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1  Einleitung

Ein wichtiger Prozess bei der Peritonealkarzinose des Ovarialkarzinoms ist auf zellbio-
logischer Ebene die Interaktion der Tumorzelle mit der extrazellularen Matrix (EZM).
Hierbei sind die Wechselwirkungen zwischen den Adhasions- und Signaltransduktions-
rezeptoren der Superfamilie der Integrine und ihren EZM-Liganden von besonderer
Bedeutung fur die zelladhasiven Phanomene im Ovarialkarzinom (Tan et al., 2006).

Ovarialkarzinomzellen exprimieren sowohl eine Reihe von Integrinen der 3;-Subfamilie
als auch die Integrine avf3; und agf4 (Carreiras et al., 1999). Dartiber hinaus sind sie in
der Lage Vitronektin (VN) zu synthetisieren (Carreiras et al., 1999; Reuning, 2011). Die
Interaktion des Integrin avfs; mit seinem Liganden VN ist u.a. fir die Adhasion zirkulie-
render Ovarialkarzinomzellen verantwortlich und tragt so zur Implantation metastasie-
render Zellen auf dem peritonealen Mesothel bei (Carreiras et al., 1999; Heyman et al.,
2008).

Zwischen den Familien der Integrine und der Tetraspanine gibt es physikalische und
funktionelle Wechselwirkungen (Boucheix und Rubinstein, 2001). Tetraspanine sind
biologisch bedeutsame Membranproteine, die innerhalb ihrer Transmembranregionen
hoch konservierte Aminosaurereste aufweisen. Sie sind an vielen intra- und interzellu-
laren Prozessen beteiligt und spielen z.B. in der Tumor- und Immunbiologie eine wich-
tige Rolle (Bienstock und Barrett, 2001). In verschiedenen Studien konnte gezeigt wer-
den, dass das Tetraspanin KAI1 (CD82) modulierend auf die Funktion zahlreicher B1-
Integrine wirkt und so zellbiologische Prozesse wie die Zell-Zelladhasion und Zellmig-
ration beeinflusst (Lee et al., 2011a; Takaoka et al., 1998b; Liu et al., 2003b). Ruseva
und Mitarbeiter konnten erstmals eine funktionelle und physikalische Interaktion des
KAI1 mit dem Integrin avBs; nachweisen. In diesem Zusammenhang zeigten sie, dass
die Integrin avBs/VN-vermittelte Zell-EZM-Adhasion, Zellmigration und -proliferation
durch den Tumorsuppressor KAI1 beeinflusst werden (Ruseva et al., 2009).

Ein Verlust von Tumorsuppressoren, wie beispielweise des Tetraspanins KAI1, tragt
zur Progression des Ovarialkarzinoms bei (Liu et al.,, 2000). So konnte der KAI1-
Expression auch im Ovarialkarzinom eine prognostische Bedeutung nachgewiesen
werden (Schindl et al., 2001b; Romanska und Berditchevski, 2011). Bislang sind die
Ursachen eines Funktions- bzw. Expressionsverlustes des KAI1 im Ovarialkarzinom
jedoch nicht geklart.

Im Magenkarzinom wurde erstmals eine SpