und Sonnen-

berg, 2001; Hynes, 1992). 

Die Interaktion der Adhäsionsrezeptoren mit EZM-Proteinen hängt zudem von der Bindung 

divalenter Kationen in der extrazellulären Region ab (Zhang und Chen, 2012). Diese sind  

essentiell für die Assoziation der beiden Untereinheiten und beeinflussen sowohl die Affinität 

als auch die Spezifität der Ligandenbindung (Gailit und Ruoslahti, 1988; Kirchhofer et al., 

1990; 1991; Zhang und Chen, 2012).  

Neben der Funktion als Adhäsionsmolekül stellen Integrine eine Verbindung zum Zytoskelett 

her und übernehmen wichtige Aufgaben bei der Übermittlung von Signalen über die Zell-

membran hinweg. Dabei können Integrine Signale sowohl aus dem Zellinneren nach außen 

vermitteln („inside-out signaling“) als auch umgekehrt (“outside-in signaling“). Diese         

bidirektionale Signaltransduktion stellt einen komplexen Prozess dar und beinhaltet eine 

Konformationsänderung der Adhäsionsrezeptoren mit Änderung des Aktivierungszustands, 

eine Clusterbildung der Integrine sowie die Formation eines großen intrazellulären Adhä-

sionskomplexes (Anthis und Campbell, 2011; Legate et al., 2009).  

Im Rahmen des „inside-out signalings“ beeinflussen Signale aus dem Zellinneren den Akti-

vierungszustand der Integrine, wodurch die Rezeptoraffinität und die Bindung des ent-

sprechenden Liganden reguliert werden. Durch Clusterbildung der Integrine kann dabei die 

Stärke der Zell/EZM-Bindung gesteigert werden. Beim „outside-in signaling“ dagegen führt 

die Bindung eines extrazellulären Liganden zu einer Integrinaktivierung, einer Clusterbildung 

und Akkumulierung intrazellulärer Signal- und Strukturmoleküle. Durch die Aktivierung ver-

schiedener zytoplasmatischer Signalkaskaden werden folgend multiple wichtige zelluläre 

Funktionen beeinflusst. Durch Änderung der Genexpression werden unter anderem das Zell-

überleben, die Differentierung und die Proliferation gesteuert. Zudem spielen Integrine durch 

ihren Kontakt sowohl zur EZM als auch zum Zytoskelett eine entscheidende Rolle bei der 
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Modulierung der Zellmigration (Anthis und Campbell, 2011; Legate et al., 2009). Diese    

Eigenschaft wird in Abschnitt 1.6 im Detail erläutert. 

 

 

Abbildung 4. Schematische Darstellung der Integrinstruktur und ihrer bidirektionalen 

Signaltransduktion 

Integrine bestehen aus einer α- und einer ß-Untereinheit, die nicht-kovalent miteinander verknüpft 

sind. Beide Untereinheiten stellen Typ I Transmembranproteine dar. Sie enthalten jeweils eine 

kurze membranständige und eine zytoplasmatische Domäne sowie eine große, komplexe extrazel-

luläre Region, über die nach Bindung von divalenten Kationen der Kontakt zu EZM-Proteinen er-

folgt. Durch Konformationsänderungen können Integrine ihren Aktivierungszustand und ihre Bin-

dungsaffinität ändern. Die Abbildung zeigt mittig ein Integrin mit geringer und rechts mit hoher 

Bindungsaffinität nach Rezeptoraktivierung. An dieser sind im Sinne einer bidirektionalen 

Signaltransduktion sowohl intrazelluläre als auch extrazelluläre Signale beteiligt. Die Rezeptor-

aktivierung geht mit einer Clusterbildung der Integrine und der Formation eines großen zyto-

plasmatischen Adhäsionskomplexes einher. Folgend können multiple zelluläre Funktionen beein-

flusst werden (modifiziert nach Young et al., 2013). 

 

 

Neben ihren regulatorischen Funktionen bei physiologischen Vorgängen sind Integrine in 

pathophysiologische zelluläre Prozesse involviert. Ihnen kommt eine entscheidende Bedeu-

tung bei der Tumorentstehung und -progression zu (Felding-Habermann, 2003, Desgrosellier 

und Cheresh, 2010). Das zelluläre Integrin-Expressionsmuster ist äußerst vielfältig. So expri-
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mieren auch Ovarialkarzinomzellen eine Vielzahl unterschiedlicher Integrine, die hier als Ad-

häsionsrezeptoren wesentlich in die Tumorpathologie involviert sind (Gardner et al., 1995; 

Bartolazzi et al., 1993; Bottini et al., 1993; Cannistra et al., 1995; Carreiras et al., 1995). In 

der vorliegenden Arbeit steht die Funktion des Integrins αvß3 beim Ovarialkarzinom im Vor-

dergrund.  

 

 

1.5.2     Die Rolle des Integrins αvß3 in der Tumorpathologie des  

             Ovarialkarzinoms 

 

Dem Integrin αvß3 kommt unter den zahlreichen verschiedenen Integrinen eine besondere 

Bedeutung zu. Es ist in die Tumorpathologie multipler maligner Tumoren involviert (Hapke 

et al., 2003; Dang et al., 2006; Hosotani et al., 2002; Ria et al., 2002; Wechsel et al., 1999; 

Cooper et al., 2002; Felding-Habermann et al., 2001; 2002; Vellon et al., 2006; Gladson et al., 

1991).  

In den Ovarien wird das Integrin αvß3 sowohl von normalen ovariellen Oberflächenepithel-

zellen als auch von Ovarialkarzinomzellen synthetisiert (Cruet et al., 1999). Die Tatsache, 

dass die Expression beim Ovarialkarzinom im Vergleich zu epithelialen Ovarialtumoren mit 

geringerem malignem Potential, sogenannten Borderline-Tumoren, erhöht ist (Liapis et al., 

1997), unterstreicht die Bedeutung des Integrin αvß3 für die Tumorprogression.  

Im Rahmen dieser spielt die Interaktion des Adhäsionsrezeptors mit dem charakteristischen 

umgebenden Milieu des Tumors eine zentrale Rolle. Das Integrin αvß3 tritt über verschiedene 

EZM-Proteine mit der zellulären Umgebung in Kontakt (Wildner, 2002; Hynes, 1992). VN 

stellt unter diesen den Hauptliganden dar (Horton, 1997). Diese spezifische Interaktion      

ermöglicht es dem Integrin αvß3, entscheidende zelluläre Funktionen, die Bestandteil des 

komplexen Prozesses der Metastasierung sind, zu beeinflussen. So moduliert das Integrin αvß3 

die Adhäsion von Ovarialkarzinomzellen und erhöht ihre migratorische Aktivität sowie auch 

ihre Proliferation (Carreiras et al., 1995; 1999; Hapke et al., 2003).  

Der Integrin αvß3-vermittelten Kontakt zwischen disseminierten malignen Zellen und 

Mesothelzellen des Peritoneums ermöglicht deren Implantation und somit die Entstehung der 

für das Ovarialkarzinom charakteristischen Peritonealkarzinose (Heyman et al., 2008).  

Zudem spielt das Integrin αvß3 eine wichtige Rolle bei der Angiogenese (Eliceiri und Cheresh, 

1999; 2000; Brooks et al., 1994a). Eine ausgeprägte Vaskularisierung stellt beim Ovarialkar-

zinom einen prognostisch ungünstigen Faktor dar (Elie et al., 2003). Die Bildung neuer     
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Gefäße fördert zum einen das Tumorwachstum, zum anderen stellt diese einen weiteren     

Metastasierungsweg dar. Durch die Interaktion des Integrins αvß3 mit dessen Ligand VN kön-

nen maligne Zellen an Endothelzellen haften. Folgend erlaubt die Assoziation des Integrins 

αvß3 mit der Matrix Metalloproteinase (MMP)-2 das Eintreten der Zellen in das Gefäßsystem 

und die weitere Ausbreitung (Leroy-Dudal et al., 2005a; 2005b). 

Es wird deutlich, dass das Integrin αvß3 in eine Vielzahl wichtiger zellulärer Prozesse bei der 

Progression des Ovarialkarzinoms involviert ist. Hierbei spielt die Vermittlung von Kontakten 

zur umgebenden EZM eine entscheidende Rolle. Mit dieser Zell/EZM-Adhäsion sehr eng 

verknüpft ist die zelluläre Migration, einer sehr wichtigen Eigenschaft maligner Zellen bei der 

Metastasierung. Im Folgenden sollen daher die Grundzüge der Zellmigration dargestellt wer-

den, wobei der Fokus auf der Funktion der Integrine liegt. 

 

 

1.6       Die zelluläre Migration 

 

Die zelluläre Migration ist essentiell für eine Vielzahl biologischer Prozesse. Sie spielt unter 

anderem eine Rolle bei der Wundheilung, der Embryogenese, bei Entzündungsreaktionen und 

der Angiogenese. Daneben stellt sie eine wichtige zelluläre Eigenschaft im Rahmen der    

Tumorprogression dar. Sie trägt entscheidend dazu bei, dass sich maligne Zellen invasiv in 

umgebende Strukturen ausbreiten und in entfernte Regionen absiedeln können (Lauffenburger 

und Horwitz, 1996).  

Die Zellmigration stellt einen komplexen Prozess dar, an dem eine Vielzahl von verschie-

denen Molekülen beteiligt ist. Unter diesen kommt den Integrinen eine besondere Bedeutung 

zu (Vicente-Manzanares et al., 2009).  

 

 

1.6.1     Die Rolle der Integrine bei der zellulären Migration 

 

Die Migration beruht auf einem Wechselspiel zwischen Adhärenz und Lösung der Zellen von 

der sie umgebenden EZM. Integrine stellen als EZM-Protein-Rezeptoren diese Verbindung 

her und vermitteln gleichzeitig über die Zellmembran hinweg einen Kontakt zum Zytoskelett, 

welches vor allem mit den Aktin- und Myosinfilamenten wesentlich an der migratorischen 

Aktivität beteiligt ist. Erst diese koordinierte Verbindung zwischen EZM-Proteinen, 
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Integrinen und Zytoskelettelementen erlaubt es Zellen, sich fortzubewegen (Ridley et al., 

2003; Vicente-Manzanares et al., 2009; Hood und Cheresh, 2002).  

Sowohl das Integrin αvß3 als auch dessen Hauptligand VN sind in migrierenden Ovarial-

karzinomzellen vorwiegend im Bereich der Zellfront lokalisiert (Carreiras et al., 1999). Hier 

kommt es ausgelöst durch verschiedene extrazelluläre Signale, wie zum Beispiel durch 

chemo- oder haptotaktische Reize, zur Ansammlung zahlreicher Integrine mit hoher Affinität 

für das entsprechende EZM-Protein. Nachdem ein Integrin-vermittelter Kontakt der Zelle zur 

EZM hergestellt ist, entstehen die charakteristischen fokalen Adhäsionsstellen mit Akkumu-

lierung intrazellulärer Signal- und Adaptermoleküle. Wichtige Bestandteile dieser Kontaktre-

gionen sind unter anderem verschiedene Proteinkinasen, wie die FAK, Phosphatasen sowie 

Vinculin, Talin und α-Aktinin, die die Einzelkomponenten verbinden. Im Rahmen dieser 

Komplexe wird die Anbindung der Integrine an das Zytoskelett vermittelt und diverse Signal-

kaskaden aktiviert (Giancotti und Ruoslahti, 1999; van der Flier und Sonnenberg, 2001; 

Anthis und Campbell, 2011; Legate et al., 2009). Über die Integrin-abhängige Aktivierung 

kleiner GTP-bindender Proteine aus der Familie der Rho-GTPasen (Rac, Rho, Cdc42) können 

Signalwege, die die Zelladhäsion sowie das Aktinnetzwerk der Zelle beeinflussen, initiiert 

und moduliert werden (Clark et al., 1998; Hall, 2005; Nobes und Hall, 1995; Legate et al., 

2009). Durch Reorganisierung des Zytoskeletts kommt es zur Polarisierung der Zelle. Das 

bedeutet, es bilden sich ein Aktin-reicher vorderer Zellpol und ein Aktin-armer hinterer Pol. 

Durch die Polymerisierung der Aktinfilamente an der Zellfront entstehen Filo- und 

Lamellipodien, welche Membranausstülpungen darstellen, die von der Zelle für die Protrusion 

genutzt werden. Während der Migration bewegen sich diese Membranstrukturen von der 

Vorderseite zur Rückseite der Zelle, indem sie durch die Aktinpolymerisierung nach hinten 

geschoben werden. Integrin-vermittelt werden an der Zellfront stetig neue Kontakte zur EZM 

geknüpft und parallel dazu bestehende Verbindungen zur EZM im hinteren Pol der Zellen 

aufgelöst. Die beteiligten Integrine werden durch Endozytose in die Zelle aufgenommen und 

anschließend abgebaut oder erneut verwendet, indem sie zum vorderen Zellpol transportiert 

werden. Die Aktivierung von zytoplasmatischen Aktin-Myosin-Einheiten (stress fibers), die 

eine Kontraktion des Zytoskeletts bedingen, erlaubt schließlich die Migration der Zelle, wobei 

der Zellkörper passiv nachgezogen wird (Vicente-Manzanares et al., 2009; Hood und 

Cheresh, 2002; Lauffenburger und Horwitz, 1996; Ridley et al., 2003).  
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Abbildung 5. Schematische Darstellung des zellulären Migrationsprozesses  

Die zelluläre Migration untergliedert sich in verschiedene Phasen. Die Reorganisierung des Zyto-

skeletts führt zu einer Polarisierung der Zelle. Das bedeutet, es bilden sich ein Aktin-reicher vorderer 

Zellpol und ein Aktin-armer hinterer Pol. Durch die Polymerisierung der Aktinfilamente im Bereich 

der Zellfront entstehen Membranausstülpungen in Migrationsrichtung, sogenannte Filo- und Lamelli-

podien. In diesen Bereichen werden Integrin-vermittelt neue Kontakte zur EZM ausgebildet, während 

bestehende Verbindungen zur EZM im, zur Migrationsrichtung betrachteten, hinteren Zellbereich 

gelöst werden und die beteiligten Integrine durch Endozytose internalisiert werden. In den Kontaktre-

gionen der Zelle auf dem entsprechenden EZM-Substrat entstehen die charakteristischen fokalen Ad-

häsionsstellen, die aus Integrinen sowie intrazellulären Signal- und Adaptermolekülen bestehen. Im 

Rahmen dieser Komplexe wird die Anbindung der Integrine an das Zytoskelett ermöglicht und diverse 

für die Migration essentielle Signalkaskaden aktiviert. Dabei nehmen auch externe Signale, wie 

Wachstumsfaktoren, Einfluss. Es kommt unter anderem nach Aktivierung der Phosphoinositid-3-

Kinase (PI3K) zu einer Stimulierung kleiner GTP-bindender Proteine aus der Familie der Rho-

GTPasen (Rac, Cdc42) und der Proteinkinase Akt. Die Fortbewegung der Zelle wird schließlich durch 

die Aktivierung von zytoplasmatischen Aktin-Myosin-Einheiten (stress fibers), die eine Kontraktion 

des Zytoskeletts bedingen, ermöglicht (modifiziert nach Jiang et al., 2009). 

 

 

Die Darstellung des Prozesses der zellulären Migration macht deutlich, dass dieser eine fein-

abgestimmte Integration extra- und intrazellulärer Signale fordert, an welcher die transmem-

branen Integrine mit ihrer Eigenschaft der bidirektionalen Signaltransduktion wesentlich be-

teiligt sind. Es liegt demnach nahe, dass Abweichungen in der Funktion der Integrine, wie sie 

im Rahmen der Tumorprogression beobachtet werden, zu einem veränderten motilen Zellver-

halten führen. Zum einen spielen hier Änderungen des Integrin-Expressionsmusters eine 

wichtige Rolle (Mizejewski, 1999). Zum anderen kann die Aktivität der Integrine durch die 

Interaktion mit anderen Zelloberflächenmolekülen innerhalb multimolekularer Netzwerke auf 

der Zellmembran beeinflusst werden. Zu diesen gehören beispielsweise Wachstumsfaktor-
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rezeptoren und auch verschiedene Tetraspanine. Im Rahmen dieser Wechselwirkungen beein-

flussen die verschiedenen Transmembranproteine jeweils die Signalgebung ihrer Interaktions-

partner. Einzelne Signalwege werden moduliert oder zum Teil erst ermöglicht. Auf diese 

Weise werden multiple zelluläre Funktionen, wie auch die Migration, reguliert (van der Flier 

und Sonnenberg, 2001; Porter und Hogg, 1998; Legate et al., 2009).  

Die Bedeutung der Wechselwirkung der Integrine, speziell des Integrins αvß3, mit dem 

Tetraspanin KAI1-WT und KAI1-SP für die Motilität von Ovarialkarzinomzellen stellt einen 

zentralen Punkt der vorliegenden Arbeit dar. 

 

 

1.6.2     Das Zusammenspiel von KAI1-Proteinen und Integrinen bei der  

             zellulären Migration 

 

Die Komplexbildung von Integrinen und Tetraspaninen spielt eine entscheidende Rolle bei 

der Tumorprogression (Hemler et al., 1996). An der Zellmigration, als tumorbiologisch wich-

tige zelluläre Eigenschaft, sind, wie im vorangehenden Kapitel beschrieben, zum einen 

Integrine wesentlich beteiligt. Zum anderen ist bekannt, dass das Tetraspanin KAI1-WT im 

Rahmen seiner Funktion als Metastasierungssuppressor die Motilität maligner Zellen limitiert 

(Zhang et al., 2003a, Sridhar und Miranti, 2006, Jee et al., 2007; Takaoka et al., 1998). Ein 

Zusammenspiel von Integrinen und KAI1-Proteinen bei der Regulierung der zellulären    

Migration ist demnach naheliegend.  

Das Tetraspanin KAI1-WT steht mit verschiedenen Integrinen, wie beispielsweise den 

Integrinen α3ß1, α4ß1 und α5ß1, in Verbindung (Mannion et al., 1996; Berditchevski und 

Odintsova, 1999; Ono et al., 2000). Ruseva et al. (2009) zeigten erstmalig auch eine 

Kolokalisierung des Integrins αvß3 mit KAI1-WT sowie funktionelle Wechselwirkungen   

dieser Proteine in humanen Ovarialkarzinomzellen. Sie gaben Hinweise darauf, dass KAI1-

WT durch die Regulierung der Funktion des Integrins αvß3 die zelluläre Motilität reduziert. 

Eine wichtige Rolle scheint hierbei die Modulierung bzw. die Stabilisierung der Integrin αvß3-

vermitteltelten Adhäsion an VN durch KAI1-WT zu spielen. Bisher sind die genauen Mecha-

nismen, über die KAI1-WT die Zellmigration hemmt, sowie die Rolle der Wechselwirkung 

mit Integrinen jedoch noch unzureichend geklärt.  

Einige Moleküle und Signalwege, die in die Modulierung der zellulären Motilität durch 

KAI1-WT involviert sind, sind dennoch bereits beschrieben. Ein wichtiger Mechanismus in 

diesem Zusammenhang ist die Regulierung von Tyrosinkinasen. Verschiedene Rezeptor-



20 

 

Tyrosinkinasen, wie der epidermal growth factor receptor (EGFR), c-Met und der platelet-

derived growth factor receptor (PDGFR) sind an dem Prozess der Migration beteiligt (Sridhar 

und Miranti 2006; Odintsova et al., 2000). Sie sind zum einen Bestandteil der Signalwege der 

Integrine (Sundberg und Rubin, 1996; Mitra et al., 2011; Moro et al., 2002) und interagieren 

zum anderen mit KAI1-WT (Sridhar und Miranti 2006; Takahashi et al., 2007; Odintsova et 

al., 2000; 2003). Sridhar und Miranti (2006) zeigten, dass KAI1-WT die Integrin-vermittelte 

Aktivierung von c-Met hemmt und auf diese Weise das invasive Potential maligner Zellen 

reduziert. Zudem ist bekannt, dass KAI1-WT im Rahmen einer Wechselwirkung mit dem 

EGFR EGF-induzierte Signalwege desensibilisiert und auch durch Endozytose des EGFR/ 

EGF-Komplexes die zelluläre Motilität beeinflusst (Odintsova et al., 2000). 

Ein weiterer Signalweg, über den KAI1-WT die Integrin-vermittelte Migration moduliert, 

beinhaltet intrazelluläre Scr-Kinasen, die FAK, p130cas und CrkII (Sridhar und Miranti 2006; 

Zhang et al., 2003a). Ebenso wird auch die Funktion der PKC, die als intrazelluläres Signal-

molekül mit ß1-Integrinen assoziiert ist und an der Zytoskelettreorganisierung sowie der Zell-

motilität beteiligt ist, durch KAI1-WT durch Phosphorylierung der Integrine beeinflusst 

(Zhang et al., 2001). Zudem gibt es Hinweise, dass KAI1-WT in die Endozytose von 

Integrinen involviert ist sowie die Reifung von ß1-Integrinvorstufen verzögert und somit 

durch Änderung des Integrin-Expressionsmusters Einfluss auf die migratorische Aktivität von 

Zellen nimmt (He et al., 2005; Jee et al., 2007).  

Die beschriebenen komplexen Interaktionswege zeigen, wie eng KAI1-Proteine und Integrine 

zusammenarbeiten und wie bedeutend diese Wechselwirkung für die Regulierung der zellulä-

ren Migration ist.  

 

 

1.7       Die Wechselwirkung der KAI1-Proteine mit dem Zell/Zell- 

            Adhäsionsrezeptor E-Cadherin  

 

Das E-Cadherin ist neben den Integrinen ein weiteres wichtiges Adhäsionsmolekül, das mit 

KAI1-Proteinen interagiert (Abe et al., 2008). Es gehört zu der Gruppe der klassischen 

Cadherine und bildet in epithelialen Geweben homophile Zell/Zell-Kontakte in Form von 

Adherens Junctions aus. E-Cadherin stellt ein transmembranes Glykoprotein dar, das in Form 

eines Dimers in die Zellmembran integriert ist (Gumbiner et al., 1988; Gumbiner, 1996; 2005; 

Baum und Georgiou, 2011). 
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Cadherine weisen in ihrem extrazellulären Teil eine variable Anzahl an charakteristischen, 

sich wiederholenden Cadherin-Domänen auf. E-Cadherin besitzt fünf dieser Domänen 

(Takeichi, 1995; Parisini et al., 2007; Ivanov et al., 2001). Durch die Bindung von 

Calciumionen in diesem Bereich wird die Ausbildung einer stabilen Proteinkonformation er-

möglicht, welche eine Voraussetzung für die Zelladhäsion darstellt (Overduin et al., 1995; 

Ozawa et al., 1990a; Nagar et al., 1996; Shapiro et al., 1995; Pokutta et al., 1994; Baum und 

Georgiou, 2011). Die E-Cadherin-vermittelte interzelluläre Adhäsion resultiert schließlich aus 

der Interaktion der extrazellulären Domänen zweier Cadherine benachbarter Zellen (Ivanov et 

al., 2001). 

Über die zytoplasmatische Domäne steht E-Cadherin mit verschiedenen Proteinen der 

Catenin-Familie in Kontakt, die eine Anbindung an das Zytoskelett ermöglichen (Ozawa et 

al., 1998; Shibamoto et al., 1995; Baum und Georgiou, 2011). Es existiert eine Bindungsstelle 

für p120-Catenin (Shibamoto et al., 1995; Reynolds et al., 1994; Staddon et al., 1995; Hu, 

2012) sowie für ß-Catenin und für Plakoglobin. Über ß-Catenin wird der Kontakt zu             

α-Catenin hergestellt (Hülsken et al., 1994; Oyama et al., 1994; Aberle et al., 1994; Baum und 

Georgiou, 2011), das entweder direkt mit dem Aktin-Zytoskelett interagiert (Rimm et al., 

1995) oder über Aktin-bindende Proteine mit diesem assoziiert ist (Knudsen et al., 1995; 

Weiss et al., 1998; Nieset et al., 1997; Watabe-Uchida et al., 1998; Baum und Georgiou, 

2011). Die Formation dieses Cadherin/Catenin-Komplexes ist essentiell für die Ausbildung 

stabiler interzellulärer Kontakte (Ozawa et al., 1990b; Shimoyama et al., 1992; Kawanishi et 

al., 1995; Oyama et al., 1994; Davis et al., 2003; Niessen et al., 2011; Baum und Georgiou, 

2011). 

Ein Verlust der E-Cadherin-vermittelten Zell/Zell-Adhäsion spielt eine wesentliche Rolle bei 

der Entstehung und der Progression maligner Tumoren (Hedrick et al., 1993; Wijnhoven et 

al., 2000; Birchmeier und Behrens, 1994; Semb und Christofori, 1998; Rodriguez et al., 2012;  

Hirohashi, 1998). Für verschiedene maligne Tumorentitäten, so auch für das Ovarialkarzi-

nom, ist eine verminderte Expression des E-Cadherins beschrieben (Fujioka et al., 2001; Imai 

et al., 2004; Voutilainen et al., 2006; Kokenyesi et al., 2003; Wang et al., 2013). Dieser Ex-

pressionsverlust ist ein wesentlicher Bestandteil der epithelial-mesenchymalen Transition 

(EMT). Diese beschreibt eine zellphänotypische Umwandlung im Rahmen der Tumorprogres-

sion, bei der epitheliale Zellen ihre zelltypspezifischen Eigenschaften verlieren und gleich-

zeitig mesenchymale Merkmale annehmen (Wheelock et al., 2008; Rodriguez et al., 2012; Le 

Bras et al., 2012).  
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Die verminderte E-Cadherin-vermittelte interzelluläre Adhäsion ermöglicht zudem, dass sich 

maligne Zellen vom Primärtumor lösen. Folglich nimmt ihre Motilität zu und die Kontakt-

hemmung entfällt. Es entsteht ein unkontrolliertes Zellwachstum und das invasive sowie das 

metastatische Potential der Zellen steigt (Frixen et al., 1991; Handschuh et al., 1999; 

Kokenyesi et al., 2003; Takeichi, 1993; Vleminckx et al., 1991; Rodriguez et al., 2012). Somit 

weisen Patientinnen mit Ovarialkarzinom, bei denen das E-Cadherin vermindert exprimiert 

wird, häufig ein fortgeschrittenes Tumorstadium und eine verstärkte Metastasenbildung auf 

(Yuecheng et al., 2006). Die Überlebensrate ist hier deutlich reduziert (Faleiro-Rodrigues et 

al., 2004).  

 

 

 

Abbildung 6. Schematische Darstellung des E-Cadherin/Catenin-Komplexes  

E-Cadherin stellt ein transmembranes Glykoprotein dar. Es liegt in Form eines Dimers vor und bildet 

in epithelialen Geweben homophile Zell/Zell-Kontakte aus. Die extrazelluläre Domäne enthält fünf 

charakteristische Cadherin-Domänen. Die Bindung von Calciumionen in diesem Bereich ermöglicht 

die Ausbildung einer stabilen Konformation, die essentiell für die Adhäsion ist. Die zytoplasmatische 

Domäne des E-Cadherins steht über den Cateninkomplex, der aus p120, ß-Catenin, α-Catenin und 

Aktin-bindenden Proteinen (Formin, Vinculin, ZO-I, Afadin, EPLIN/LIMAI, α-Actinin) besteht, mit 

dem Zytoskelett in Verbindung (modifiziert nach Baum und Georgiou, 2011). 
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Die genauen Mechanismen, die dem Expressionsverlust des E-Cadherins zugrunde liegen, 

sind noch nicht genau bekannt. Unter anderem scheinen eine Hypermethylierung der Pro-

motorregion und eine supprimierte Transkription dabei eine Rolle zu spielen (Yoshiura et al., 

1995; Batlle et al., 2000; Cano et al., 2000; Caldeira et al., 2006). Neben der reduzierten    

Expression sind jedoch auch weitere Ursachen für einen Funktionsverlust des E-Cadherins 

beschrieben, die zu einer Destabilisierung der Zell/Zell-Adhäsion führen. Zu diesen zählen 

verschiedene Mutationen des E-Cadherins und auch der assoziierten Catenine sowie ein Ex-

pressionsverlust der Catenine (Handschuh et al., 1999; 2001; Shimoyama et al., 1992; Morton 

et al., 1993; Kawanishi et al., 1995; Oyama et al., 1994).  

Für das Ovarialkarzinom gibt es zudem Hinweise, dass auch ein Expressionsanstieg des       

E-Cadherins in die Tumorprogression involviert ist und E-Cadherin in diesem Zusammen-

hang Einfluss auf tumorbiologisch relevante Zellfunktionen, wie die Motilität oder das Zell-

wachstum nimmt (Rodriguez et al., 2012). Somit scheint E-Cadherin hier eine besondere  

Rolle zu spielen, die bislang jedoch noch nicht hinreichend geklärt ist.  

Dennoch wird deutlich, dass einer ausgewogenen Regulierung des E-Cadherin eine ent-

scheidende Bedeutung für die Tumorprogression zukommt. An dieser sind multiple verschie-

dene Moleküle beteiligt. Es besteht sowohl ein Einfluss durch externe Signale, wie zum Bei-

spiel durch Wachstumsfaktoren (Moon et al., 2001; Shiozaki et al., 1995; Shibamoto et al., 

1994; Hoschuetzky et al., 1994), als auch durch weitere Transmembranproteine, wie unter 

anderem durch Integrine (Canel et al., 2013) und auch das Tetraspanin KAI1-WT (Abe et al., 

2008). Die Regulationsmechanismen sind sehr komplex. Unter diesen spielt die Modulierung 

der Adhäsionsstärke des E-Cadherin/Catenin-Komplexes durch Tyrosinphosphorylierung der 

Einzelkomponenten eine große Rolle (Daniel und Reynolds, 1997; Nelson, 2008). Wichtig für 

die Tumorprogression ist dabei unter anderem die verstärkte Phosphorylierung von ß-Catenin, 

die zu einer Dissoziation des E-Cadherin/Catenin-Komplexes und folglich zu einer ver-

minderten interzellulären Adhäsion führt (Roura et al., 1999; Piedra et al., 2001). 

Für die vorliegende Arbeit ist vor allem die Funktion der KAI1-Proteine bei der Regulierung 

der E-Cadherin-vermittelten Adhäsion bedeutend. Über diese ist bislang noch wenig bekannt. 

Es konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass KAI1-WT den Komplex aus E-Cadherin und  

ß-Catenin stabilisiert, indem es die Phosphorylierung des ß-Catenins vermindert. Die daraus 

resultierende verstärkte interzelluläre Adhäsion scheint maligne Zellen vor einer Dissemina-

tion zu schützen und eine Barriere für invasive Zellen zu bilden (Abe et al., 2008). Dies weist 

darauf hin, dass die Regulierung der interzellulären Adhäsion im Rahmen der Interaktion von 
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KAI1-WT und E-Cadherin einen weiteren wichtigen Mechanismus darstellt, über den KAI1-

WT die Fähigkeit maligner Zellen zur Metastasierung limitiert.  

 

 

1.8       Zielsetzung 

 

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Analyse der Funktion des Tetraspanins KAI1-WT 

im Vergleich zu KAI1-SP in humanen Ovarialkarzinomzellen. Hierzu wurde die Rolle der  

beiden strukturell unterschiedlichen KAI1-Proteine bei der Regulierung tumorbiologisch 

wichtiger zellulärer Eigenschaften - der Adhäsion und der Migration - untersucht. 

 

 Analyse der zellulären Motilität:  

Im Fokus der Arbeit stand die Analyse des Einflusses von KAI1-WT bzw. KAI1-SP 

auf die zelluläre Migration im Kontext einer Interaktion mit Integrinen, speziell dem 

Integrin αvß3. Dazu wurde die Integrin αvß3-vermittelte migratorische Aktivität huma-

ner Ovarialkarzinomzellen auf VN nach Expression von KAI1-WT bzw. KAI1-SP    

untersucht. Zudem wurde die Auswirkung einer Überexpression des Integrins αvß3 auf 

die Funktion der beiden strukturell unterschiedlichen KAI1-Proteine bei der Zell-

migration überprüft. 

 

 Analyse der Wechselwirkung mit E-Cadherin:  

Neben der Analyse der zellulären Motilität im Rahmen der Wechselwirkung mit 

Integrinen wurde die physikalische Interaktion von KAI1-WT bzw. KAI1-SP mit dem 

Zell/Zell-Adhäsionsrezeptor E-Cadherin im Hinblick auf potentielle Unterschiede in 

der Wechselwirkung der Proteine untersucht. 
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2  Material und Methoden 

 

2.1       Zelllinie 

 

Für die vorliegende Arbeit wurden humane Ovarialkarzinomzellen der Zelllinie OV-MZ-6 

verwendet. Diese wurden ursprünglich aus dem malignen Aszites einer Patientin mit fortge-

schrittenem serösen Adenokarzinom des Ovars entnommen. Die Charakterisierung und   

Etablierung dieser Zelllinie im Hinblick auf biochemische, immunhistochemische und mor-

phologische Eigenschaften erfolgte durch Möbus et al. (1992). 

 

Neben Wildtyp (WT)-OV-MZ-6-Zellen wurden auch Integrin αvß3-überexprimierende      

OV-MZ-6-Zellen verwendet, die bereits im Rahmen früherer Studien generiert worden waren 

(Hapke et al., 2001; 2003) und freundlicherweise zur Verfügung gestellt wurden. 

Die Zellen wurden in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ute Reuning, wie in Kapitel 2.2.3 be-

schrieben, mit KAI1-Splice (SP)- oder mit KAI1-WT-cDNA aus humanem Ovarialkarzinom-

gewebe mittels geeigneter Expressionsvektoren stabil transfiziert, um die entsprechenden  

Proteine verstärkt zu exprimieren.   

 

 

2.2       Materialien und Reagenzien 

 

2.2.1     Materialien und Reagenzien für  die Zellkultur und zellbiologische   

             Versuchsansätze 

 

Zellkultur 

Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich  

Dulbecco´s modified eagle medium (DMEM)  Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Dubbeco´s phosphate buffered saline 

(DPBS) 

Invitrogen 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Biochrom AG, Berlin, Deutschland 

Fetales Kälberserum (FCS) Invitrogen 

Geniticin G418  Invitrogen 
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N-2-Hydroxyethylpiperazin-N´-2-

Ethansulfonsäure (HEPES) 

Invitrogen 

Hygromycin B  Invitrogen 

L-Arginin und L-Asparagin Sigma-Aldrich 

Trypanblau-Lösung 0,4% (
w
/v) Sigma-Aldrich 

Trypsin Biochrom AG 

Protease Inhibitor Cocktail (EDTA-frei) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, 

Deutschland 

 

Stabile Zelltransfektion 

KAI1-WT-cDNA Der KAI1-WT-cDNA-enthaltende  

Expressionsvektor wurde in der Arbeits-

gruppe von Prof. Dr. Ute Reuning, Klinische 

Forschung der Frauenklinik der TUM, zur 

Verfügung gestellt. 

KAI1-SP-cDNA Der KAI1-SP-cDNA-enthaltende  

Expressionsvektor wurde von der Arbeits-

gruppe von Dr. Eva Gross, Tumorgenetische 

Arbeitsgruppe der Frauenklinik TUM, zur 

Verfügung gestellt.  

Lipofektin Reagenz Invitrogen 

Plasmid pcDNA3.1/Hygro  Invitrogen 

Plasmid pcDNA3.1/myc-His Invitrogen 

 

Extrazelluläre Matrixproteine 

Fibronektin (FN) Becton-Dickinson Biosciences, Franklin 

Lakes, NJ, USA 

Kollagen Typ I (Kol I) Sigma-Aldrich 

Poly-L-Lysin (PLL) Sigma-Aldrich 

Vitronektin (VN) Becton-Dickinson Biosciences 
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Durchflusszytofluorometrie und Immunozytochemie 

FACS Flow Sheath Fluid Becton-Dickinson Biosciences 

FACS-Röhrchen Greiner Bio-One, Frickenhausen,  

Deutschland 

Paraformaldehyd (PFA) Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 

Zellkultur-Objektträger mit 8 Kammern 

(micro chamber cell culture slides)  

Nunc Lab-Tek, Naperville, IL, USA 

 

Migrationsstudien am CLSM 

Unbeschichtete Zellkulturplatten mit Glas-

boden  (Glass bottom culture dishes)  

(P35G-0-14-C) 

MatTek Coperation, Ashland, USA 

Deckel für Glass bottom culture dishes mit 

gasdurchlässiger Folie [CultFoil (25µm)] 

PeCon GmbH, Erlbach, Deutschland 

 

Proteinbestimmung, SDS-Gelelektrophorese, Westernblot-Analyse 

Acrylamid (Rotiphorese Gel 40) Roth, Karlsruhe, Deutschland 

Ammoniumpersulfat (APS) Roth 

BCA Protein Assay Kit  Thermo Scientific  Pierce Protein Biology 

Products, Rockford, USA 

Essigsäure Roth 

Ethanol (99,8%)  Apotheke (Klinikum Rechts der Isar,  

München) 

Glycin Sigma-Aldrich 

Methanol Merck, Darmstadt, Deutschland 

Milchpulver Sigma-Aldrich 

Pierce ECL Westernblot Substrat Thermo Scientific Pierce Protein Biology 

Products 

Proteinmarker (Prestained Protein Ladder 

#SM0671) 

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland 

PVDF Gel-Blotting-Membran Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland 



28 

 

Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth 

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Merck 

Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Sigma-Aldrich 

Triton X-100 Sigma-Aldrich 

Tween AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 

 

Antikörper 

Isotypkontrolle Maus-IgG (Klon Mg2b00) Dianova, Hamburg, Deutschland 

Monoklonales Kaninchen-IgG gegen  

E-Cadherin (Klon 24E10) 

Cell Signaling Technology, Danvers, MA, 

USA 

Monoklonales Maus-IgG gegen E-Cadherin 

(Klon MB2) 

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA 

Monoklonales Maus-IgG gerichtet gegen 

KAI1 (Klon TS82b) 

Diaclone, Tepnel Research Products &  

Services, Besançon, Frankreich 

Polyklonales Kaninchen-IgGgerichtet gegen 

die Aminosäuren 95-267 am Carboxy-

Terminus von KAI1 (Klon H-173) 

Santa Cruz Biotechnology  

Polyklonales Ziege-anti-Maus-IgG, Alexa-

488-konjugiert 

Invitrogen 

Polyklonales Ziege-anti-Kaninchen-IgG, 

Alexa-568-konjugiert 

Invitrogen 

Ziege-anti Kaninchen IgG, HRP  

(horseradish peroxidase)-konjugiert 

Dianova 

Ziege-anti-Maus IgG, HRP-konjugiert Dianova 

 

Alle übrigen, hier nicht separat aufgeführten, Verbrauchsmaterialien wurden von Becton-

Dickinson Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA und der Firma Sarstedt, Nürnberg, Deutsch-

land, bezogen. 
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2.2.2     Geräte  

 

Durchflusszytofluorometer FACS Calibur  Becton-Dickinson Biosciences 

Elektrophoresekammer, Kämme, Gießstation Bio-Rad Laboratories, München,  

Deutschland 

Gel Lufttrockner Bio-Rad Laboratories 

Konfokales Laser Scanning-Mikroskop 

(CLSM) Axiovert 35 mit 

Laserscan-Detektionseinheit 

Zeiss, Jena, Deutschland 

 

Leica, Wetzlar, Deutschland 

LSM 510 Meta mit inversem Mikroskop 

Axiovert 100M und angeschlossenem  

Inkubationssystem mit Temperaturregulator 

(Tempcontrol 37-2 digital) und CO2-

Regulation (CTI-Controller 3700 digital) 

Zeiss 

 

PeCon GmbH, Erlbach, Deutschland 

Mikroskop Axiovert 25 Zeiss 

Röntgenfilmentwickler Cawomat 2000IR Cawo, Schrobenhausen, Deutschland 

Sicherheitswerkbank Hera Safe Heraeus, Hanau, Deutschland 

SLT Spectra Elisa Reader SLT, Crailsheim, Deutschland 

pH-Meter Schott, Mainz, Deutschland 

Protein Elektrophorese Power-supply Power 

Pac 300V 

Bio-Rad Laboratories 

Wet-Blotting-Kammer Bio-Rad Laboratories 

Zellinkubator Hera Cell Heraeus 

Zentrifuge Labofuge 400R Heraeus 

Zentrifuge 5417C Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

 

 

2.2.3     Software 

 

CellQuest Becton-Dickinson Bioscience 

Image J 1.40g Wayne Rasband, National Institutes of 

Health, USA 

LSM Image Browser Version 3.2.0.70 Zeiss 
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2.3       Zellbiologische Methoden 

 

2.3.1     Zellkultur 

 

2.3.1.1  Herstellung der Zellkulturmedien  

 

Das Kulturnährmedium für die Ovarialkarzinomzellen setzte sich wie folgt zusammen: 

 DMEM mit Glutamax 

 10 mM HEPES  

 10% (
v
/v) FCS 

 550 mM L-Arginin 

 272 mM L-Asparagin 

 

Zur selektiven Kultivierung der mit KAI1-WT- bzw. KAI1-SP-cDNA transfizierten Zellen 

mittels Expressionsvektoren, welche ein Hygromycinresistenzgen trugen (Plasmid 

pcDNA3.1/Hygro), wurde dem Nährmedium Hygromycin B in einer Konzentration von 200 

µg/ml zugeführt. Die Kultivierung der Integrin αvß3-transfizierten OV-MZ-6-Zellen erfolgte 

zusätzlich mit Geneticin (G418) in einer Konzentration von 1 µg/ml Medium, da der hier 

verwendete Expressionsvektor auch ein Resistenzgen für dieses Antibiotikum enthielt 

(Plasmid pcDNA3.1/myc-His).   

Das Einfriermedium setzte sich aus 90% (
v
/v) FCS und 10% (

v
/v) DMSO zusammen. 

 

 

2.3.1.2  Kultivierung und Passagieren der Zellen 

 

Die Ovarialkarzinomzellen wurden bei 37 °C und 5% (
v
/v) CO2 in Kulturflaschen im Zellin-

kubator kultiviert. Bei einer Zellkonfluenz von etwa 80% wurden sie alle 3-4 Tage passagiert. 

Dazu wurde das Medium mittels einer Pasteurpipette abgesaugt und der Zellrasen mit PBS 

gewaschen. Zur Ablösung der Zellen von der Oberfläche wurde PBS, 0,05% (
w
/v) EDTA für 

5-10 min bei 37 °C hinzugegeben. Nachdem sich die Zellen sichtbar gelöst hatten, folgte ein 

Waschschritt mit PBS. Anschließend wurde die Zellsuspension bei  20 °C 3 min bei 246 x g 

zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in frischem Medium 

resuspendiert und auf neue Zellkulturflache verteilt. 
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2.3.1.3  Einfrieren und Auftauen der Zellen 

 

Um ein Depot an Zellen zu schaffen, wurden Zellen in flüssigem Stickstoff kryokonserviert. 

Dazu wurden die Zellen, wie beschrieben, abgelöst, gewaschen und zentrifugiert. Nach-

folgend wurden circa 5 x 10
6
 Zellen in 0,5-1 ml Einfriermedium resuspendiert und in ein 

Kryogefäß überführt. Dieses wurde sofort auf Eis gestellt und anschließend für 3-4 Tage bei   

-80 °C gelagert. Danach wurden die Zellen in flüssigem Stickstoff  bei -196 °C aufbewahrt. 

Das Auftauen der Zellen erfolgte schockartig, damit ihre Kontaktzeit zu dem DMSO, das  

toxisch wirkt, möglichst gering gehalten wurde. Die kryokonservierten Proben wurden      

zunächst auf Eis gelagert und anschließend in 10 ml Medium aufgenommen, zentrifugiert, in 

37 °C warmen Medium resuspendiert und erneut in einer Zellkulturflasche unter den oben 

genannten Bedingungen kultiviert. 

 
 

2.3.1.4  Bestimmung der Zellzahl 

 

Die Zellzahl wurde mit der Neubauer-Zählkammer bestimmt. Diese enthält 6 Großquadrate 

mit je 1 mm Seitenlänge und einer Kammerhöhe von 0,2 mm. Die Zellsuspension wurde zur 

Anfärbung toter Zellen 1:10 mit Trypanblau-Lösung verdünnt und mittels Kapillarkräfte in 

die Kammer gezogen. Unter dem Mikroskop wurden 4 diagonal liegende Kleinquadrate aus-

gezählt. Danach konnte die Zellzahl wie folgt errechnet werden:  

 

Gezählte Zellen : 4 x 10 (Verdünnungsfaktor) x 10000 (Kammervolumen) = Zellzahl/ml   

 

 

2.3.1.5  Beschichtung von Zellkulturgefäßen mit extrazellulären  

             Matrixproteinen 

 

Zum Beschichten von Zellkulturgefäßen wurden verschiedene EZM-Proteinen in PBS 

resuspendiert. Die Beschichtung erfolgte für 30-60 min bei Raumtemperatur (RT) (Kol I, 

PLL) oder 4 °C (FN, VN). Anschließend wurden die Zellkulturgefäße 2 Mal in PBS ge-

waschen und vor der Zellaussaat freie Bindungsstellen mit PBS, 2% (
w
/v) BSA für 1 h bei RT 

blockiert. Folgende EZM-Proteine und Konzentrationen wurden verwendet:  

 

FN: 10 µg/ml VN:      5 µg/ml 

Kol I:   5 µg/ml PLL 0,01 % (
w
/v) 
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2.3.1.6  Herstellung von Zelllysaten 

 

Um Proteine nachweisen zu können, wurden die Zellen zunächst durch einen speziellen 

Lysepuffer in wässrige Lösung gebracht. Um die zelleigenen Proteasen zu hemmen enthielt 

der verwendete Puffer einen Protease Inhibitor Cocktail (EDTA-frei) und sowohl die ver-

wendeten Lösungen als auch die Materialen wurden stetig in einem Eisbad gekühlt. 

 

Zelllysate für die Westernblot-Analyse: 

Für die Herstellung von Zelllysaten wurden die Zellen in eiskaltem PBS gewaschen und an-

schließend für 20 min mit 400 µl des Lysepuffers inkubiert. Die Zellen wurden mit Hilfe  

eines Zellschabers abgelöst, in Eppendorf Reaktionsgefäße überführt und 5 min bei 246 x g 

zentrifugiert. Die Überstände wurden danach in neuen Reaktionsgefäßen bei -20 °C gelagert 

oder direkt für die Proteinbestimmung verwendet. 

 

Lysepuffer:      50 mM HEPES (pH 7,5) 

    150 mM  NaCl 

        1 mM EDTA 

 10 % (
v
/v) Glycerin 

 1 % (
v
/v)  Triton X-100 

 0,1 % (
v
/v)  Protease Inhibitor Cocktail (EDTA-frei) 

 

Zelllysate für die Immunpräzipitation: 

Die Zellen wurden in PBS, 0,05% (
w
/v) EDTA abgelöst, in PBS gewaschen, in ein Eppendorf 

Reaktionsgefäß überführt und anschließend 3 min bei 246 x g zentrifugiert. Nach Entfernen 

des Überstandes erfolgte die Inkubation des Zellpellets mit dem Lysepuffer. Bei diesem   

wurde mit Brij V98 ein milderes Detergenz, als im Lysepuffer für die anschließende 

Westenblot-Analyse, verwendet, um potentielle schwache Protein/Protein-Wechselwirkungen 

nicht aufzuheben. Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4 °C. Am folgenden Tag wurden die 

Lysate zentrifugiert und die Überstände bei -20 °C gelagert oder direkt für die Proteinbe-

stimmung verwendet. 
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Lysepuffer:         25 mM HEPES (pH 7,5) 

       150 mM NaCl 

           1 mM NaF 

           1 mM  MgCl2 

           1 % (
v
/v)  Brij V98-Detergenz 

        0,1 % (
v
/v)  Protease Inhibitor Cocktail (EDTA-frei) 

 

 

2.3.2     Etablierung von stabil mit KAI1-Wildtyp- bzw. KAI1-Splice-cDNA- 

             transfizierten OV-MZ-6-Zellen 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden WT-OV-MZ-6-Zellen sowie Integrin αvß3-überexpri-

mierende OV-MZ-6-Zellen verwendet, die im Rahmen von Vorarbeiten der Arbeitsgruppe 

von Prof Dr. Ute Reuning generiert worden waren. Diese wurden stabil mit KAI1-WT-, 

KAI1-SP-cDNA oder dem entsprechenden Expressionsvektor ohne cDNA-Insert (VEK) 

transfiziert und für die vorliegenden Studien freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Der 

Vorgang der Transfektion soll im Folgenden daher nur kurz erläutert werden. 

Für die stabile Transfektion wurden die Zellen für 2-3 Tage kultiviert. Bei einer Konfluenz 

des Zellrasens von etwa 60% wurden die Zellen mit KAI1-WT- bzw. KAI1-SP-cDNA-

enthaltenden Expressionsplasmiden transfiziert oder als Kontrolle mit dem entsprechenden 

Expressionsvektor ohne cDNA-Insert. Hierzu wurden die Zellen nach einem Waschschritt in 

PBS mit jeweils 5 µg DNA und 15 µl des Transfektionsreagenz Lipofectin in 400 µl Medium 

ohne Zusatz von FCS (= GAM, growth arrest medium) inkubiert. Nach einer Inkubationszeit 

von 6 h bei 37 °C wurde das Transfektionsmedium entfernt und Komplettmedium hinzugege-

ben. Die transfizierten Zellen wurden weiter kultiviert und bei einer Konfluenz des Zellrasens 

von etwa 80% mit dem entsprechenden Selektionsmedium unter Antibiotikazugabe versetzt. 

Dieses enthielt, wie unter 2.3.1.1 ausführlich beschrieben, Hygromycin in einer Konzentration 

von 200 g/ml und für Integrin αvß3-transfizierte OV-MZ-6-Zellen zusätzlich Geniticin 

(G418) in einer Konzentration von 1 g/ml. Zellen, die den Expressionsvektor nicht aufge-

nommen hatten, starben unter diesen Bedingungen. Auf diese Weise wurden erfolgreich 

transfizierte Zellklone selektiert. Die im Einzelnen erzeugten Zellklone werden in Abschnitt 

3.1 aufgelistet. Wie nachfolgend beschrieben, wurden diese anschließend immun-

zytochemisch, durchflusszytofluorometrisch sowie mittels Westernblot-Analyse hinsichtlich 

ihrer KAI1-WT- bzw. KAI1-SP-Expressionshöhe charakterisiert.  
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2.3.3     Durchflusszytofluorometrie  

 

Um die Ovarialkarzinomzellen hinsichtlich der Expressionsstärke von KAI1-WT bzw. KAI1-

SP nach stabiler Transfektion mit der entsprechenden cDNA zu untersuchen, wurde eine 

durchflusszytofluorometrische Analyse (FACS = fluorescence activated cell sorting) durchge-

führt. Dazu wurden jeweils circa 10
5
 der KAI1-WT-, KAI1-SP- und der VEK-transfizierten 

Zellen als Kontrolle in Polystyrol-Röhrchen überführt. Nach 5-minütigem Zentrifugieren bei 

246 x g wurde der Überstand mittels einer Pasteurpipette abgesaugt. Unspezifische Bindungs-

stellen wurden mit PBS, 2% (
w
/v) BSA für 30 min bei RT blockiert. Anschließend erfolgte die 

Inkubation der Zellen mit dem Primärantikörper (monoklonales Maus-IgG gegen KAI1, Klon 

TS82b) in einer Konzentration von 10 µg/ml PBS, 1% (
w
/v) BSA für 2 h bei RT. Im An-

schluss an 3 Waschvorgänge in PBS wurde der entsprechende Fluoreszenzfarbstoff-markierte 

Sekundärantikörper (Alexa-488-konjugiertes Ziege-anti-Maus-IgG) in einer Konzentration 

von 1 µg/ml PBS, 1% (
w
/v) BSA für 45 min in Dunkelheit hinzugegeben. Nach 2 weiteren 

Waschvorgängen in PBS wurden die Zellen in PBS, 1% (
w
/v) BSA aufgenommen und die 

KAI1-WT- bzw. KAI1-SP-Expressionslevel durchflusszytofluorometrisch am FACS Calibur 

detektiert. Die Auswertung der Daten erfolgte mit der CellQest Software. 

 

 

2.3.4     Immunzytochemische Analyse 

 

Die Expressionsstärke der stabil transfizierten Zellklone wurde zusätzlich zu der oben       

beschriebenen durchflusszytofluorometrischen Analyse auch immunzytochemisch untersucht. 

Dazu wurden Glasobjektträger mit mehreren kleinen Zellkammern, sogenannte micro 

chamber cell culture slides, mit dem EZM-Protein VN (5 µg/ml PBS) oder FN (10 µg/ml 

PBS) beschichtet. Die Inkubationszeit betrug 30 min bei 4 °C. Der Beschichtung folgten 3 

Waschschritte in PBS. Anschließend wurden jeweils etwa 5 x 10
4
 Zellen der verschiedenen 

Zellklone ausgesät und über Nacht kultiviert. Für die immunzytochemische Färbung wurde 

das Medium abgesaugt und die Zellen in PBS gewaschen. Nachfolgend fand die Fixierung der 

Zellen in PBS, 4 % (
w
/v) PFA für 15-20 min bei 4 °C statt. Nach 3 Waschschritten in PBS 

wurden unspezifische Bindungsstellen in PBS, 2% (
w
/v) BSA für 30 min bei RT blockiert. Die 

Zellen wurden erneut 3 Mal in PBS gewaschen und mit dem Primärantikörper (monoklonales 

Maus-IgG gegen KAI1, Klon TS82b) in einer Konzentration von 5 µg/ml PBS, 1% (
w
/v) BSA 

für 1-2 h bei RT inkubiert. Im Anschluss an 3 weitere Waschvorgänge in PBS folgte die In-

kubation mit einem Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sekundärantikörper (Alexa-488-konju-
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giertes Ziege-anti-Maus-IgG) in einer Konzentration von 1 µg/ml PBS, 1% (
w
/v) BSA für 45 

min in Dunkelheit. Nach erneutem Waschen in PBS wurde die Immunfluoreszenz an einem 

CLSM ausgewertet.   

Die Kolokalisierung von KAI1-WT bzw. KAI1-SP mit E-Cadherin wurde im Rahmen einer 

immunzytochemischen Doppelfärbung untersucht. Hierzu wurden die Zellen simultan mit 2 

Primärantikörpern, dem monoklonalen Maus-IgG gegen KAI1 (Klon TS82b) und einem mo-

noklonalen Kaninchen-IgG gegen E-Cadherin (Klon 24E10) inkubiert. Die Signaldetektion 

am CLSM erfolgte entsprechend unter Verwendung von 2 verschiedenen Fluoreszenzfarb-

stoff-markierten Sekundärantikörpern (Alexa-488-konjugiertes Ziege-anti-Maus-IgG, Alexa-

568-konjugiertes Ziege-anti-Kaninchen-IgG).  

 

 

2.3.5     Zellmotilitätsstudien mittels time-lapse-Videomikroskopie 

 

Die Auswirkung der Expression von KAI1-WT bzw. KAI1-SP auf die Motilität von Ovarial-

karzinomzellen wurde mittels Zeitraffer (time-lapse)-Aufnahmen an einem CLSM untersucht.  

Die für die time-lapse-Videomikroskopie benötigten Geräte (Abbildung 7) und die dazugehö-

rige Software wurden freundlicherweise vom Institut für Allgemeine Pathologie und Patho-

logische Anatomie der TU München am Helmholtz Zentrum München zur Verfügung ge-

stellt. 

Im Rahmen der Motilitätsstudien wurde das Bewegungsmuster von KAI1-WT-, KAI1-SP- 

sowie VEK-transfizierten OV-MZ-6-Zellen als Kontrolle analysiert. Pro Zellklon wurden 

circa 2,5 x 10
5 

Zellen in etwa 3 ml Medium auf speziellen Kulturschalen mit einem zentral 

gelegenen Glasboden ausgesät. Diese wurden zuvor auf dem runden Mittelstück aus Glas, 

welches der Strahlengang des Mikroskops passiert, mit den EZM-Proteinen VN oder Kol I 

oder mit PLL als Kontrolle beschichtet. Dabei wurden die EZM-Substrate in einer Konzentra-

tion von 5 µg/ml PBS für 1 h auf die Petrischalen aufgetragen (VN bei 4 °C und Kol I bei 

RT). Die Beschichtung mit PLL erfolgte in einer Konzentration von 0,01% (
w
/v) für ebenfalls 

1 h bei RT. Im Anschluss wurden die Petrischalen mit PBS gespült und nach Aussaat der  

Zellen in die Inkubationskammer des Mikroskops eingesetzt. Durch das integrierte Inkuba-

tionssystem mit Temperatur- und CO2-Regler war es möglich, optimale Kultivierungsbe-

dingungen für die Zellen zu schaffen (37 °C und 5% (
v
/v) CO2) und somit die Beobachtung 

der Zellen über einen längeren Zeitraum zu gewährleisten. Innerhalb der Inkubationskammer 

wurde die Petrischale zusätzlich von einem Ring, in den eine gasdurchlässige Folie gespannt 
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war, bedeckt, um ein Verdunsten des Mediums während des Beobachtungszeitraums zu ver-

hindern. Je nach verwendetem Substrat und Zellklon zeigte sich nach circa 30-70 min eine 

vollständige Adhäsion der Zellen, sodass ein geeigneter Bildausschnitt optisch fokussiert 

werden konnte. Von diesem wurde anschließend über einen Zeitraum von 12 h alle 3 min bei 

543 nm ein Phasenkontrastbild (PlanNeofluar Linse 20x/0,5 Ph2 Objektiv; Helium Neon  

Laser im Transmissionsmodus) aufgenommen. Auf diese Weise entstand im Zeitraffer ein 

Film mit 240 Einzelbildern.  

 

 

Abbildung 7. Aufbau des Messsystems für die Zellmotilitätsstudien mittels time-lapse-

Videomikroskopie  
 

1 Zeiss LSM 510 Meta  

2 Inverses Mikroskop (Axiovert 100M) 

3 Inkubationskammer mit Heizeinsatz 

4 pH-Wert-Regler (Regulierung der CO2-Zufuhr, CTI-Controller 3700 digital) 

5 Temperaturregler (Tempcontrol 37-2 digital) 

Die zelluläre Motilität wurde anhand von time-lapse-Aufnahmen an einem CLSM unter-

sucht. Dieses setzt sich aus einer Laser scanning-Einheit (1) und einem inversen Mikroskop 

(2) zusammen. Die zu untersuchenden Zellen befanden sich, auf beschichteten Petrischalen 

ausgesät, in der angeschlossenen Inkubationskammer (3). Über einen pH-Wert- und einen 

Temperaturregler (4 und 5) wurden in dieser Zellkultivierungsbedingungen (37 °C und 5% 

(
v
/v) CO2) geschaffen. 
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Für KAI1-SP-, KAI1-WT- und VEK-transfizierte OV-MZ-6-Zellen wurden jeweils in Ab-

hängigkeit der verschiedenen Adhäsionsproteine 2-3 time-lapse-Bildserien erstellt und mit 

Hilfe der Software LSM Image Browser (Zeiss) ausgewertet (Abbildung 8).  

 

 

 

 

Abbildung 8. Ermittlung der zellmigratorischen Aktivität mittels LSM Image Browser 
 

Die zelluläre Motilität wurde mittels time-lapse-Videomikroskopie aufgezeichnet mit Hilfe der 

Software LSM Image Browser ausgewertet. Dabei wurde die Bewegung der Nuklei über einen 

Zeitraum von 10 h manuell nachgezeichnet. Die Länge der auf diese Weise entstandenen Linie 

wurde durch das Programm berechnet und nebenstehend in µm angeben.  

Hier gezeigt ist eine repräsentative Auswertung von KAI1-SP-transfizierten OV-MZ-6-Zellen in 

Adhäsion an Kol I mit den jeweiligen Wegstreckenangaben in µm/10 h. 

 

 

Hierbei blieben die ersten 40 Bilder (= 2 h) jeder Serie unberücksichtigt, um die Motilität der 

Zellen nur in der Phase der vollständigen Adhäsion zu erfassen. Somit wurde das zelluläre 

Bewegungsmuster über einen Zeitraum von 10 h analysiert. Aus den 2-3 erstellten Bilderrei-

hen der verschiedenen Transfektanten wurden zwischen 50 und 110 Zellen anhand von defi-



38 

 

nierten Ein- und Ausschlusskriterien (Abschnitt 3.2.1) ausgewählt und mittels des LSM 

Image Browsers untersucht. Hiermit war es möglich, die Motilität der einzelnen Zellen genau 

zu erfassen. Dazu wurde der zelluläre Nukleus zu Auswertungsbeginn markiert und an-

schließend manuell über den gesamten Untersuchungszeitraum hinweg verfolgt, was durch 

ein langsames Abspielen des auszuwertendes Films (2 Bilder pro sec) erleichtert werden 

konnte. Das zelluläre Bewegungsausmaß wurde als Linie abgebildet, deren Länge durch das 

Programm berechnet wurde. Diese Länge, angegeben in µm, wurde als Maß für die zurückge-

legte Wegstrecke der migrierenden Zellen innerhalb des Untersuchungszeitraumes von 10 h 

gewertet. 

Aus den ermittelten Wegstreckenlängen der ausgewählten KAI1-SP-, KAI1-WT- und VEK-

transfizierten OV-MZ-6-Zellen wurden mit Hilfe der Statistik-Software SPSS 19.0 jeweils die 

Medianwerte berechnet. Als solche sind die Daten im Ergebnisteil aufgeführt. Die 

migratorische Aktivität der verschiedenen Zellklone wurde miteinander verglichen. Die Be-

rechnung der Signifikanz der Motilitätsunterschiede zwischen den einzelnen Zelltransfektan-

ten erfolgte dabei mittels des Mann-Whitney-U-Tests. Es wurde ein Signifikanzniveau von 

5% gewählt, sodass ein p-Wert <0,05 einen statistisch signifikanten Unterschied definierte. 

 

 

2.4       Proteinbiochemische Methoden 

 

2.4.1     Quantifizierung des Proteingehalts der Zelllysate 

 

Die Proteinquantifizierung erfolgte nach der Bicinchoninsäure (BCA)-Methode mittels des 

BCA Protein Assay Kit der Firma Pierce nach Angaben des Herstellers. Die Grundlage dieses 

Testverfahrens ist die Biuret-Reaktion, bei der zweiwertige Kupferionen durch Komplexbil-

dung mit Proteinen im alkalischen Milieu zu einwertigen Kupferionen reduziert werden.   

Diese reagieren mit dem in der Lösung befindlichen BCA zu einem spezifischen violetten 

Farbkomplex, dessen Absorption spektrophotometrisch gemessen werden kann.  

Zunächst wurde eine Tris buffered saline (TBS)-Stammlösung (pH 8,5) angesetzt. Diese wur-

de als Gebrauchslösung 1:10 mit H2O dest. verdünnt. Zur Erstellung einer Eichgeraden wurde 

mit Hilfe eines Proteinstandards (BSA) eine Verdünnungsreihe pipettiert. Zur Kontrolle der 

Messergebnisse diente zudem ein Fibrinogenstandard. Je 50 µl des Proteinstandards, der 

Kontrolllösung oder der Proteinproben wurden auf eine Mikrotiterplatte mit 96 Vertiefungen 

aufgetragen und mit 200 µl des BCA-Reagenz versetzt. Nach einer Inkubation über Nacht bei 
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RT wurde die Absorption im ELISA Reader bei 562 nm gemessen und die Proteinkonzentra-

tion mit Hilfe der BSA-Standardkurve errechnet.  

 

 

TBS Stammlösung:          0,2 M Tris-HCl (pH 8,5) 

          7,3 % (
w
/v) NaCl 

 

 

2.4.2     Auftrennung der zellulären Proteine mittels Gelelektrophorese  

 

Die Auftrennung von Proteinen aus Zelllysaten erfolgte durch diskontinuierliche SDS-

Polyacrylamid-Gelelektrophorese. Dazu wurden zunächst die Proteinproben in einem nicht-

reduzierenden SDS-Probenpuffer gelöst und 10 min bei 95 °C erhitzt, was zur Denaturierung 

der Proteine führte. SDS, ein stark anionisches Detergenz, formt negativ geladene Komplexe 

mit den denaturierten Proteinen. Es wurde verwendet, um die Eigenladungen der Proteine zu 

überdecken, sodass diese eine konstante Ladungsverteilung aufwiesen. So wurde verhindert, 

dass die unterschiedliche negative Ladung der Proteine die Laufeigenschaften veränderte.  

Für die Gelelektrophorese wurde ein 12%iges Trenngel verwendet, das zwischen zwei abge-

dichtete Glasplatten mit einem Abstand von 1,5 mm gegossen wurde. Dieses wurde mit Etha-

nol überschichtet, um eine Glättung der Gelgrenze zu erreichen und den Kontakt mit Sauer-

stoff zu verhindern, da dieser die zur Polymerisierung notwendigen Radikale abfangen und 

somit eine korrekte Polymerisierung des Gels stören würde. Nach dem vollständigen Aus-

polymerisieren des Gels wurde der Alkohol abgegossen und über das Trenngel eine Schicht 

eines 4%igen Sammelgels aufgetragen. Um Taschen zum Einfüllen der Proben zu erhalten, 

wurde zusätzlich ein spezieller Kamm in dieses eingesetzt. Anschließend wurde das fertige 

Polyacrylamid-Gel in die Elektrophorese-Apparatur eingespannt und diese mit Elekro-

phoresepuffer gefüllt. Nach Entfernen des Kammes wurden die Proben in die Taschen des 

Sammelgels überführt. Neben den Proben wurde ein Proteinmarker (Prestained Protein 

Ladder #SM0671) zur späteren Abschätzung der Molekulargewichte aufgetragen. Die 

Elektrophorese erfolgte zunächst bei einer Spannung von etwa 90 V bis die sichtbare Lauf-

front das 12%ige Trenngel erreicht hatte. Danach wurde die Spannung auf 120-150 V erhöht 

bis das untere Ende des Trenngels erreicht war und die entsprechenden Proteine nach ihrer 

Größe aufgetrennt waren. 
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Nicht reduzierender 

Ladepuffer: 

 

        150 mM 

 

Tris-HCl (pH 6,8) 

           15 % (
w
/v) SDS 

           45 % (
v
/v) Glycerin 

        0,01 % (
w
/v) Bromphenolblau 

 

 

Trenngel (12%):          1,5 M Tris-HCl (pH 8,8)                                   2,5 ml 

           40 % (
w
/v) Acrylamid 3 ml 

           10 % (
w
/v) SDS     100 µl 

           10 % (
w
/v) APS       50 µl 

  TEMED         5 µl 

  H2O dest.                                           4,3 ml 

 

 

Sammelgel 4 %:          0,5 M  Tris-HCl (pH 6,8)                                   2,5 ml 

             40 % (
w
/v) Acrylamid 1 ml 

           10 % (
w
/v) SDS     100 µl 

           10 % (
w
/v) APS       50 µl 

  TEMED       10 µl 

  H2O dest.                                           6,3 ml 

 

 

Elektrophoresepuffer 

(10x): 

 

        250 mM                   

 

Tris 

            1 % (
w
/v) SDS 

 1,6 M  Glycin 

 

 

2.4.3     Westernblot-Analyse 

 

Der Nachweis spezifischer Proteine erfolgte nach Auftrennung mittels SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese in der Westernblot-Analyse.  

 

Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran 

Die mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgetrennten zellulären Proteine wurden 

in einem elektrischen Feld von dem SDS-Elektrophoresegel auf eine polymere Nitrozellulose-
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Membran übertragen. Der Proteintransfer wurde im “Wet-Verfahren“ durchgeführt. Dazu 

wurden eine Membran und 6 Whatman-Filterpapiere auf die Gelgröße zurechtgeschnitten. Die 

Membran wurde anschließend in Methanol und die Whatman-Papiere in Blotting-Puffer    

getränkt. Dann wurden 3 der Filterpapiere auf den als Anode dienenden Boden der Blotting-

Kammer gelegt, gefolgt von der Membran, dem Gel und 3 weiteren Filterpapieren kathoden-

seitig. Durch Ausstreichen mit Hilfe einer Glaspipette wurde sichergestellt, dass keine Luft-

blasen den Kontakt zwischen dem Gel und der Nitrozellulose-Membran behinderten. Der 

Transfer erfolgte auf Eis bei einem konstanten Strom von 350 mA über 90 min. Die Protein-

banden konnten anschließend auf der Membran mit Hilfe spezifischer Antikörper identifiziert 

werden.  

 

 

Blotting-Puffer:      25 mM  Tris 

    192 mM Glycin 

           20 % (
v
/v) Methanol 

 

                                                                                       

Detektion der Proteine auf der Blot-Membran durch spezifische Antikörper 

Zum Absättigen unspezifischen Bindungsstellen auf der Nitrozellulosemembran wurde diese 

zunächst mit Blocking-Puffer über Nacht bei 4 °C auf einem Schüttler inkubiert. Vor der   

Antikörperinkubation wurde die Membran 3 Mal für jeweils 10 min in TBST gewaschen. Die 

Inkubation mit dem Primärantikörper (monoklonales Maus-IgG gegen KAI1, Klon TS82b) in 

einer Konzentration von 1 µg/ml erfolgte anschließend erneut über Nacht bei 4 °C. Am fol-

genden Tag wurde die Membran wieder 3 Mal für jeweils 10 min in TBST gewaschen und 

mit dem entsprechenden HRP-konjugierten Sekundärantikörper in einer Konzentration von 

0,2 µg/ml für 1 h bei RT auf einem Schüttler inkubiert. Nach weiteren 3 Waschschritten in 

TBST wurde die ECL-Lösung nach Angaben des Herstellers vorbereitet und die Membran     

1 min in dieser geschwenkt. Danach wurde sie in eine Klarsichtfolie eingeschlagen. Die Ex-

position der Antikörper/Proteine-Komplexe auf einem Röntgenfilm erfolgte in der Dunkel-

kammer. 

 

 

TBST-Puffer:     50 mM  Tris-HCl (pH 8,0) 

   150 mM  NaCl 

         0,1 % (
v
/v)        Tween-20 
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Blocking-Puffer:           2,5 % (
w
/v)                                                                  Magermilchpulver 

         0,5 % (
w
/v)             BSA 

  TBST-Puffer 

                                                      

 

2.4.4     Koimmunpräzipitationsanalyse 

 

Die Koimmunpräzipitationsanalyse stellt eine Methode zum Nachweis von Protein/Protein-

Interaktionen dar. In der vorliegenden Arbeit wurde sie verwendet, um die Interaktion von 

KAI1-WT bzw. KAI1-SP mit E-Cadherin zu untersuchen.  

Die Koimmunpräzipitation wurde mit jeweils 1 mg Gesamtprotein durchgeführt. Zelllysate 

wurden, wie unter 2.3.1.6 beschrieben, hergestellt und zunächst für 2 h bei 4 °C mit Protein 

A-Sepharose-Beads inkubiert, um unspezifisch bindende Proteine zu entfernen. Vor der Ver-

wendung wurden diese 2 Mal in PBS gewaschen. Anschließend wurden die Lysate für 3 min 

bei 246 x g zentrifugiert und der Überstand zur Weiterverwendung in ein neues Reaktionsge-

fäß überführt. Um aus den Zelllysaten die zu untersuchenden Proteinkomplexe selektiv zu 

adsorbieren, wurde der Überstand mit dem spezifischen Antikörper, einem monoklonalen 

Maus-IgG gegen E-Cadherin (Klon MB2), in einer Konzentration von 5 µg/ml PBS inkubiert. 

Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4 °C. Als Isotypkontrolle wurde ein unspezifisches 

Maus-IgG (Klon Mg2b00) in einer Konzentration von 5 µg/ml PBS verwendet. Am folgenden 

Tag wurden die Lysate erneut mit Protein A-Sepharose über Nacht bei 4 °C inkubiert. Da die 

Protein A-Sepharose den Fc-Teil des Antikörpers bindet, war es somit möglich, den Antikör-

per/Protein-Komplex aus den Lysaten zu entfernen. Danach wurde kurz zentrifugiert (30 sec 

bei 246 x g), der Überstand verworfen und 5 Mal in eiskaltem PBS gewaschen. Nach jedem 

dieser Waschvorgänge wurden die Proteingemische für 5-10 min auf Eis gestellt. Anschlie-

ßend wurden das Protein und seine Interaktionspartner direkt im Westernblot unter Verwen-

dung eines gegen KAI1-gerichteten polyklonalen Kaninchen-IgG (Klon H-173) als Primäran-

tikörper analysiert oder die Proben bei -20 °C gelagert. 
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3  Ergebnisse 

 

Die Progression einer Vielzahl maligner Tumoren, so auch des Ovarialkarzinoms, ist mit  

einer verminderten Expression des Tetraspanins KAI1-Wildtyp (WT) assoziiert (Liu et al., 

2000; Houle et al., 2002). Daneben scheint die Expression einer Splice-Variante von KAI1 

(KAI1-SP) eine Rolle bei der Tumorprogression zu spielen (Lee et al., 2003). 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion von KAI1-WT im Vergleich zu KAI1-SP an 

einem Ovarialkarzinomzellmodell in vitro genauer untersucht. Hierzu wurde die Beteiligung 

der beiden strukturell unterschiedlichen KAI1-Proteine an der Zelladhäsion und der Zell-

migration, als tumorbiologisch wichtige zelluläre Eigenschaften, analysiert. 

 

 

3.1       Etablierung eines KAI1-Wildtyp- bzw. KAI1-Splice- 

            exprimierenden Ovarialkarzinomzellmodells 

 

Für die Studien der vorliegenden Dissertation wurden Zellen der humanen Ovarialkarzinom-

zelllinie OV-MZ-6 verwendet, die einen niedrigen endogenen KAI1-Gehalt aufweisen. Diese 

wurden mit KAI1-WT- oder KAI1-SP-cDNA-enthaltenden Expressionsverktoren transfiziert, 

um einen Vergleich biologischer Effekte beider Proteine im zellulären Kontext zu ermög-

lichen. Als Kontrollen dienten Zellen, die mit einem entsprechenden Expressionsvektor ohne 

cDNA-Insert transfiziert wurden. Aufgrund der tumorbiologischen Bedeutung des Integrins 

αvß3 wurden neben WT-OV-MZ-6-Zellen auch OV-MZ-6-Zellen verwendet, die zuvor stabil 

mit dem Integrin αvß3 transfiziert worden waren (Hapke et al., 2001; 2003). 

Die Generierung der KAI1-WT- und KAI1-SP-Expressionsplasmide sowie die stabile 

Transfektion der Zellen erfolgten in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ute       

Reuning. Die verschiedenen OV-MZ-6-Zellklone, die für die vorliegende Arbeit freund-

licherweise zur Verfügung gestellt wurden, sind hier mit der entsprechenden Nomenklatur, 

die bei der folgenden Darstellung der Ergebnisse verwendet wurde, aufgeführt:   
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WT-OV-MZ-6-Zellen = OV-MZ-6-Zellen: 

 WT-OV-MZ-6 + Vektor = OV-MZ-6-VEK 

 WT-OV-MZ-6 + KAI1-Wildtyp = OV-MZ-6-KAI1-WT 

 WT-OV-MZ-6 + KAI1-Splice = OV-MZ-6-KAI1-SP 

   

Integrin αvß3-OV-MZ-6-Zellen = αvß3-OV-MZ-6-Zellen: 

 Integrin αvß3-OV-MZ-6 + Vektor = αvß3-OV-MZ-6-VEK 

 Integrin αvß3-OV-MZ-6 + KAI1-Wildtyp = αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT 

 Integrin αvß3-OV-MZ-6 + KAI1-Splice = αvß3-OV-MZ-6-KAI1-SP 

 

Nach stabiler Transfektion wurden Zellklone mit vergleichbarer Expressionshöhe von KAI1-

WT und KAI1-SP isoliert, um die Auswirkung der Expression der beiden Proteine auf das 

zelluläre Verhalten genau vergleichen zu können. Dazu wurde der zelluläre Gehalt der beiden 

KAI1-Proteine, wie nachfolgend beschrieben, ermittelt.  

 

 

3.1.1     Charakterisierung der KAI1-Wildtyp- bzw. KAI1-Splice- 

             Expression in stabil transfizierten Ovarialkarzinomzellen mittels  

             immunzytochemischer Analyse   

 

Die Effizienz der stabilen Transfektion der humanen Ovarialkarzinomzelllinie OV-MZ-6 mit 

KAI1-WT- bzw. KAI1-SP-cDNA wurde zunächst mittels immunzytochemischer Färbung 

analysiert. Zellen, die mit einem Expressionsvektor ohne cDNA-Insert transfiziert worden 

waren, korrespondierten mit dem niedrigen endogenen KAI1-Proteingehalt und dienten als 

Kontrolle.  

Die immunzytochemische Färbung von KAI1-WT bzw. KAI1-SP in den transfizierten      

OV-MZ-6-Zellen erfolgte mittels des monoklonalen Maus-IgG Klon TS82b, welches gegen 

KAI1 gerichtet ist, als Primärantikörper. Dieser Antikörper erkennt sowohl KAI1-WT als 

auch dessen SP-Variante. Die Detektion der Antikörperbindung erfolgte für die nachfolgende 

Analyse am CLSM mit Hilfe eines Alexa-488-konjugierten Ziege-anti-Maus-IgG. 

In der immunzytochemischen Anfärbung der KAI1-Proteine ließen sich KAI1-WT bzw. 

KAI1-SP an der Zelloberfläche lokalisieren. Sowohl OV-MZ-6- und αvß3-OV-MZ-6-KAI1-

WT-Zellen als auch OV-MZ-6- und αvß3-OV-MZ-6-KAI1-SP-Zellen wiesen einen deutlichen 

Intensitätsanstieg der Immunfluoreszenz im Vergleich zu OV-MZ-6- und αvß3-OV-MZ-6-
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VEK-Zellen auf. Die Expression von KAI1-WT und KAI1-SP war dabei nahezu vergleichbar 

stark ausgeprägt. 

 

 

                         OV-MZ-6 

            DIC                   Fluoreszenz 

                     αvß3-OV-MZ-6 

            DIC                    Fluoreszenz 

 

KAI1- 

  WT 

    

KAI1- 

  SP 

    

VEK 

    
 
Abbildung 9. Immunzytochemischer Nachweis der Expression von KAI1-WT bzw. KAI1-SP in 

stabil transfizierten OV-MZ-6- und αvß3-OV-MZ-6-Zellen  

Die zelluläre Expression von KAI1-WT bzw. KAI1-SP wurde nach stabiler Transfektion humaner 

Ovarialkarzinomzellen jeweils in OV-MZ-6-KAI1-WT, -KAI1-SP und -VEK-Zellen sowie in αvß3-

OV-MZ-6-KAI1-WT, -KAI1-SP und -VEK-Zellen mittels immunzytochemischer Färbung untersucht. 

Die Intensität des Fluoreszenzsignals als Maß für die KAI1-WT- bzw. KAI1-SP-Expression wurde am 

CLSM beurteilt. Das Fluoreszenzbild ist zusammen mit dem dazugehörigen differentiellen Inter-

ferenzkontrast (DIC)-Bild dargestellt.  

OV-MZ-6-KAI1-WT und -KAI1-SP-Zellen zeigten ebenso, wie αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT und           

-KAI1-SP-Zellen, gegenüber den entsprechenden VEK-transfizierten Zellen eine deutlich höhere Ex-

pression der KAI1-Proteine. Die Expressionshöhe von KAI1-WT und KAI1-SP war dabei nahezu 

vergleichbar. 
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3.1.2     Charakterisierung der Expression von KAI1-Wildtyp bzw. KAI1- 

             Splice in stabil transfizierten Ovarialkarzinomzellen mittels 

             Westernblot-Analyse 

 

Die Expression von KAI1-WT bzw. KAI1-SP in stabil transfizierten OV-MZ-6- und αvß3-

OV-MZ-6-Zellen wurde zusätzlich mittels Westernblot-Analyse untersucht. Als Kontrolle 

dienten entsprechende Zellen, die mit dem Expressionsvektor ohne cDNA-Insert transfiziert 

worden waren. Nachdem von den einzelnen Zellklonen Zelllysate in RIPA-Puffer hergestellt 

worden waren, wurden jeweils 100 µg Protein unter Verwendung des monoklonalen Maus-

IgG Klon TS82b mittels Westernblot-Analyse auf den Gehalt der beiden KAI1-Proteine hin 

untersucht. Hier zeigte sich bei den OV-MZ-6- und αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT-Zellen sowie 

auch bei den OV-MZ-6- und αvß3-OV-MZ-6-KAI1-SP-Zellen eine Bande im Bereich von 

etwa 50 kDa. Diese war dem KAI1-WT-Protein bzw. dessen SP-Variante zuzuordnen. Auf-

grund der starken Glykosylierung der KAI1-Proteine wurden breite Banden sichtbar. Für die 

OV-MZ-6- und αvß3-OV-MZ-6-VEK-Zellen ließ sich eine deutlich schwächere Signalintensi-

tät und somit Expression der KAI1-Proteine nachweisen. 

 

 

             M  

(kDa) 

αvß3-OV-MZ-6 OV-MZ-6 

    KAI1- 

    WT 

KAI1-

SP 

VEK   KAI1- 

  WT 

KAI1-

SP 

VEK 

 

                 72 - 

 

55 - 
 

43 - 
 

34 - 
 

26 - 

 

Abbildung 10. Expressionsnachweis von KAI1-WT bzw. KAI1-SP in stabil transfizierten       

OV-MZ-6- und αvß3-OV-MZ-6-Zellen mittels Westernblot-Analyse 

Die zelluläre KAI1-Expression wurde nach stabiler Transfektion jeweils in OV-MZ-6-KAI1-WT,        

-KAI1-SP und -VEK-Zellen sowie in αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT, -KAI1-SP und -VEK-Zellen mittels 

Westernblot-Analyse untersucht. Unter Verwendung des monoklonalen Maus-IgG Klon TS82b ließen 

sich für OV-MZ-6- und αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT-Zellen sowie für OV-MZ-6- und αvß3-OV-MZ-6-

KAI1-SP-Zellen breite Banden im Molekulargewichtsbereich (M) von etwa 50 kDa darstellen, welche 

den KAI1-Proteinen zuzuordnen waren. In OV-MZ-6- und αvß3-OV-MZ-6-VEK-Zellen war ein nied-

riger Expressionsspiegel nachweisbar.  
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3.1.3     Charakterisierung der KAI1-Wildtyp- bzw. KAI1-Splice- 

             Expression in stabil transfizierten Ovarialkarzinomzellen mittels  

             Durchflusszytofluorometrie 
 

Parallel zur immunzytochemischen und Westernblot-Analyse wurden die OV-MZ-6- und 

αvß3-OV-MZ-6-Zellen nach Transfektion hinsichtlich ihrer KAI1-WT- bzw. KAI1-SP-

Expression durchflusszytofluorometrisch untersucht. Als Kontrolle dienten OV-MZ-6- und 

αvß3-OV-MZ-6-VEK-Zellen. Die Expressionsanalyse erfolgte mittels des monoklonalen 

Maus-IgG Klon TS82b. 
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Abbildung 11. FACS-Analyse der zellulären Expression von KAI1-WT bzw. KAI1-

SP in stabil transfizierten OV-MZ-6- und αvß3-OV-MZ-6-Zellen  

Die zelluläre Expression von KAI1-WT bzw. KAI1-SP wurde nach stabiler Transfektion 

in OV-MZ-6- und αvß3-OV-MZ-6- Zellen durchflusszytofluorometrisch bestimmt. Die 

verschiedenen Expressionsspiegel der OV-MZ-6-KAI1-WT, -KAI1-SP und -VEK-Zellen 

sowie der αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT, -KAI1-SP und -VEK-Zellen wurden einander     

gegenübergestellt. OV-MZ-6-KAI1-WT und -KAI1-SP-Zellen sowie αvß3-OV-MZ-6-

KAI1-WT und -KAI1-SP-Zellen zeigten im Vergleich zu den entsprechenden OV-MZ-6- 

und αvß3-OV-MZ-6-VEK Zellen einen höheren KAI1-Gehalt. Die Expression von KAI1-

WT und KAI1-SP war dabei vergleichbar stark ausgeprägt. 

 

 

In der FACS-Analyse konnte unter den OV-MZ-6-Zellklonen die stärkste Expression in    

OV-MZ-6-KAI1-WT-Zellen nachgewiesen werden. Diese zeigten im Vergleich zu OV-MZ-

6-VEK-Zellen einen 2-fach erhöhten Expressionsspiegel. OV-MZ-6-KAI1-SP-Zellen wiesen 

einen 1,8-fach erhöhten KAI1-Proteingehalt auf.  

KAI1-WT 
 

KAI1-SP 
 

VEK 
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Für die OV-MZ-6-Zellen, die zusätzlich das Integrin αvß3 überexprimierten, ließen sich ähn-

liche Ergebnisse zeigen. In αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT-Zellen war auch hier das höchste Ex-

pressionslevel nachweisbar. Verglichen mit αvß3-OV-MZ-6-VEK-Zellen exprimierten sie die 

1,8-fache Menge an KAI1-Protein. In αvß3-OV-MZ-6-KAI1-SP-Zellen lag der Expressions-

spiegel ebenfalls unter dem der αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT-Zellen. Im Vergleich zu αvß3-  

OV-MZ-6-VEK-Zellen zeigte sich jedoch eine 1,4-fach höhere Expression.   

 

Zusammenfassend zeigte sich in der Expressionsanalyse mittels Durchflusszytofluorometrie, 

immunzytochemischer Färbung und Westernblot-Analyse ein erhöhtes KAI1-Expressions-

niveau sowohl für OV-MZ-6-KAI1-WT und -KAI1-SP-Zellen als auch für αvß3-OV-MZ-6-

KAI1-WT und -KAI1-SP-Zellen im Vergleich zu OV-MZ-6- und αvß3-OV-MZ-6-VEK-

Zellen. Die Zellklone der OV-MZ-6- und αvß3-OV-MZ-6-Zellen wiesen dabei eine vergleich-

bare Expressionhöhe der untersuchten KAI1-Proteine auf. Desweiteren zeigte sich, dass die 

Expressionsspiegel von KAI1-WT und KAI1-SP jeweils ähnlich stark ausgeprägt waren, was 

für den nachfolgenden funktionellen Vergleich der beiden KAI1-Proteine im zellulären Kon-

text essentiell war.  

 

 

3.2       Untersuchungen zur migratorischen Aktivität humaner 

            Ovarialkarzinomzellen als Funktion der KAI1-Wildtyp-   

            bzw. KAI1-Splice-Expression 

 

Im Rahmen der Tumorprogression des Ovarialkarzinoms kommt es zu einem Expressionsver-

lust des Tetraspanins KAI1-WT, das als putativer Metastasierungssuppressor bekannt ist (Liu 

et al., 2000; Houle et al., 2002). Funktionell ist KAI1-WT in die Regulierung wichtiger zell-

biologischer Prozesse, wie der Adhäsion und der damit eng verknüpften zellulären Migration, 

involviert. Hierbei scheint die funktionelle Wechselwirkung mit Integrinen eine wesentliche 

Rolle zu spielen. In früheren Motilitätsstudien der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ute Reuning 

zeigte sich nach einer Reetablierung der zellulären KAI1-WT-Expression eine deutliche Re-

duzierung der Integrin-vermittelten Migration humaner Ovarialkarzinomzellen (Ruseva et al., 

2009). In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, wie sich die Expression von KAI1-WT 

im Vergleich zu dessen SP-Variante auf die Integrin-vermittelte Migration humaner Ovarial-

karzinomzellen auswirkt. Dazu wurde die Motilität KAI1-WT- bzw. KAI1-SP-transfizierter 
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Ovarialkarzinomzellen mittels time-lapse-Videomikroskopie an einem CLSM, wie in Ab-

schnitt 2.3.5 beschrieben, aufgezeichnet. Zellen, die mit einem Expressionsvektor ohne ent-

sprechendes cDNA-Insert transfiziert worden waren und den niedrigen endogenen KAI1-

Proteingehalt widerspiegelten, dienten als Kontrolle. Anhand der time-lapse-Video-

mikroskopie-Bilder wurde die migratorische Aktivität der verschiedenen Zellklone mit Hilfe 

der Software LSM Image Browser als Wegstrecke pro Zeit bestimmt.  

Um die Rolle der Integrine bei der Regulierung der Migration durch KAI1-WT bzw. KAI1-

SP mitzuerfassen, wurden Motilitätsstudien in Abhängigkeit verschiedener Adhäsionssub-

strate durchgeführt. Im Fokus der Arbeit stand der Einfluss von KAI1-WT bzw. KAI1-SP auf 

die Integrin αvß3-abhängige migratorische Aktivität von Ovarialkarzinomzellen auf VN,   

welches in OV-MZ-6-Zellen den Hauptliganden des Integrins αvß3 darstellt. Zudem wurde die 

Zellmotilität auf Kol I, einem EZM-Protein, an welches hauptsächlich ß1-Integrine binden, 

untersucht und zur Kontrolle auf PLL, das eine Integrin-unabhängige Zelladhäsion vermittelt.  

 

 

3.2.1     Optimierung der Versuchsbedingungen für Zellmotilitätsstudien 

             mittels time-lapse-Videomikroskopie 

 

Für die Zellmigration ist die Interaktion und Adhäsion an das sie umgebende Substrat essen-

tiell. Die Beurteilung der zellulären Motilität am CLSM mittels Zeitrafferaufnahmen erfolgte 

somit erst, nachdem die Zellen eine vollständige Adhärenz an verschiedene EZM-Proteine 

bzw. als Kontrolle an PLL erreicht hatten und ein spreading, d. h. eine Ausbreitung der Zellen 

durch Vergrößerung ihrer Kontaktfläche, sichtbar war. Je nach Zellklon und Adhäsionssub-

strat war dazu ein unterschiedlich langer Zeitraum nötig. Auf den EZM-Proteinen VN und 

Kol I wurde bei VEK- und KAI1-SP-transfizierten Zellen nach etwa 30 min eine Adhärenz 

beobachtet, während sich KAI1-WT-Zellklone erst nach 40-45 min adhärent zeigten. Bei 

Verwendung von PLL betrug diese Zeitspanne für alle Zellklone 60-70 min. Das Bewe-

gungsmuster der Zellen wurde insgesamt über einen Zeitraum von 12 h anhand von Phasen-

kontrastbildern, die im Abstand von 3 min gespeichert wurden, festgehalten. Um weiterhin 

eine ausreichende Adhärenz der Zellen für die Beurteilung der Migration sicherzustellen,  

gingen die ersten 2 h dieser Zeitrafferaufnahmen nicht mit in die Auswertung ein, sodass sich 

ein Auswertungszeitraum von 10 h ergab. 
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     A                                            B                                             C 

 

Abbildung 12. Repräsentative Phasenkontrast-Bilder von OV-MZ-6-Zellen aus einer time-lapse-

Serie am CLSM 

Hier dargestellt sind zu verschiedenen Zeitpunkten am CLSM aufgenommene Bilder einer time-lapse-

Serie von OV-MZ-6-KAI-SP-Zellen in Adhäsion an VN. 

A: Bild zu Beginn der time-lapse-Serie: Nach Aussaat der Zellen auf EZM-Protein beschichteten  

Petrischalen wurde am CLSM ein geeigneter Bildausschnitt mit mindestens 20 Zellen fokussiert. Die 

Zellen zeigten nach etwa 30 min eine beginnende Adhärenz, sodass zu diesem Zeitpunkt die Auf-

nahme gestartet wurde. 

B: Bild 2 h nach Aufnahmestart: Die Zellen zeigten jetzt eine vollständige und stabile Adhärenz sowie 

ein spreading. Ab diesem Zeitpunkt wurden die einzelnen Bilder für die Auswertung verwendet. 

C: Bild am Ende der time-lapse-Serie. 

 

 

Im Rahmen der Migrationsstudien wurden jeweils 2-3 time-lapse-Serien für KAI1-WT-, 

KAI1-SP- und VEK-transfizierte Zellklone in Adhäsion an verschiedene Substrate aufge-

zeichnet. Um eine gute Vergleichbarkeit der zellulären Motilität der verschiedenen Zellklone 

zu gewährleisten, wurden Bedingungen für die Auswertung definiert. Aus den Bilderserien 

wurden pro Zellklon die Wegstrecken von jeweils 50-110 Zellen nach folgenden Ein- und 

Ausschlusskriterien analysiert:  

 

Einschlusskriterien: 

 Der Nukleus einer Zelle musste sich während des Beobachtungszeitraumes kontinuier-

lich innerhalb des Bildausschnitts befinden. 

 Die Zelle musste über die gesamte Zeit eine ausreichende Adhärenz zeigen. 

 Die Zelle musste einzeln oder in geringem Kontakt zu benachbarten Zellen liegen, um 

eine gegenseitige Beeinflussung oder Behinderung ihrer Motilität zu minimieren.  
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Ausschlusskriterien: 

 Die Zelle verließ den Bildausschnitt während des Beobachtungszeitraumes. 

 Die Zelle trat erst im Verlauf der 10-stündigen Analyse in den Bildausschnitt ein. 

 Die Zelle war nicht über die gesamte Zeit hinweg adhärent. 

 Die Zelle lag in sehr dichten Zellclustern und war somit in ihrer Motilität einge-

schränkt. 

 Die Zelle wurde zeitweise von anderen Zellen überdeckt, sodass eine Beurteilung der 

Bewegung des Nukleus nicht möglich war. 

 Die Zelle teilte sich innerhalb des Beobachtungszeitraumes von 10 h. 

 

Die Motilität der ausgewählten Zellen wurde mittels der Software LSM Image Browser als 

Wegstrecke in µm/10 h manuell ausgemessen. Die zelluläre Migration ist ein dynamischer 

Prozess, bei dem sich die Morphologie der Zelle, vor allem im Bereich der Peripherie, unter 

anderem durch die Ausbildung von Filo- und Lamellipodien, stetig ändert. Um das Bewe-

gungsmuster der Zellen trotzdem durch manuelles Nachzeichnen genau darstellen und      

miteinander vergleichen zu können, wurde jeweils der Nukleus einer Zelle markiert und des-

sen Bewegungsausmaß als Wegstrecke bestimmt.  

 

 

3.2.2     Auswirkung der Expression von KAI1-Wildtyp bzw. KAI1-Splice  

             auf die Integrin-vermittelte Motilität humaner Ovarial- 

             karzinomzellen 

 

3.2.2.1  Einfluss von KAI1-Wildtyp bzw. KAI1-Splice auf die Integrin αvß3/ 

             Vitronektin-vermittelte Motilität humaner Ovarialkarzinomzellen 

 

Ruseva et al. (2009) gaben bereits Hinweise darauf, dass die Wechselwirkung von KAI1-WT 

und dem Integrin αvß3 eine wesentliche Rolle bei der Migration von Ovarialkarzinomzellen 

auf VN spielt. Sie zeigten nach Reexpression von KAI1-WT in OV-MZ-6-Zellen eine signifi-

kant verminderte Integrin αvß3/VN-vermittelte zelluläre Motilität. Darüber hinaus wurde eine 

Kolokalisierung der beiden Proteine auf der Zellmembran von OV-MZ-6-Zellen beobachtet. 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung der Expression von KAI1-WT auf die 

Integrin αvß3-vermittelte Motilität von OV-MZ-6-Zellen in Adhäsion an VN im Vergleich zu 

seiner SP-Variante mittels time-lapse-Videomikroskopie analysiert. Die Wegstreckenlängen 
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von OV-MZ-6-KAI1-WT (n=80), -KAI1-SP (n=60) und -VEK-Zellen (n=97), die die erarbei-

teten und unter 3.2.1 aufgeführten Kriterien erfüllten, wurden bestimmt und die Medianwerte 

miteinander verglichen. 

In der Motilitätsanalyse zeigte sich, dass KAI1-WT die Integrin αvß3-vermittelte Motilität von 

OV-MZ-6-Zellen auf VN signifikant vermindert. Es ließ sich für OV-MZ-6-KAI1-WT-Zellen 

innerhalb von 10 h eine Wegstreckelänge von 100 µm ermitteln, was eine Reduzierung der 

Zellmigration um 56% im Vergleich zu OV-MZ-6-VEK-Zellen mit einer Wegstreckenlänge 

von 228 µm ausmachte. Im Gegensatz dazu konnte für KAI1-SP kein hemmender Effekt auf 

die motilen Eigenschaften der OV-MZ-6-Zellen nachgewiesen werden. Vielmehr führte die 

Expression von KAI1-SP zu einer gesteigerten Integrin αvß3-abhängigen migratorischen 

Aktivität auf dem Adhäsionssubstrat VN. Mit einer Wegstreckenlänge von 287 µm ließ sich 

für OV-MZ-6-KAI1-SP-Zellen gegenüber OV-MZ-6-VEK-Zellen eine Wegstrecken-

verlängerung von 26% und verglichen mit OV-MZ-6-KAI1-WT-Zellen von 187% 

beobachten.  

 

                 

Tabelle 1. Auswirkung der Expression von KAI1-WT bzw. KAI1-SP auf die Integrin αvß3/VN-

vermittelte Motilität von OV-MZ-6-Zellen  

Die Motilität von OV-MZ-6-KAI1-WT, -KAI1-SP und -VEK-Zellen in Adhäsion an VN wurde über 

einen Zeitraum von 10 h anhand von time-lapse-Videomikroskopieaufnahmen ermittelt. Die Median- 

und die Mittelwerte mit entsprechender Standardabweichung (SD) der Wegstreckenlängen der ver-

schiedenen Zellklone wurden berechnet. Die Medianwerte wurden miteinander verglichen. Hier aufge-

führt ist die migratorische Aktivität der OV-MZ-6-KAI1-WT bzw. -KAI1-SP-Zellen im Vergleich zu 

OV-MZ-6-VEK-Zellen, wobei die Motilität der OV-MZ-6-VEK-Zellen mit 100% gleichgesetzt wur-

de. 

 
 

OV-MZ-6 

Wegstreckenlänge in µm/10 h Motilität in Prozent im 

Vergleich zu 

VEK-transfizierten Zellen Median Mittelwert ± SD 

VEK 228 µm 218 ± 81 µm 100% 

KAI1-WT 100 µm  108 ± 44 µm 44% 

KAI1-SP 287 µm 284 ± 90 µm 126% 
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  VEK                    KAI1-WT                KAI1-SP 

 (n = 97)                   (n = 80)                   (n = 60) 

Abbildung 13. Migratorische Aktivität humaner Ovarialkarzinomzellen auf dem Integrin αvß3-

Liganden VN als Funktion der KAI1-WT- bzw. der KAI1-SP-Expression 

Die Motilität von OV-MZ-6-KAI1-WT (n=80), -KAI1-SP (n=60) und -VEK-Zellen (n=97) in Adhä-

sion an VN wurde über 10 h mittels time-lapse-Videomikroskopie aufgezeichnet. Aufgeführt sind die 

Wegstreckenlängen der verschiedenen OV-MZ-6-Zellklone im Vergleich. Die Daten sind als Boxplot 

dargestellt (Signifikanzen im Vergleich zu VEK-transfizierten Zellen mit dem Mann-Whitney-U-Test 

berechnet: *** = p < 0,001). 

Die Expression von KAI1-WT führte zu einer Reduzierung der Migration von OV-MZ-6-Zellen auf 

VN. Hingegen war für OV-MZ-6-KAI1-SP-Zellen eine gesteigerte Motilität im Vergleich zu OV-MZ-

6-KAI1-WT und OV-MZ-6-VEK-Zellen nachweisbar. 

 

 

Die Untersuchungen zur Auswirkung der Expression von KAI1-WT bzw. KAI1-SP auf die 

Integrin αvß3/VN-vermittelte Motilität von OV-MZ-6-Zellen ergaben somit deutliche funktio-

nelle Unterschiede zwischen den beiden strukturell verschiedenen KAI1-Proteinen. Für 

KAI1-WT ließ sich, wie bereits von Ruseva et al. (2009) beschrieben, ein hemmender Ein-

fluss auf die Integrin αvß3-vermittelte Migration von OV-MZ-6-Zellen auf VN nachweisen. In 

Gegenwart von KAI1-SP war die Motilität hingegen sowohl im Verleich zu OV-MZ-6-KAI1-

WT als auch zu -VEK-Zellen, die einen niedrigem endogenen KAI1-Proteingehalt aufwiesen, 

erhöht. Die Expression von KAI1-SP war somit mit einem größeren zellulären Migrations-

potential verbunden, als der Expressionsverlust von KAI1-WT allein.  

 

 

 

 

 

 

 

 

*** 

  *** 
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3.2.2.2  Einfluss von KAI1-Wildtyp bzw. KAI1-Splice auf die Motilität 

             humaner Ovarialkarzinomzellen auf dem Adhäsionssubstrat  

             Kollagen Typ I  

 

Neben der Auswirkung der Expression von KAI1-WT bzw. KAI1-SP auf die Integrin 

αvß3/VN-vermittelte zelluläre Motilität wurden zum Vergleich die jeweiligen Effekte von 

KAI1-WT und KAI1-SP auf das migratorische Verhalten der Zellen in Adhärenz an Kol I, als 

wichtiges Adhäsionsprotein für ß1-Integrine, untersucht. Integrine der ß1-Subfamilie wurden 

als erste wichtige Interaktionspartner des KAI1-WT auf der Zelloberfläche beschrieben 

(Mannion et al., 1996; Berditchevski und Odintsova, 1999; Ono et al., 2000). 

In die Motilitätsanalyse gingen die Wegstreckenlängen ausgewählter OV-MZ-6-KAI1-WT 

(n=72), -KAI1-SP (n=71) und -VEK-Zellen (n=106) ein. Die Medianwerte wurden berechnet 

und miteinander verglichen. 

 

A 

    

             B 

OV-MZ-6 VEK KAI1-WT KAI1-SP 

Motilität in Prozent im Vergleich 

zu VN 
46% 49% 57% 

                     

Tabelle 2. Auswirkung der Expression von KAI1-WT bzw. KAI1-SP auf die Motilität von     

OV-MZ-6-Zellen nach Adhäsion an Kol I  

A. Die Motilität OV-MZ-6-KAI1-WT, -KAI1-SP und -VEK-Zellen in Adhäsion an Kol I wurde über 

einen Zeitraum von 10 h anhand von time-lapse-Videomikroskopieaufnahmen ermittelt. Die Median- 

und die Mittelwerte mit entsprechender Standardabweichung (SD) der Wegstreckenlängen der ver-

schiedenen Zellklone wurden berechnet. Die Medianwerte wurden miteinander verglichen. Hier dar-

gestellt ist die migratorische Aktivität von OV-MZ-6-KAI1-WT bzw. -KAI1-SP-Zellen im Vergleich 

zu OV-MZ-6-VEK-Zellen, wobei die Motilität der OV-MZ-6-VEK-Zellen mit 100% gleichgesetzt 

wurde.  

B. Hier aufgeführt ist die Motilität der einzelnen Zellklone auf Kol I im Vergleich zu VN.  

OV-MZ-6 

Wegstreckenlänge in µm Motilität in Prozent im 

Vergleich zu 

VEK-transfizierten Zellen Median Mittelwert ± SD 

VEK 104 µm 108 ± 38 µm 100% 

KAI1-WT 49 µm  52 ± 17 µm 47% 

KAI1-SP 163 µm  165 ± 49 µm 157% 
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Nach Adhäsion an Kol I zeigten alle OV-MZ-6-Zellklone eine wesentlich geringere zelluläre 

migratorische Aktivität, als auf VN als Substrat. Verglichen mit den einzelnen Zellklonen auf 

VN war die Motilität von OV-MZ-6-VEK-Zellen um 54% reduziert, die der OV-MZ-6-KAI1-

WT-Zellen um 51% und der OV-MZ-6-KAI1-SP-Zellen um 43%.  

Ebenso, wie in Anwesenheit von VN beobachtet, zeigte sich in Gegenwart von Kol I ein 

hemmender Effekt auf die zelluläre Motilität als Funktion der KAI1-WT-Expression.  

OV-MZ-6-KAI1-WT-Zellen wiesen eine Wegstreckenlänge von 49 µm, OV-MZ-6-VEK-

Zellen von 104 µm auf. Die KAI1-WT-Expression resultierte somit in einer Reduzierung der 

Migration um 53%. Dagegen ging auch hier die Expression von KAI1-SP mit einem Anstieg 

der zellulären Motilität einher. Die Wegstrecke der OV-MZ-6-KAI1-SP-Zellen war mit     

163 µm im Vergleich zu OV-MZ-6-KAI1-WT-Zellen um 233% länger und verglichen mit 

OV-MZ-6-VEK-Zellen um 57%.  
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  VEK                    KAI1-WT               KAI1-SP 

                   (n = 106)                  (n = 72)                   (n = 71) 

Abbildung 14. Migratorische Aktivität humaner Ovarialkarzinomzellen auf Kol I als Funktion 

der Expression von KAI1-WT bzw. KAI1-SP 

Die Motilität von OV-MZ-6-KAI1-WT (n=72), -KAI1-SP (n=71) und -VEK-Zellen (n=106) in Adhä-

sion an Kol I wurde über 10 h mittels time-lapse-Videomikroskopie aufgezeichnet. Aufgeführt sind 

die Wegstreckenlängen der verschiedenen OV-MZ-6-Zellklone im Vergleich. Die Daten sind als 

Boxplot dargestellt (Signifikanzen im Vergleich zu VEK-transfizierten Zellen mit dem Mann-

Whitney-U-Test berechnet: *** = p < 0,001). 

Durch Expression von KAI1-WT wurde die zelluläre Motilität signifikant reduziert. Die Expression 

von KAI1-SP führte dagegen zu einem Anstieg der Motilität im Vergleich zu OV-MZ-6-KAI1-WT 

und OV-MZ-6-VEK-Zellen. Insgesamt war die Zellmigration in Adhäsion an Kol I wesentlich gerin-

ger, als auf VN. 

 

 

*** 

 

*** 
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3.2.2.3  Einfluss von KAI1-Wildtyp bzw. KAI1-Splice auf die Motilität 

             humaner Ovarialkarzinomzellen nach Adhäsion an Poly-L-Lysin 

 

Zur Kontrolle wurde die Migration von OV-MZ-6-Zellen, neben den EZM-Proteinen VN und 

Kol I, in Gegenwart von PLL, als Integrin-unabhängiges Adhäsionssubstrat, untersucht. Zur 

Auswertung kamen hier die Wegstreckenlängen ausgewählter OV-MZ-6-KAI1-WT (n=90),   

-KAI1-SP (n=86) und -VEK-Zellen (n=102), aus denen die Medianwerte bestimmt und mit-

einander verglichen wurden. 

 

A 

 

           B          

OV-MZ-6 VEK KAI1-WT KAI1-SP 

Motilität in Prozent im Vergleich 

zu VN 
12% 27% 12% 

Motilität in Prozent im Vergleich 

zu Kol I 
26% 55% 20% 

   

Tabelle 3. Auswirkung der Expression von KAI1-WT bzw. KAI1-SP auf die Motilität von     

OV-MZ-6-Zellen nach Adhäsion an PLL 

A. Die Motilität von OV-MZ-6-KAI1-WT, -KAI1-SP und -VEK-Zellen nach Adhäsion an PLL wurde 

über einen Zeitraum von 10 h anhand von time-lapse-Videomikroskopieaufnahmen ermittelt. Die  

Median- und Mittelwerte mit entsprechender Standardabweichung (SD) der Wegstreckenlängen der 

verschiedenen Zellklone wurden berechnet. Die Medianwerte wurden miteinander verglichen. Hier 

aufgeführt ist die migratorische Aktivität von OV-MZ-6-KAI1-WT bzw. -KAI1-SP-Zellen im Ver-

gleich zu OV-MZ-6-VEK-Zellen, wobei die Motilität der OV-MZ-6-VEK-Zellen mit 100% gleichge-

setzt wurde.  

B. Hier dargestellt ist die Motilität der verschiedenen Zellklone auf PLL im Vergleich zu Kol I und 

VN. 

 

 

OV-MZ-6 

Wegstreckenlänge in µm Motilität in Prozent im 

Vergleich zu 

VEK-transfizierten Zellen Median Mittelwert ± SD 

VEK 27 µm 28 ± 10 µm 100% 

KAI1-WT 27 µm  29 ± 10 µm 104% 

KAI1-SP 33 µm  35 ± 13 µm 122% 



57 

 

Auf PLL zeigten die Zellen eine deutlich geringere migratorische Aktivität, als in Adhäsion 

an die beiden EZM-Proteine VN und Kol I. Für OV-MZ-6-KAI1-WT und OV-MZ-6-VEK-

Zellen ließ sich nur eine Wegstreckenlänge von 27 µm und für OV-MZ-6-KAI1-SP-Zellen 

von 33 µm ermitteln. Im Vergleich zu VN war die Motilität von OV-MZ-6-VEK und        

OV-MZ-6-KAI1-SP-Zellen somit um 88%, die der OV-MZ-6-KAI1-WT-Zellen um 73% 

vermindert. Verglichen mit der migratorischen Aktivität auf Kol I ergab sich eine Reduzie-

rung von 74%, 80% und 45%.  

Durch die Expression von KAI1-WT war auf PLL keine signifikante Änderung der zellulären 

Motilität zu verzeichnen. KAI1-SP dagegen führte auch hier zu einer gesteigerten Migration 

der OV-MZ-6-Zellen. Die Wegstrecke der OV-MZ-6-KAI1-SP-Zellen war verglichen mit 

OV-MZ-6-KAI1-WT-Zellen und OV-MZ-6-VEK-Zellen um 22% länger. 
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  VEK                    KAI1-WT                KAI1-SP 

                    (n = 102)                 (n = 90)                    (n = 86) 

Abbildung 15. Migratorische Aktivität humaner Ovarialkarzinomzellen auf PLL als Funktion 

der Expression von KAI1-WT bzw. KAI1-SP 

Die Motilität von OV-MZ-6-KAI1-WT (n=90), -KAI1-SP (n=86) und -VEK-Zellen (n=102) auf PLL 

wurde über 10 h mittels time-lapse-Videomikroskopie aufgezeichnet. Aufgeführt sind die Weg-

streckenlängen der verschiedenen OV-MZ-6-Zellklone im Vergleich. Die Daten sind als Boxplot dar-

gestellt (Signifikanzen im Vergleich zu VEK-transfizierten Zellen mit dem Mann-Whitney-U-Test 

berechnet: ** = p < 0,01; ns = nicht signifikant). 

Alle OV-MZ-6-Zellklone zeigten auf PLL eine deutlich geringere migratorische Aktivität, als in Ad-

häsion an VN und Kol I. Für KAI1-WT ließ sich kein signifikanter Einfluss auf die zelluläre 

Migration nachweisen. Die Expression von KAI1-SP ging dagegen mit einem Anstieg der 

Motilität einher.  

 

 

 

 

ns 
 

** 
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3.2.2.4  Einfluss von KAI1-Wildtyp bzw. KAI1-Splice auf die Motilität 

             humaner Ovarialkarzinomzellen in Abhängigkeit des Integrin αvß3- 

             Expressionsspiegels  

 

Invasive Ovarialkarzinomzellen weisen eine verstärkte Expression des Integrins αvß3 auf 

(Liapis et al., 1997), was darauf hinweist, dass die Expression dieses Adhäsionsrezeptors mit 

der Progression des Ovarialkarzinoms korreliert. In in vitro-Studien von Hapke et al. (2003) 

ließ sich bereits in Abhängigkeit eines Integrin αvß3-Expressionsanstieges in OV-MZ-6-Zellen 

eine verstärkte Zelladhäsion an VN nachweisen, was mit einer gesteigerten Integrin αvß3/VN-

vermittelten Migration einherging. Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit 

zusätzlich der Einfluss von KAI1-WT bzw. KAI1-SP auf die Motilität humaner Ovarialkar-

zinomzellen in Abhängigkeit der Integrin αvß3-Expression untersucht. Hierzu wurde die 

migratorische Aktivität ausgewählter αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT (n=59 auf VN, n=48 auf   

Kol I, n=65 auf PLL), -KAI1-SP (n=57 auf VN, n=60 auf Kol I, n=78 auf PLL) und -VEK-

Zellen (n=65 auf VN, n=66 auf Kol I, n=64 auf PLL) auf den unterschiedlichen Adhäsions-

substraten mittels time-lapse-Videomikroskopie analysiert. Die Medianwerte der Weg-

streckenlängen der verschiedenen Zelltransfektanten wurden miteinander verglichen.  

Ebenso, wie für die OV-MZ-6-Zellen mit niedrigem endogenen Integrin αvß3-Gehalt, ergab 

sich für αvß3-OV-MZ-6-Zellen mit signifikant erhöhter zellulärer Integrin αvß3-Expression ein 

differentieller Einfluss von KAI1-WT und KAI1-SP auf die Integrin-vermittelte zelluläre  

Motilität. Auch hier führte die Expression von KAI1-WT zu einer Reduzierung der Integrin 

αvß3-abhängigen Migration auf VN. In Gegenwart von KAI1-SP ließ sich dagegen wieder ein 

Anstieg der Integrin αvß3/VN-vermittelten Motilität zeigen. Diese Funktion von KAI1-WT 

bzw. KAI1-SP war auch in Adhäsion an Kol I nachweisbar.  

Auf VN als Adhäsionssubstrat zeigten die Zellen wieder die größte Motilität. Hier wiesen 

αvß3-OV-MZ-6-KAI-WT-Zellen innerhalb des Untersuchungszeitraumes von 10 h eine Weg-

streckenlänge von 80 µm auf, was im Vergleich zu αvß3-OV-MZ-6-VEK-Zellen mit einer 

Wegstreckenlänge von 132 µm eine Verminderung der Motilität um 39% ausmachte. Für 

αvß3-OV-MZ-6-KAI1-SP-Zellen ließ sich mit 187 µm eine um 134% längere Wegstrecke 

beobachten, als für αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT-Zellen. Im Vergleich zu αvß3-OV-MZ-6-VEK-

Zellen war diese um 42% verlängert.  
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A                  Vitronektin 

 

B Kollagen Typ I 

 

C  Poly-L-Lysin 

 

Tabelle 4. Auswirkung der Expression von KAI1-WT bzw. KAI1-SP auf die Motilität von     

OV-MZ-6-Zellen in Abhängigkeit einer Überexpression des Integrins αvß3 

Die Motilität von αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT, -KAI1-SP und -VEK-Zellen wurde in Adhäsion an VN 

(A), Kol I (B) und PLL (C) über einen Zeitraum von 10 h anhand von time-lapse-Video-

mikroskopieaufnahmen bestimmt. Die Median- und Mittelwerte mit entsprechender Standardab-

weichung (SD) der Wegstreckenlängen der verschiedenen Zellklone wurden berechnet.  Hier aufge-

führt ist die migratorische Aktivität von αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT und -KAI1-SP-Zellen im Vergleich 

zu αvß3-OV-MZ-6-VEK-Zellen. Die Motilität der αvß3-OV-MZ-6-VEK-Zellen wurde dabei mit 100% 

gleichgesetzt. 

 

 

 

 

OV-MZ-6 

Wegstreckenlänge in µm Motilität in Prozent im 

Vergleich zu 

VEK-transfizierten Zellen Median Mittelwert ± SD 

VEK 132 µm 126 ± 47  µm 100% 

KAI1-WT 80 µm  90 ± 42  µm 61% 

KAI1-SP 187 µm  184 ± 47 µm 142% 

OV-MZ-6 

Wegstreckenlänge in µm Motilität in Prozent im 

Vergleich zu 

VEK-transfizierten Zellen Median Mittelwert ± SD 

VEK 87 µm 101 ± 38 µm 100% 

KAI1-WT 58 µm  74 ± 55 µm 67% 

KAI1-SP 140 µm  140 ± 52 µm 161% 

OV-MZ-6 

Wegstreckenlänge in µm Motilität in Prozent im 

Vergleich zu 

VEK-transfizierten Zellen Median Mittelwert ± SD 

VEK 29 µm 31 ± 10 µm 100% 

KAI1-WT 27 µm  28 ± 10 µm 93% 

KAI1-SP 37 µm  38 ± 11 µm 128% 
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In Adhäsion an Kol I legten αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT-Zellen eine Wegstrecke von 58 µm 

zurück, was im Vergleich zu αvß3-OV-MZ-6-VEK-Zellen mit einer Wegstreckenlänge von  

87 µm einer Reduzierung der migratorischen Aktivität um 33% entspracht. Die Motilität von 

αvß3-OV-MZ-6-KAI1-SP-Zellen war dagegen in Gegenwart von Kol I mit einer Wegstrecken-

länge von 140 µm um 141% größer, als die der αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT-Zellen und um 

61%, als die der αvß3-OV-MZ-6-VEK-Zellen.  

In Gegenwart von PLL war die zelluläre Motilität gegenüber den EZM-Protein-

Adhäsionssubstraten wieder deutlich reduziert. αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT-Zellen wiesen eine 

Wegstreckenlänge von 27 µm, αvß3-OV-MZ-6-VEK-Zellen von 29 µm und αvß3-OV-MZ-6-

KAI1-SP-Zellen von 37 µm auf. Es konnte somit auch für αvß3-OV-MZ-6-Zellen nach Adhä-

sion an PLL kein signifikanter Einfluss von KAI1-WT auf die Zellmigration gezeigt werden. 

Für die αvß3-OV-MZ-6-KAI1-SP-Zellen ergab sich dagegen eine Wegstreckenverlängerung 

um 37% im Vergleich zu αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT und um 28% gegenüber αvß3-OV-MZ-6-

VEK-Zellen. 
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Abbildung 16. Migratorische Aktivität Integrin αvß3-transfizierter OV-MZ-6-Zellen als      

Funktion der Expression von KAI1-WT bzw. KAI1-SP  

Die migratorische Aktivität von αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT, -KAI1-SP und -VEK-Zellen wurde in 

Adhäsion an VN (A), Kol I (B) und PLL (C) über 10 h mittels time-lapse-Videomikroskopie aufge-

zeichnet. Aufgeführt sind die Wegstreckenlängen der verschiedenen Zellklone im Vergleich. Die  

Daten sind als Boxplot dargestellt (Signifikanzen im Vergleich zu VEK-transfizierten Zellen mit dem 

Mann-Whitney-U-Test berechnet: *** = p < 0,001; ns = nicht signifikant). 

Nach Expression von KAI1-WT zeigte sich eine Verminderung der zellulären Migration auf VN und 

auf Kol I, nicht jedoch auf PLL. Die Expression von KAI1-SP führte hingegen zu einem Anstieg der 

Motilität im Vergleich zu αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT und -VEK-Zellen auf allen Adhäsionssubstraten.  
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Um den Einfluss einer Überexpression des Integrins αvß3 auf die Funktion von KAI1-WT 

bzw. KAI1-SP bei der Motilität von Ovarialkarzinomzellen genauer zu untersuchen, wurden 

die jeweiligen Effekte der beiden KAI1-Proteine in den Integrin αvß3-OV-MZ-6- und den  

OV-MZ-6-Zellklonen mit niedrigem endogenen Integrin αvß3-Gehalt verglichen.  

Auf dem EZM-Protein VN wurde die Integrin αvß3-vermittelte Motilität von αvß3-OV-MZ-6-

Zellen durch KAI1-WT weniger stark reduziert, als in OV-MZ-6-Zellen. Dagegen zeigte sich 

der fördernde Effekt von KAI1-SP auf die Integrin αvß3/VN-vermittelte Migration nach 

Überexpression des Integrins αvß3 verstärkt.  
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Abbildung 17. Vergleich der Funktion von KAI1-WT bzw. KAI1-SP bei der Integrin αvß3/VN-

vermittelten Motilität in Integrin αvß3-transfizierten OV-MZ-6-Zellen und OV-MZ-6-Zellen mit 

niedrigem endogenen Integrin αvß3-Gehalt 

Die Auswirkung der Expression von KAI1-WT bzw. KAI-SP auf die Integrin αvß3 /VN-vermittelte 

Motilität in OV-MZ-6- und αvß3-OV-MZ-6-Zellen wurde miteinander verglichen. Die migratorische 

Aktivität von OV-MZ-6- und αvß3-OV-MZ-6-VEK-Zellen wurde dabei mit 100% gleichgesetzt.  

Nach Überexpression des Integrins αvß3 zeigte sich der motilitätshemmende Effekt von KAI1-WT 

weniger stark und der motilitätssteigernde Einfluss von KAI1-SP verstärkt. 
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3.3       Untersuchungen zur zellulären Kolokalisierung von KAI1- 

            Wildtyp bzw. KAI1-Splice mit dem interzellulären  

            Adhäsionsrezeptor E-Cadherin in humanen  

            Ovarialkarzinomzellen 

 

Neben der Integrin-vermittelten zellulären Adhäsion an die umgebende EZM, als wesentlicher 

Bestandteil der migratorischen Aktivität, scheint auch die Regulierung der interzellulären  

Adhäsion durch KAI1-Proteine von großer tumorbiologischer Bedeutung zu sein. In epi-   

thelialen Zellen werden Zell/Zell-Kontakte unter anderem durch das Adhäsionsmolekül        

E-Cadherin vermittelt. Es existieren bereits Hinweise, dass KAI1-WT die Adhäsion maligner 

Zellen im Rahmen einer Interaktion mit E-Cadherin beeinflusst (Abe et al., 2008). Vor diesem 

Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit die Kolokalisierung von KAI1-WT bzw. 

KAI1-SP mit E-Cadherin in Ovarialkarzinomzellen mittels immunzytochemischer Färbung 

und Koimmunpräzipitationsanalyse im Vergleich untersucht. Zur Verwendung kamen αvß3-     

OV-MZ-6-KAI1-WT und -KAI1-SP-Zellen. 

 

 

3.3.1     Immunzytochemische Analyse der zellulären Kolokalisierung von 

             KAI1-Wildtyp bzw. KAI1-Splice mit E-Cadherin in humanen 

             Ovarialkarzinomzellen 

 

Zunächst wurde die Kolokalisierung von KAI1-WT bzw. KAI1-SP mit E-Cadherin mittels 

immunzytochemischer Doppelfärbung analysiert. Als Primärantikörper zur Bindung der zu 

untersuchenden Proteine wurde das monoklonale Maus-IgG Klon TS82b gegen KAI1 sowie 

ein monoklonales Kaninchen-IgG, welches gegen E-Cadherin gerichtet ist (Klon 24E10), 

verwendet. Die Signaldetektion des KAI1-WT- bzw. KAI1-SP-Proteins am CLSM erfolgte 

durch ein Alexa-488-konjugiertes Ziege-anti-Maus-IgG (grünes Signal) und die des E-Cad-

herins mittels eines Alexa-568-konjugierten Ziege-anti-Kaninchen-IgG (rotes Signal).  

Die immunzytochemische Anfärbung von KAI1-WT, KAI1-SP und E-Cadherin zeigte bei 

separater Betrachtung eine Expression aller Proteine an der Zelloberfläche. Um eine mögliche 

Kolokalisierung von KAI1-WT bzw. KAI1-SP mit E-Cadherin in diesem Bereich zu ermit-

teln, wurden die einzelnen Fluoreszenzbilder überlagert. Hierbei konnte eine deutliche Kolo-

kalisierung von KAI1-WT und E-Cadherin nachgewiesen werden, welche sich als gelbes Sig-
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nal zeigte. Für KAI1-SP war die Kolokalisierung mit E-Cadherin wesentlich geringer ausge-

prägt. 

 

 

αvß3-OV-MZ-6 

KAI1-WT KAI1-SP 

  

  

Abbildung 18. Immunzytochemische Doppelfärbung von KAI1-WT bzw. KAI1-SP mit              

E-Cadherin in OV-MZ-6-Zellen  

Die Kolokalisierung von KAI1-WT bzw. KAI1-SP mit E-Cadherin in αvß3-OV-MZ-6-Zellen wurde 

mittels einer immunzytochemischen Doppelfärbung untersucht. Die Intensität des Fluoreszenzsignals 

wurde am CLSM beurteilt. Die Detektion der KAI1-WT- bzw. KAI1-SP-Expression erfolgte mittels 

eines entsprechenden Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sekundärantikörpers bei einer Anregungswel-

lenlänge von 488 nm (grünes Signal), die des E-Cadherins bei 568 nm (rotes Signal). Um eine poten-

tielle Kolokalisierung von KAI1-WT bzw. KAI1-SP mit E-Cadherin zu ermitteln, wurden die einzel-

nen Fluoreszenzbilder überlagert. Eine räumliche Nähe von KAI1-WT bzw. KAI1-SP und E-Cadherin 

zeigte sich dabei als gelbes Signal. Repräsentative Bilder sind in der Abbildung dargestellt.  

Für KAI1-WT und E-Cadherin ließ sich eine deutliche Kolokalisierung nachweisen. Für KAI1-SP und              

E-Cadherin war diese sichtbar geringer ausgeprägt.  
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3.3.2     Analyse der zellulären Kolokalisierung von KAI1-Wildtyp bzw.  

             KAI1-Splice mit E-Cadherin in humanen Ovarialkarzinomzellen  

             mittels Koimmunpräzipitationsanalyse 

 

Zusätzlich zur immunzytochemischen Kolokalisierungsanalyse mittels E-Cadherin/KAI1-

Doppelfärbungen wurden Koimmunpräzipitationsversuche durchgeführt. Hierzu wurden je-

weils Zelllysate aus αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT und -KAI1-SP-Zellen hergestellt. Die Lyse 

erfolgte dabei in Gegenwart des milden Detergenz Brij96, um die potentiell vorhandenen, 

aber eventuell schwachen Tetraspanin/E-Cadherin-Wechselwirkungen in der Membran nicht 

während der Komplexextraktion zu dissoziieren (Hemler, 2001; Levy und Shoham, 2005a). 

Als “Fänger“-Antikörper wurde das gegen E-Cadherin gerichtete monoklonale Maus-IgG 

Klon MB2 verwendet. Die Antigen/Antikörper-Komplexe wurden mittels Antikörper-

bindender Protein A-Sepharose-Beads aus der Lösung isoliert. Als Isotypkontrolle diente das 

unspezifische Maus-IgG Klon Mg2b00. Die Detektion der KAI1-Proteine, als potentielle Be-

standteile des Immunpräzipitationskomplexes, erfolgte anschließend in der Westernblot-

Analyse durch das polyklonale Kaninchen-IgG Klon H-173. Durch die Verwendung dieses im 

Kaninchen generierten Antikörpers, im Gegensatz zu dem für die Immunpräzipitation einge-

setzten Maus-IgG gegen E-Cadherin, wurden Kreuzreaktionen des sekundären Detektions-

Antikörpers in der Westernblot-Analyse reduziert. 

In der Westernblot-Analyse ließ sich bei αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT und -KAI1-SP-Zellen 

eine breite Bande nachweisen, während diese in der Kontrolle nicht sichtbar war. Die Bande 

lag im Molekulargewichtsbereich von etwa 50 kDa und war dem KAI1-WT- bzw. KAI1-SP-

Protein zuzuordnen. Es konnte somit sowohl für KAI1-WT als auch für KAI1-SP eine 

Kolokalisierung mit E-Cadherin detektiert werden. Hinsichtlich der Signalstärke und dem-

nach auch im Ausmaß der physikalischen Wechselwirkung waren jedoch Unterschiede     

zwischen den KAI1-Proteinen erkennbar. Bei αvß3-OV-MZ-6-KAI1-WT-Zellen zeigte sich 

eine sichtbar stärker ausgeprägte Bande und somit Kolokalisierung mit E-Cadherin, als bei 

αvß3-OV-MZ-6-KAI1-SP-Zellen.   
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  KAI1- 

  WT 

 KAI1- 
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  Ko 

 

130 – 
 

72 – 
 

55 – 
 

43 – 

 

  

Abbildung 19. Koimmunpräzipitationsanalyse von KAI1-WT bzw. KAI1-SP mit          

E-Cadherin in OV-MZ-6-Zellen 

Die zelluläre Kolokalisierung von KAI1-WT bzw. KAI1-SP mit E-Cadherin wurde mit-

tels Koimmunpräzipitation untersucht. Für die Immunpräzipitation von KAI1-WT- bzw. 

KAI1-SP-transfizierten Zelllysaten wurde das gegen E-Cadherin-gerichtete Maus-IgG 

Klon MB2 und zur Kontrolle (Ko) das unspezifische Maus-IgG Klon Mg2b00 verwen-

det. Die nachfolgende Westernblot-Analyse erfolgte mittels des gegen KAI1-gerichteten 

Kaninchen-IgG Klon H-173. Die breiten Banden mit einem Molekulargewicht (M) von 

etwa 50 kDA zeigen, dass sowohl für KAI1-WT als auch für KAI1-SP eine 

Kolokalisierung mit E-Cadherin existierte, wobei diese für KAI1-SP geringer ausgeprägt 

war, als für KAI1-WT. Bei der Kontrolle hingegen war keine Bande zu beobachten. 

 

 

3.4       Zusammenfassung der Ergebnisse 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion des Metastasierungssuppressors KAI1-WT im 

Vergleich zu dessen SP-Variante an einem humanen Ovarialkarzinomzellmodell näher unter-

sucht. Dazu wurde die Auswirkung der Expression der beiden strukturell verschiedenen 

KAI1-Proteine auf die Integrin-vermittelte zellmigratorische Aktivität, als wichtige tumor-

zellbiologische Eigenschaft, analysiert. Im Fokus stand dabei der Einfluss auf die Integrin 

αvß3-abhängige Migration von OV-MZ-6-Zellen in Adhäsion an VN. Hier ließen sich diffe-

rentielle funktionelle Eigenschaften von KAI1-WT und KAI1-SP charakterisieren. Durch 

Expression von KAI1-WT wurde die Integrin αvß3/VN-vermittelte Migration signifikant ver-

mindert. Diese Funktion von KAI1-WT ließ sich auch in Gegenwart von Kol I, einem Adhä-

sionssubstrat von Integrinen der ß1-Subfamilie, zeigen. Die Expression von KAI1-SP führte 

dagegen zu einem Anstieg der Integrin αvß3/VN-vermittelten Motilität und auch der 

zellmigratorische Aktivität auf Kol I. Dieser Effekt war ausgeprägter, als der durch den Ver-

lust des KAI1-WT-Proteins allein, was der Vergleich mit VEK-transfizierten Zellen, die einen 

niedrigen endogenen KAI1-Proteingehalt aufwiesen, zeigte.  
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Zudem wurde die Funktion von KAI1-WT bzw. KAI1-SP bei der Zellmigration in Abhängig-

keit des Expressionsspiegels des Integrins αvß3 untersucht, indem die Motilität von Integrin 

αvß3-überexprimierenden OV-MZ-6-Zellen analysiert wurde. Nach Überexpression des 

Integrins αvß3 ließ sich ebenso die oben beschriebene differentielle Funktion der beiden KAI1-

Proteine bei der Zellmigration beobachten. KAI1-WT reduzierte die Integrin αvß3/VN-

vermittelte Zellmotilität, KAI1-SP verstärkte diese. Im Vergleich zu OV-MZ-6-Zellen mit 

niedrigem endogenen Integrin αvß3-Gehalt war nach Überexpression des Integrins αvß3 aller-

dings der motilitätshemmende Einfluss von KAI1-WT weniger stark ausgeprägt, während der 

migrationsfördernde Effekt von KAI1-SP verstärkt auftrat.  

Neben der Integrin/EZM-vermittelten Migration, spielt auch die Zell/Zell-Adhäsion und deren 

Regulierung eine wichtige Rolle bei der Tumorprogression. In der vorliegenden Arbeit wurde, 

zusätzlich zur Funktion von KAI1-WT bzw. KAI1-SP bei der Zellmotilität, die Interaktion 

der KAI1-Proteine mit dem interzellulären Adhäsionsrezeptor E-Cadherin in humanen     

Ovarialkarzinomzellen untersucht. Auch hier ergaben sich Unterschiede zwischen KAI1-WT 

und KAI1-SP. Für KAI1-SP zeigte sich verglichen mit KAI1-WT eine deutlich schwächere 

physikalische Wechselwirkung mit E-Cadherin.  

Insgesamt ergaben sich somit im Rahmen der Studien deutliche Hinweise für eine unter-

schiedliche Funktion von KAI1-WT und KAI1-SP bei der Migration und der Adhäsion     

humaner Ovarialkarzinomzellen.  
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4  Diskussion 

 

4.1       Die Rolle von KAI1-Wildtyp bzw. dessen Splice-Variante  

            bei der Metastasierung des Ovarialkarzinoms 

 

4.1.1     Der Einfluss von KAI1-Wildtyp bzw. KAI1-Splice auf die 

             migratorische Aktivität humaner Ovarialkarzinomzellen 

 

Das Ovarialkarzinom stellt, trotz zahlreicher Fortschritte bezüglich der Therapie, die führende 

Todesursache durch Malignome des weiblichen Genitals dar. In diesem Zusammenhang 

kommt der Bildung von Metastasen eine große Bedeutung zu, da ein Großteil der Patientin-

nen bei der Erstdiagnose bereits ein fortgeschrittenes Tumorstadium aufweist, bei dem sich 

Sekundärtumoren gebildet haben (Burges et al., 2010). Das charakteristische diffuse 

intraabdominale Wachstumsverhalten des Ovarialkarzinoms begrenzt die therapeutischen 

Optionen. Dies zeigt die Notwendigkeit auf, Moleküle zu identifizieren, die an dem Prozess 

der Metastasenbildung beteiligt sind und ihre funktionellen Eigenschaften zu untersuchen. 

Metastasierungssuppressoren stellen Moleküle dar, die die Absiedlung von Tumorzellen limi-

tieren. Sie sind in die Regulierung wichtiger zellulärer Funktionen, wie der Adhäsion, der 

Migration und der Invasion, involviert und nehmen auf diese Weise Einfluss auf multiple 

Schritte des komplexen Prozesses der Metastasierung (Smith und Theodorescu, 2009; Becker 

et al., 2005). Ein Verlust ihrer protektiven Funktion spielt eine wesentliche Rolle bei der   

Tumorprogression (Ichikawa et al., 1991; Smith und Theodorescu, 2009). 

Unter den bereits identifizierten Metastasierungssuppressoren nimmt das Tetraspanin KAI1-

Wildtyp (WT) eine besondere Stellung ein. Für eine Reihe von soliden Tumoren, so auch für 

das Ovarialkarzinom, existieren Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen einer vermin-

derten Expression des KAI1-WT und dem Auftreten von Metastasen (Houle et al., 2002; 

Yang et al., 1997; Yu et al., 1997; Guo et al., 1996 und 1998; Liu et al., 2001; Miyazaki et al., 

2000; Lombardi et al., 1999; Chen et al., 2004a; Hinoda et al., 1998). Anhand von in vivo- 

Studien wurde bereits für verschiedene Tumorzelllinien eine deutliche Reduzierung der  

Metastasierung als Folge einer Reexpression von KAI1-WT gezeigt (Shinohara et al., 2001b; 

Yang et al., 2001; 2008; Takeda et al., 2007; Xu et al., 2008).  

Die Ursachen für einen Expressions- oder Funktionsverlust von KAI1-WT in malignen     

Tumoren sind bisher noch nicht hinreichend geklärt. Lee et al. (2003) beschrieben durch die 
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Entdeckung einer Splice-Variante von KAI1 (KAI1-SP) einen potentiellen Mechanismus, der 

die Funktion des Proteins als Metastasierunssuppressor beeinflusst. KAI1-SP entsteht durch 

einen Verlust des Exons 7 und unterscheidet sich strukturell durch ein Fehlen eines Teils der 

großen extrazellulären Schleife sowie der vierten Transmembranregion von KAI1-WT. In der 

vorliegenden Arbeit wurde untersucht, in wieweit sich dieser strukturelle Unterschied von 

KAI1-SP auf die funktionellen zellbiologischen Eigenschaften des Proteins auswirkt. 

KAI1-WT übt seine Funktion als Metastasierungssuppressor aus, indem es wesentliche zell-

biologische Prozesse beeinflusst. Die Adhäsion sowie die damit eng verknüpfte Migration 

stellen wichtige zelluläre Funktionen bei der Metastasenbildung dar. Folglich wurde die    

Motilität humaner Ovarialkarzinomzellen in Abhängigkeit der Expression von KAI1-WT 

bzw. KAI1-SP mittels time-lapse-Videomikroskopie vergleichend analysiert. Als Folge der 

KAI1-WT-Expression wurde eine signifikant verminderte Motilität der Ovarialkarzinom-

zellen beobachtet. Dieser Zusammenhang zeigte sich bereits in früheren Migrationstudien der 

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ute Reuning, in denen der Einfluss von KAI1-WT auf die 

migratorische Aktivität kultivierter humaner Ovarialkarzinomzellen untersucht wurde 

(Ruseva et al., 2009). Ebenso konnte in anderen Tumorzelllinien ein KAI1-WT-vermittelter 

supprimierender Effekt auf die Zellmotilität nachgewiesen werden (Zhang et al., 2003a; Jee et 

al., 2007; Takaoka et al., 1998).  

Im Gegensatz dazu zeigte sich in der Migrationsanalyse von Ovarialkarzinomzellen, die 

KAI1-SP exprimierten, eine gesteigerte Motilitätskapazität im Vergleich zu KAI1-WT- und 

auch zu VEK-transfizierten Zellen mit sehr geringem KAI1-Proteingehalt. Somit scheint die 

Expression von KAI1-SP mit einem größeren Migrationspotential der Ovarialkarzinomzellen 

assoziiert zu sein, als der Expressionsverlust des KAI1-WT-Proteins allein. Diese Ergebnisse 

stehen in guter Übereinstimmung mit Studien von Lee et al. (2003). Diese Arbeitsgruppe  

untersuchte die Rolle von KAI1-SP bei der Metastasierung einer Kolonkarzinomzelllinie und 

konnte auch hier eine gesteigerte zelluläre Motilität als Funktion von KAI1-SP nachweisen. 

Zudem war die Expression von KAI1-SP mit einer erhöhten Invasivität, das heißt einer ge-

richteten Migration durch Gewebe, als weitere für die Metastasierung wichtige zelluläre    

Eigenschaft, assoziiert. 

Die konkreten Mechanismen, welche der differentiellen Auswirkung der Expression von 

KAI1-WT und KAI1-SP auf die migratorische Aktivität von Ovarialkarzinomzellen zugrunde 

liegen, sind bisher noch weitgehend unklar. Ein Ansatzpunkt zur Klärung dieser Frage, stellt 

die Wechselwirkung der beiden KAI1-Proteine mit Integrinen dar. 
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4.1.2     Die Bedeutung der Wechselwirkung von KAI1-Wildtyp bzw. KAI1- 

             Splice mit dem Integrin αvß3 für die Migration humaner  

             Ovarialkarzinomzellen 

 

Die zelluläre Migration ist wesentlich vom Ausmaß der Zell/EZM-Adhäsion abhängig. 

Integrine haben als Vermittler dieser Kontakte und als Bindeglied zum Zytoskelett einen ent-

scheidenden Einfluss auf die Zellmotilität. Ihre Fähigkeit zur bidirektionalen Signalgebung, 

die im Rahmen der Interaktion mit anderen Membranproteinen beeinflusst wird, erlaubt eine 

fein abgestimmte Regulierung der migratorische Aktivität von Zellen (Vicente-Manzanares et 

al., 2009; Hood und Cheresh, 2002). 

Ovarialkarzinomzellen exprimieren eine Reihe unterschiedlicher Integrine (Gardner et al., 

1995; Bottini et al., 1993; Cannistra et al., 1995; Carreiras et al., 1995). Unter diesen kommt 

dem Integrin αvß3 eine besondere Bedeutung für die Tumorprogression zu. Dieses ist in     

Abhängigkeit seines Hauptliganden VN vornehmlich an der Regulierung adhäsiver und 

motiler Eigenschaften von Ovarialkarzinomzellen beteiligt (Carreiras et al., 1995; 1999; 

Hapke et al., 2001; 2003; Cruet et al., 1999).  

Die Rolle der Integrine, speziell des Integrins αvß3, bei dem Prozess der zellulären Migration 

und die Bedeutung der Wechselwirkung mit KAI1-WT bzw. KAI1-SP wurde in der vor-

liegenden Arbeit genauer betrachtet, indem die Motilität der Ovarialkarzinomzellen in Ab-

hängigkeit verschiedener Adhäsionssubstrate untersucht wurde. Dabei zeigte sich in Gegen-

wart von VN, das in OV-MZ-6-Zellen fast ausschließlich vom Integrin αvß3 gebunden wird, 

die größte migratorische Aktivität der Ovarialkarzinomzellen. Dagegen war auf PLL, das eine 

Integrin-unabhängige Adhäsion vermittelt, die geringste Motilität nachweisbar. Demnach 

wurde die Wichtigkeit der Integrine und vor allem die bedeutende Rolle der Integrin αvß3-

vermittelten Adhäsion auf VN bei der zellulären Motilität humaner Ovarialkarzinomzellen 

bestätigt. 

Die Tatsache, dass sich der motilitätshemmende Einfluss von KAI1-WT nur nach Adhäsion 

an die EZM-Proteine VN und Kol I zeigen ließ, nicht jedoch auf PLL, weist zudem darauf 

hin, dass eine Regulierung der Integrine durch KAI1-WT wesentlich an dem supprimierenden 

Effekt auf die Migration von OV-MZ-6-Zellen beteiligt ist. Für KAI1-WT ist bekannt, dass es 

als Tetraspanin seine Funktionen im Rahmen der Vermittlung von multiplen Protein/Protein-

Interaktionen ausübt. Innerhalb des tetraspanin webs reguliert KAI1-WT die Funktion und die 
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Signalgebung der assoziierten Proteine, unter denen Integrine eine wichtige Gruppe darstellen 

(Berditchevski, 2001).  

Studien von Ruseva et al. (2009) gaben erstmalig Hinweise auf ein Zusammenspiel zwischen 

KAI1-WT und dem Integrin αvß3 bei dem Prozess der Ovarialkarzinomzellmigration. In    

diesen war zum einen nach Adhäsion von OV-MZ-6-Zellen an VN eine Kolokalisierung von 

KAI1-WT und dem Integrin αvß3 auf der Zelloberfläche nachweisbar, was auf eine funktio-

nelle Wechselwirkung der beiden Proteine hindeuten könnte. Zum anderen zeigten sie einen 

Zusammenhang zwischen der Expression von KAI1-WT und einer verstärkten Integrin αvß3-

vermittelten Adhäsion auf VN.  

Die zelluläre Migration beruht, wie bereits in Kapitel 1.7 ausführlich beschrieben, auf einem 

Wechselspiel zwischen Adhärenz und Lösen der Zellen von der sie umgebenden EZM. Eine 

Änderung dieser Balance nimmt einen entscheidenden Einfluss auf die Zellmotilität. Dem-

nach ist es möglich, dass KAI1-WT die Integrin αvß3-vermittelte Zellmigration auf VN redu-

ziert, indem es das Gleichgewicht auf die Seite der Adhäsion verschiebt und die Zellen als 

Folge einer zu starken Substratanheftung in ihrer Motilität einschränkt. Auf gleiche Weise 

wäre der hemmende Effekt von KAI1-WT auf die zelluläre Motilität auf Kol I erklärbar, der 

vermutlich auf der Interaktion von KAI1-WT mit ß1-Integrinen, die dieses EZM-Substrat  

binden, beruht.  

Aufgrund der großen Bedeutung der Zell/EZM-Adhäsion für den Prozess der zellulären   

Migration, wurden auch die Motilitäsanalysen der vorliegenden Arbeit in Zusammenhang mit 

dem Adhäsionsverhalten der Ovarialkarzinomzellen, welches parallel in der Arbeitsgruppe 

von Prof. Dr. Ute Reuning untersucht wurde (Karle et al., unveröffentlichte Daten), betrach-

tet. Wie bereits von Ruseva et al. (2009) gezeigt, führte die Expression von KAI1-WT hier zu 

einer verstärkten Integrin αvß3-vermittelten Adhäsion auf VN und auch zu einem Adhäsions-

anstieg auf Kol I. Im Gegensatz dazu war für KAI1-SP-transfizierte Zellen eine verminderte 

Adhärenz an die EZM-Substrate nachweisbar. Dieser abweichende Einfluss von KAI1-WT 

und KAI1-SP auf die Integrin-vermittelte Zell/EZM-Adhäsion weist darauf hin, dass eine 

unterschiedliche Regulierung der Integrinfunktion durch KAI1-WT und KAI1-SP wesentlich 

an ihrem differentiellen Einfluss auf die Ovarialkarzinomzellmigration beteiligt ist. Während 

die Zellmotilität nach Expression von KAI1-WT vermutlich durch verstärkte Adhärenz an die 

EZM limitiert wird, scheint eine nicht ausreichende Substratanheftung nach Expression von 

KAI1-SP zu dem migrationsfördernden Effekt beizutragen. 

In Studien von Lee et al. (2003) führte die Expression von KAI1-SP in einer Kolonkarzinom-

zelllinie nicht zu einer verminderten Zell/EZM-Adhäsion, wie für OV-MZ-6-Zellen beschrie-
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ben. Hier zeigte sich hingegen eine verstärkte Integrin α3ß1-vermitteltete Adhäsion auf FN. 

Ebenso sind auch für KAI1-WT Unterschiede in der Modulierung der Zell/EZM-Adhäsion in 

verschiedenen Tumorzelllinien bekannt. So ließ sich, im Gegensatz zu der verstärkten Adhä-

sion von OV-MZ-6-Zellen auf VN und Kol I, in Kolon- und Leberkarzinomzelllinien eine 

Reduzierung der Adhäsion auf FN in Abhängigkeit der KAI1-WT-Expression darstellen (Lee 

et al., 2003; Liu et al., 2003; Yang et al., 2008) und in einer Prostatakarzinomzelllinie führte 

die Reetablierung von KAI1-WT zu einer verminderten Adhärenz an Laminin (He et al., 

2005). Diese nicht einheitlichen Ergebnisse bezüglich des Einflusses von KAI1-WT bzw. 

KAI1-SP auf die Zell/EZM-Adhäsion sind möglicherweise darauf zurückzuführen, dass je 

nach Tumorentität eine andere Balance zwischen Adhärenz und Lösen der Zellen von der sie 

umgebenden EZM für die Migration nötig ist.  

Die zelluläre Motilität wird weiterhin durch verschiedene andere Faktoren, wie beispielsweise 

die Adhäsionsrezeptordichte, bestimmt. In Studien von Hapke et al. (2003) wurde bereits ein 

Einfluss der Expressionshöhe des Integrins αvß3 auf die Migration von OV-MZ-6-Zellen 

nachgewiesen. Hier führte die Überexpression des Integrins αvß3 zu einer gesteigerten Integrin 

αvß3/VN-vermittelten Migration bei verstärkter Zelladhäsion auf VN.  

Um die Bedeutung der Wechselwirkung von KAI1-WT bzw. KAI1-SP mit dem Integrin αvß3 

für die Motilität humaner Ovarialkarzinomzellen näher zu untersuchen, wurde in der vor-

liegenden Arbeit zudem die Funktion von KAI1-WT bzw. KAI1-SP bei der zellulären Migra-

tion in Abhängigkeit einer Überexpression des Integrins αvß3 betrachtet. Auch hier ließ sich 

der differentielle Einfluss von KAI1-WT und KAI1-SP auf die Integrin αvß3-vermittelte Moti-

lität in Adhäsion an VN darstellen. Als Folge des Expressionsanstiegs des Integrins αvß3 zeig-

te sich der migrationshemmende Effekt von KAI1-WT jedoch weniger stark ausgeprägt und 

der motilitätssteigernde Einfluss von KAI1-SP im Vergleich zu OV-MZ-6-Zellen mit niedri-

gem endogenen Integrin αvß3-Gehalt verstärkt. Demnach scheint die Höhe des Integrin αvß3-

Expressionsspiegels eine wichtige Rolle sowohl bei der Regulierung der zellulären Migration 

durch KAI1-WT als auch durch KAI1-SP zu spielen, wobei der genaue Zusammenhang    

weiterhin unklar bleibt. Es ergeben sich dennoch deutliche Hinweise, dass eine unterschied-

liche Wechselwirkung von KAI1-WT und KAI1-SP mit dem Integrin αvß3 zu dem differen-

tiellen Einfluss auf die Ovarialkarzinomzellmigration beiträgt. 

KAI1-SP unterscheidet sich strukturell durch ein Fehlen des distalen Teils der großen extra-

zellulären Schleife sowie eines Bereichs der vierten Transmembranregion von KAI1-WT. 

Diese Region scheint zum einen für den hemmenden Effekt von KAI1-WT auf die zelluläre 

Motilität wichtig zu sein (Lee et al., 2004). Zum anderen zeigten Studien über das Tetraspanin 
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CD151 eine Beteiligung der großen extrazellulären Schleife an der Wechselwirkung von 

Tetraspaninen mit Integrinen (Yauch et al., 2000; Berditchevski et al., 2001). Es ist demnach 

vorstellbar, dass strukturelle Abweichungen innnerhalb dieser Region, wie sie für KAI1-SP 

beschrieben sind, eine veränderte physikalische Interaktion mit Integrinen bedingen und folg-

lich zu dem differentiellen Einfluss von KAI1-SP auf die zelluläre Migration beitragen   

könnten. Hinweise auf diesen Zusammenhang geben auch Studien von Lee et al. (2003). Die-

se zeigten in einer Kolonkarzinomzelllinie eine verminderte Kolokalisierung von KAI1-SP 

und dem Integrin α3ß1 im Vergleich zu KAI-WT und führten die reduzierte zelluläre Motilität 

nach Expression von KAI1-SP auf diese veränderte Interaktion zurück. In Ovarialkarzinom-

zellen wurde bereits eine Kolokalisierung von KAI1-WT und dem Integrin αvß3 mittels 

Koimmunpräzipitationsstudien beschrieben (Ruseva et al., 2009). Die physikalische      

Wechselwirkung von KAI1-SP mit Integrinen, speziell mit dem Integrin αvß3, im Vergleich 

zu KAI1-WT ist bislang jedoch noch nicht untersucht.  

Weitere Einblicke in das komplexe Zusammenspiel zwischen den beiden KAI1-Proteinen und 

Integrinen bei der Ovarialkarzinomzellmigration ergeben sich aus Untersuchungen zur Klä-

rung potentieller Mechanismen, die der Reduzierung der Integrin-vermittelten zellulären  

Migration durch KAI1-WT zugrunde liegen. Die Modulierung intrazellulärer Signaltrans-

duktionswege der Integrine stellt dabei einen Ansatzpunkt dar. Sridhar und Miranti (2006) 

zeigten, dass die Expression von KAI1-WT in einer Prostatakarzinomzelllinie zu einer ver-

minderten Aktivierung und Phosphorylierung der Scr-Kinase sowie ihrer nachgeschalteten 

Substrate FAK Y861 und p130cas führt. Zudem scheint die p130cas/crkII-Komplexbildung 

durch KAI1-WT reduziert zu werden (Zhang et al., 2003a). In Untersuchungen von Zhang et 

al. (2001) war zu beobachten, dass Tetraspanine, wie KAI1-WT, die PKC in fokale Adhä-

sionsstellen rekrutieren können. Durch die Vermittlung der Phosphorylierung von ß1-

Integrinen in den entstehenden Komplexen, bestehend aus PKC, ß1-Integrinen und 

Tetraspaninen, können möglicherweise zelluläre Prozesse, wie die Migration, beeinflusst 

werden. Daneben ist auch die Interaktion mit anderen Rezeptoren, wie Wachstums-

faktorrezeptoren, in die Regulierung der Integrin-vermittelten Motilität durch KAI1-WT in-

volviert. Odintsova et al. (2000) zeigten eine Abschwächung EGF-induzierter Signale durch 

die Wechselwirkung von KAI1-WT mit dem EGFR. Die EGF-induzierte Ausbildung von 

Lamellipodien wurde reduziert. Ein anderer potentieller Mechanismus, über den KAI1-WT 

die Zellmotilität limitiert, stellt die Beschleunigung der Internalisierung seiner Bindungspart-

ner dar. In einer Prostatakarzinomzelllinie führte die Expression von KAI1-WT zu einer ver-

stärkten Endozytose und somit zu einer verminderten Expression des Integrins α6ß1 auf der 
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Zelloberfläche (He et al., 2005). Ebenso scheint KAI1-WT durch die verzögerte Reifung von 

ß1-Integrinvorstufen die Integrinexpression zu beeiträchtigen (Jee et al., 2007). Für das 

Integrin αvß3 konnte jedoch keine Änderung des Expressionsspiegels nach Reexpression von 

KAI1-WT in humanen Ovarialkarzinomzellen nachgewiesen werden (Ruseva et al., 2009). 

Somit scheint diese Funktion von KAI1-WT Integrin-spezifisch zu sein.  

Die aufgeführten Mechanismen, die bislang für den hemmenden Einfluss von KAI1-WT auf 

die Integrin-vermittelte Zellmotilität beschrieben sind, könnten ebenso eine Rolle bei der 

Funktion von KAI1-SP spielen. Es besteht die Möglichkeit, dass die abweichende Struktur 

von KAI1-SP dazu führt, dass die Modulierung dieser in die Migration involvierten Moleküle 

und Signalwege aufgehoben oder verändert und folglich die Motilität der Zellen beeinflusst 

wird.  

 

Die dargestellten Ergebnisse zeigen die große Bedeutung der Regulierung der Funktion der 

Integrine, speziell des Integrins αvß3, durch KAI1-WT und KAI1-SP für die Adhäsion und 

Migration von Ovarialkarzinomzellen. Trotz einiger Hinweise auf potentielle zugrunde lie-

gende Mechanismen, bedarf es weiterer Forschung, um die genauen Hintergründe der diffe-

rentiellen Interaktion von KAI1-WT und KAI1-SP mit dem Integrin αvß3 sowie die dadurch 

bedingten Auswirkung auf das Verhalten maligner Ovarialkarzinomzellen zu verstehen.  

Um die Funktion von KAI1-WT und KAI1-SP bei der Progression des Ovarialkarzinoms  

genauer zu klären, muss zudem auch die Wechselwirkung der beiden unterschiedlichen 

KAI1-Proteine mit anderen Molekülen innerhalb des tetraspanin webs berücksichtigt werden. 

Zum einen scheinen in die Regulierung der Motilität durch KAI1-SP auch Integrin-

unabhängige Mechanismen involviert zu sein. Anhaltspunkte dafür ergeben sich aus der Tat-

sache, dass KAI1-SP, anders als KAI1-WT, die zellmigratorische Aktivität auch auf PLL  

beeinflusste. Zum anderen existieren auch Hinweise auf einen unterschiedlichen Einfluss von 

KAI1-WT und KAI1-SP auf andere tumorbiologisch relevante zelluläre Funktionen. Ein Bei-

spiel ist hier die Proliferation. Lee et al. (2003) zeigten in einer Kolonkarzinomzelllinie eine 

Verminderung der Proliferationsrate als Funktion von KAI1-WT, während KAI1-SP keinen 

Einfluss auf diese hatte. Es liegt demnach nahe, dass neben Unterschieden zwischen KAI1-

WT und KAI1-SP bei dem Zusammenspiel mit Integrinen auch Abweichungen in der Inter-

aktion mit weiteren Proteinen, welche sowohl wichtig für die Motilität als auch für andere 

zelluläre Funktionen sind, bestehen.  

 

 

 



75 

 

4.1.3     Die Wechselwirkung von KAI1-WT bzw. KAI1-Splice mit  

             E-Cadherin in humanen Ovarialkarzinomzellen 

 

Der interzelluläre Adhäsionsrezeptor E-Cadherin stellt ein weiteres Molekül dar, das in die 

Progression des Ovarialkarzinoms involviert ist. Yuecheng et al. (2006) zeigten bereits in 

einer Studie einen Zusammenhang zwischen einer verminderten Expression des E-Cadherins 

und einem fortgeschrittenen Tumorstadium sowie der Bildung von Lymphknotenmetastasen 

bei Patientinnen mit Ovarialkarzinom. Ebenso, wie KAI1-WT, ist E-Cadherin funktionell als 

Metastasierungssuppressor zu betrachten (Hedrick et al., 1993; Semb und Christofori, 1998). 

Ein Verlust der Funktion des E-Cadherins bei der Vermittlung stabiler interzellulärer Kon-

takte trägt dazu bei, dass sich maligne Zellen infolge einer gesteigerten Motilität und 

Invasivität weiter in umgebende Gewebsstrukturen ausbreiten können (Kokenyesi et al., 2003; 

Handschuh et al., 1999; 2001; Takeichi, 1993). Eine ausgewogene Regulierung der               

E-Cadherin-vermittelten Adhäsion spielt demnach eine wichtige Rolle bei der Tumorpro-

gression.  

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels Koimmunpräzipitationsanalyse und immun-

zytochemischer Doppelfärbung eine Kolokalisierung von KAI1-WT mit E-Cadherin in hu-

manen Ovarialkarzinomzellen nachgewiesen. Dies weist darauf hin, dass KAI1-WT in die 

Regulierung der Funktion von E-Cadherin beim Ovarialkarzinom involviert ist. Für KAI1-SP 

ließ sich eine deutlich schwächere Kolokalisierung mit E-Cadherin zeigen, als für KAI1-WT. 

Da der Verlust des Exons 7 im Rahmen der Entstehung von KAI1-SP Bereiche der großen 

extrazellulären Schleife und der vierten Transmembranregion betrifft, kann spekuliert werden, 

dass Anteile dieser Regionen, wie auch bei Integrinen, an der Wechselwirkung der KAI1-

Proteine mit E-Cadherin beteiligt sind. Folglich wäre die abweichende Interaktion von KAI1-

SP und E-Cadherin auf den strukturellen Unterschied von KAI1-SP in diesem Bereich zu-

rückzuführen. Eine differentielle Kolokalisierung von KAI1-WT und KAI1-SP mit               

E-Cadherin wurde auch bereits von Lee et al. (2003) in einer Kolonkarzinomzelllinie nach-

gewiesen. Während sich hier ebenso eine eindeutige Assoziation von KAI1-WT mit             

E-Cadherin im Bereich der interzellulären Kontaktregionen zeigen ließ, war diese für KAI1-

SP nicht detektierbar.  

Es stellt sich die Frage, wie sich die unterschiedliche physikalische Wechselwirkung der   

beiden strukturell verschiedenen KAI1-Proteine mit E-Cadherin auf die Funktion dieses 

Zell/Zell-Adhäsionsrezeptors auswirkt und welche Bedeutung sie für die Progression des 

Ovarialkarzinoms hat. Dabei ist neben der direkten physikalischen Interaktion der KAI1-
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Proteine mit E-Cadherin auch die Möglichkeit einer indirekten Wechselwirkung über andere 

Moleküle zu berücksichtigen. 

Abe et al. (2008) untersuchten die Interaktion von KAI1-WT mit E-Cadherin sowie die Aus-

wirkung dieser auf das Verhalten maligner Zellen bereits näher. Sie zeigten, dass KAI1-WT 

die E-Cadherin-vermittelte Adhäsion verstärkt und maligne Zellen folglich vor der Dissemi-

nierung schützt, indem es den Komplex aus E-Cadherin und ß-Catenin stabilisiert. Dieser ist 

essentiell für die Ausbildung stabiler interzellulärer Kontakte. Durch Tyrosinphos-

phorylierung einzelner Komponenten des E-Cadherin/Catenin-Komplexes kann die Komplex-

bildung bzw. die Stabilität und folglich auch die Zell/Zell-Adhäsion moduliert werden. Dabei 

geht die Phosphorylierung des ß-Catenins mit einer Schwächung des Adhäsionskomplexes 

und auch der interzellulären Adhäsion einher (Roura et al., 1999; Piedra et al., 2001). Ver-

schiedene Wachstumsfaktoren, wie der hepatocyte growth factor (HGF) und der EGF sind 

hieran beteiligt (Shibamoto et al., 1994). Abe et al. (2008) zeigten, dass KAI1-WT sowohl 

durch Modulierung der Signalwege der Wachstumsfaktoren als auch unabhängig von diesen 

die Phosphorylierung des ß-Catenins reduziert und auf diese Weise den Adhäsionskomplex, 

bestehend aus E-Cadherin und ß-Catenin, stabilisiert. Es ist denkbar, dass dieser Mechanis-

mus, über den KAI1-WT die Ausbreitung maligner Zellen schützt, für KAI1-SP infolge der 

abweichenden Wechselwirkung mit E-Cadherin nicht existiert bzw. verändert wird. 

Zudem ist bekannt, dass die Expressionshöhe des E-Cadherins eine wesentliche Rolle bei der 

Progression des Ovarialkarzinoms spielt, wobei bislang unklar ist, auf welche Weise. Neben 

diversen Studien, in denen Ovarialkarzinomzellen eine verminderte E-Cadherin-Expression 

aufwiesen (Fujioka et al., 2001; Imai et al., 2004; Faleiro-Rodrigues et al., 2004, Voutilainen 

et al., 2006) und ein Zusammenhang dieser mit der Bildung von Metastasen beschrieben  

wurde (Yuecheng et al., 2006), gibt es auch Hinweise, dass ein E-Cadherin-Expressions-

anstieg in die maligne Progression involviert ist (Rodriguez et al., 2012). Vor diesem Hinter-

grund erscheint es somit möglich, dass die beiden unterschiedlichen KAI1-Proteine im   

Rahmen der Interaktion mit E-Cadherin auch durch Änderung des Expressionsmusters Ein-

fluss auf die Tumorprogression des Ovarialkarzinoms nehmen. In der vorliegenden Arbeit 

ließ sich immunzytochemisch kein Unterschied in der Expression des E-Cadherins zwischen 

KAI1-WT- und KAI1-SP-transfizierten OV-MZ-6-Zellen nachweisen. Ebenso zeigte sich in 

Studien von Abe et al. (2008) keine Änderung des E-Cadherin-Expressionsspiegels durch 

KAI1-WT. Der genaue Zusammenhang zwischen der Expression der beiden KAI1-Proteine 

und der E-Cadherin-vermittelten Adhäsion bleibt demnach weiterhin unklar. Dennoch weisen 

die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgeführten Kolokalisierungsstudien darauf hin, 
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dass neben der Regulierung der Integrine durch KAI1-WT und KAI1-SP auch die des           

E-Cadherins eine wichtige Rolle bei der Metastasierung des Ovarialkarzinoms spielt. Zudem 

ergeben sich weitere Anhaltspunkte für einen differentiellen Einfluss von KAI1-WT und 

KAI1-SP auf das zelluläre Verhalten im Rahmen der Tumorprogression.  

 

 

4.2       Potentieller Nutzen der gewonnenen Erkenntnisse für die 

            Therapieüberlegungen beim Ovarialkarzinom 

 

Durch die Analyse der Beteiligung des Metastasierungssuppressors KAI1-WT und dessen SP-

Variante an der Adhäsion und Migration humaner Ovarialkarzinomzellen im Rahmen der 

vorliegenden Dissertation ergeben sich neue Einblicke in die Mechanismen, die den veränder-

ten zellulären Eigenschaften bei dem komplexen Prozess der Metastasierung des Ovarialkar-

zinoms zugrunde liegen. Diese Kenntnisse könnten zum einen bedeutsam für eine prognos-

tische Aussage und zum anderen von potentiellem Nutzen in Hinblick auf therapeutische  

Optionen für Patientinnen mit Ovarialkarzinom sein. 

Das Tetraspanin KAI1-WT ist bereits seit langem als Metastasierungssuppressor bekannt und 

seine protektive Funktion in diversen Tumorentitäten genauer untersucht. Es stellt jedoch eine 

große Herausforderung dar, das bisherige Wissen in effektive therapeutische Konzepte um-

zuwandeln. Es existieren bereits einige in vitro- und in vivo-Studien mit verschiedenen An-

satzpunkten. Dabei basiert ein gentherapeutischer Ansatz auf der Reexpression von KAI1-WT 

in malignen Zellen. Takeda et al. (2007) etablierten ein orthotopes Bronchialkarzinommodell 

durch Implantation von Zellen einer nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomzelllinie in Nackt-

mäuse. Um die Expression von KAI1-WT wiederherzustellen und die Auswirkung auf die 

Metastasierung in vivo zu untersuchen, wurden den malignen Zellen sowohl vor als auch nach 

ihrer Implantation für KAI1-WT-kodierende Adenoviren als Vektoren injiziert. In beiden 

Studienzweigen zeigte sich nach Reexpression von KAI1-WT eine deutlich verminderte 

Metastasierung in mediastinale Lymphknoten. Xu et al. (2008) zeigten auch für das Pankreas-

karzinom nach Etablierung eines Primärtumors in Nacktmäusen und anschließender Injektion 

von KAI1-WT-cDNA-enthaltenden Expressionsvektoren eine verminderte pulmonale Meta-

stasierung. 

Eine weitere Möglichkeit, die Expression von KAI1-WT in therapeutische Überlegungen ein-

zubeziehen, stellt die Regulierung seiner Transkription dar. El Touny und Banerjee (2007) 
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gaben Hinweise darauf, dass die Transkription von KAI1-WT durch das Phytoöstrogen 

Genistein induziert wird. Anhand eines Prostatakarzinom-Mausmodells ließ sich als Folge der 

Gabe von Genistein ein Expressionsanstieg von KAI1-WT zeigen, welcher sich mit einem 

verminderten zellulären Invasionspotential in Zusammenhang bringen ließ. Der genaue     

Mechanismus, über den das Pytoöstrogen diesen Effekt bedingt, ist jedoch unklar. Zudem 

scheint das Protein p53 über ein p53-Response-Element die Transkription von KAI1-WT zu 

induzieren (Mashimo et al., 1998). Mashimo et al. (2000) zeigten, dass das Zytostatikum 

Etoposid durch eine Aktivierung von p53 zu einem Expressionsanstieg von KAI1-WT führt. 

Passend hierzu ergaben in vivo-Studien von Wu et al. (2003), in denen Mäuse nach Implanta-

tion von Magenkarzinomzellen mit Etoposid behandelt wurden, eine verstärkte KAI1-WT-

Expression und eine reduzierte Metastasierung in die Leber. Für Etoposid existieren auch  

bereits klinische Phase II-Studien, in denen die Wirkung bei Patienten mit nicht-kleinzelligem 

Bronchialkarzinom mit Erfolg getestet wurde (Correale et al., 2006; 2011). Der Zusammen-

hang zwischen der Gabe des Zytostatikums und der Expression von KAI1-WT blieb in bis-

herigen Studien allerdings unberücksichtigt. Da für Etoposid ein sehr breites Wirkungs-

spektrum bekannt ist, bleibt die Frage offen, inwieweit KAI1-WT wirklich in den therapeu-

tischen Effekt von Etoposid involviert ist. Hieraus wird ersichtlich, dass die Suche nach    

Methoden, mittels derer die Expression von KAI1-WT gesteigert werden kann, noch am   

Anfang steht und weiterer Forschung bedarf.  

Die bisherigen Kenntnisse über die differentielle Funktion von KAI1-WT und KAI1-SP beim 

Ovarialkarzinom geben Anhaltspunkte dafür, dass, neben den beschriebenen Methoden zur 

Stärkung der Funktion des KAI1-WT, die Hemmung von KAI1-SP einen weiteren therapeu-

tischen Ansatzpunkt darstellen könnte. Im Gegensatz zu KAI1-WT, dessen Funktion als 

Metastasierungssuppressor bereits in verschiedenen malignen Tumoren gezeigt und genauer 

untersucht wurde, existieren für KAI1-SP bisher lediglich Hinweise darauf, dass es die   

Metastasierung beeinflussen kann. Um die genaue Rolle der SP-Variante von KAI1 bei der 

Tumorprogression zu klären, sind weitere Untersuchungen nötig, in denen der Einfluss von 

KAI1-SP auf das zelluläre Verhalten sowohl in vitro als auch in vivo analysiert wird. Erst 

dann ist es möglich, auch eine Aussage über die Bedeutung von KAI1-SP für alternative   

Therapieoptionen von Ovarialkarzinompatientinnen zu machen. 

Bei der Suche nach neuen therapeutischen Optionen, die sich auf das KAI1-WT-Protein und 

dessen SP-Variante beziehen, muss zudem die Wechselwirkung dieser Proteine mit anderen 

Molekülen bedacht werden. So könnte auch die Möglichkeit in Betracht gezogen werden, die 

Funktion von KAI1-WT und KAI1-SP indirekt zu beeinflussen, indem ihre Interaktionspart-
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ner als therapeutische Zielstruktur genutzt werden. Für das Integrin αvß3, als wichtiger Inter-

aktionspartner des KAI1-WT und KAI1-SP beim Ovarialkarzinom, existieren zahlreiche  

Studien, in denen die Entwicklung von selektiv wirkenden Antagonisten, wie zyklischen 

RGD-Peptiden oder monoklonalen Antikörpern, die gegen das Integrin αvß3 gerichtet sind, im 

Vordergrund steht (Danhier et al., 2012; Auzzas et al., 2010; Cai und Chen, 2006; Belvisi et 

al., 2005; Gutheil et al., 2006). Dadurch konnten bereits Erfolge in Bezug auf die Tumorpro-

gression erzielt werden. Diese waren in erster Linie auf die Hemmung der Angiogenese    

zurückzuführen (Brooks et al., 1994b; Allman et al., 2000; Taga et al., 2002; Mousa et al., 

2005). Auch für das Ovarialkarzinom wurde eine derartige Therapie bereits untersucht. In 

vitro konnte nach Hemmung des Integrins αvß3 eine verminderte Proliferation und Invasion 

maligner Zellen gezeigt werden (Landen et al., 2008). Zudem ließ sich auch in in vivo-Studien 

durch Blockierung der Integrinfunktion eine verminderte peritoneale Ausbreitung maligner 

Zellen sowie eine Reduzierung des Tumorwachstums in Mäusen nachweisen (Yamamoto et 

al., 1991; Landen et al., 2008; Kim et al., 2009).  

 

Die dargestellten Möglichkeiten, das bisherige Wissen über KAI1-WT und dessen SP-

Variante therapeutisch zu nutzen, zeigen, trotz erster potentieller Ansätze, die Notwendigkeit 

weiterer intensiver Forschung. Es bedarf der Klärung der genauen Hintergründe des zellulären 

Verhaltens bei der Progression des Ovarialkarzinoms, um ein geeignetes therapeutisches 

Konzept, das in die Humanmedizin integriert werden kann, zu entwickeln.  
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5  Zusammenfassung 
 

Für das Ovarialkarzinom ist bekannt, dass die Mehrzahl der Patientinnen bei Diagnosestel-

lung bereits eine Metastasenbildung aufweisen, welche die therapeutischen Optionen begrenzt 

und zur hohen Mortalität des Ovarialkarzinoms beiträgt (Burges et al., 2010). Charakteristisch 

ist dabei eine diffuse intraabdominale Ausbreitung der Zellen, welche unter anderem auf ad-

häsiven, migratorischen und invasiven Fähigkeiten der malignen Zellen beruht. KAI1-

Wildtyp (WT) stellt ein Protein dar, welches als Metastasierungssuppressor in diversen ma-

lignen Tumoren bereits bekannt ist. Als Tetraspanin beeinflusst es für die Tumorprogression 

wichtige zelluläre Prozesse, indem es im Rahmen von transmembranen, multimolekularen 

Netzwerken mit anderen Molekülen interagiert. Unter diesen spielen Adhäsionsrezeptoren, 

wie Cadherine und Integrine, eine große Rolle. Ein Expressionsverlust von KAI1-WT, wel-

cher bei vielen fortgeschrittenen Karzinomen zu finden ist, ist mit der Progression von Tumo-

ren und einer schlechten Prognose verbunden (Boucheix et al., 2001). Anders, als für KAI1-

WT, wurde für eine Splice (SP)-Variante von KAI1 ein Zusammenhang zwischen einer er-

höhten Expression und der Metastasierung maligner Zellen beschrieben. KAI1-SP unterschei-

det sich strukturell durch ein Fehlen eines Bereichs in der großen extrazellulären Schleife so-

wie der vierten Transmembranregion von KAI1-WT (Lee et al., 2003). In der vorliegenden 

Arbeit wurde die Funktion der beiden unterschiedlichen KAI1-Proteine beim Ovarialkarzi-

nom vergleichend näher untersucht. Dazu wurden OVMZ-6-Zellen stabil mit KAI1-WT- oder 

KAI1-SP-cDNA transfiziert und die Beteiligung der beiden Proteine an der Zelladhäsion und 

der Migration, als tumorbiologisch wichtige Zelleigenschaften, analysiert. Der Einfluss der 

KAI1-Proteine auf die zelluläre Motilität wurde im Kontext einer Interaktion mit Integrinen 

mittels time-lapse-Videomikroskopie beurteilt. Das Integrin αvß3 gilt als tumorbiologisch 

wichtiges EZM-Adhäsionsmolekül, das in Tumoren oftmals verstärkt exprimiert wird und in 

Abhängigkeit seines Hauptliganden Vitronektin (VN) an der Zellmotilität wesentlich beteiligt 

ist (Hapke et al., 2003). In Ovarialkarzinomzellen wurde bereits eine funktionelle Wechsel-

wirkung mit KAI1-WT gezeigt. Im Rahmen dieser Interaktion war ein hemmender Einfluss 

von KAI1-WT auf die Motilität nachweisbar (Ruseva et al., 2009). Dieser Effekt konnte in 

der Arbeit erneut gezeigt werden. Durch KAI1-WT wurde die Integrin αvß3/VN-vermittelte 

Migration signifikant vermindert. Hingegen war nach Expression von KAI1-SP ein Anstieg 

der Integrin αvß3/VN-vermittelten Motilität zu beobachten. Ähnliche differentielle Effekte der 

KAI1-Proteine zeigten sich nach Überexpression des Integrins αvß3. Neben der Integrin αvß3-

vermittelten Migration auf VN wurde auch die Motilität auf Kollagen Typ I, vermutlich im 
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Rahmen einer Wechselwirkung mit ß1-Integrinen, durch KAI1-WT limitiert und durch KAI1-

SP verstärkt. Die genauen Hintergründe dieser differentiellen Funktion der beiden KAI1-

Proteine bei der Integrin-vermittelten Migration von Ovarialkarzinomzellen sind noch unklar. 

Ein unterschiedlicher Einfluss auf die Zell-EZM-Adhäsion scheint hier eine Rolle zu spielen. 

Parallel in der Arbeitsgruppe angefertigte Adhäsionsstudien zeigten eine verstärkte Zell-

EZM-Adhäsion durch Expression von KAI1-WT, während KAI1-SP diese reduzierte (Karle 

et al., unveröffentlichte Daten). Weitere mögliche Ursachen bzw. Mechanismen könnten eine, 

durch den strukturellen Unterschied bedingte, abweichende physikalische Wechselwirkung 

der KAI1-Proteine mit Integrinen sein sowie ein veränderter Einfluss auf die Expression der 

Adhäsionsrezeptoren. Zudem besteht auch die Möglichkeit, dass KAI1-WT und KAI1-SP 

durch unterschiedliche Regulierung anderer an der Migration beteiligten Moleküle, wie zum 

Beispiel intrazelluläre Signalmoleküle, die Motilität beeinflussen. Neben der Analyse der zel-

lulären Motilität im Rahmen einer Interaktion mit Integrinen, speziell dem Integrin αvß3, wur-

de in der Arbeit die physikalische Wechselwirkung von KAI1-WT und KAI1-SP mit dem 

interzellulären Adhäsionsmolekül E-Cadherin im Hinblick auf potentielle Unterschiede in 

OV-MZ-6-Zellen untersucht. Auch für E-Cadherin wurde bereits im Vorfeld eine Interaktion 

mit KAI1-WT beschrieben, die mit einer Stabilisierung von Zell-Zell-Kontakten in malignen 

Zellen einherging und die Disseminierung reduzierte (Abe et al., 2008). Im Rahmen von 

Koimmunpräzipitationsstudien und immunzytochemischer Doppelfärbung konnte ebenso in 

OV-MZ-6-Zellen eine Wechselwirkung von KAI1-WT und E-Cadherin nachgewiesen wer-

den. Diese war für KAI1-SP wesentlich geringer ausgeprägt, was vermuten lässt, dass die 

beiden KAI1-Proteine auch einen abweichenden Einfluss auf die interzelluläre Adhäsion von 

Ovarialkarzinomzellen haben. Insgesamt ließen sich somit im Rahmen der vorliegenden Stu-

dien differentielle funktionelle Eigenschaften von KAI1-WT und KAI1-SP bei der Tumorbio-

logie des Ovarialkarzinoms charakterisieren. Während für KAI1-WT erneut eine Rolle als 

Metastasierungssuppressor gezeigt werden konnte, ergaben sich für KAI1-SP Hinweise auf 

eine metastasierungsfördernde Funktion. Diese Einblicke in die Mechanismen, die den verän-

derten zellulären Eigenschaften im Rahmen der Metastasierung zugrunde liegen, könnten eine 

Bedeutung für die prognostische Aussage beim Ovarialkarzinom haben und in Hinblick auf 

zukünftige therapeutische Optionen von Nutzen sein. Es existieren bereits Studien mit dem 

Ziel die Standardtherapie des Ovarialkarzinoms auf molekularbiologischer Ebene zu erwei-

tern. Sowohl die Reexpression als auch die Hemmung von Molekülen stellen hierbei Ansätze 

dar. Für die Entwicklung eines geeigneten therapeutischen Konzepts bedarf es jedoch noch 

weiterer Forschung.  
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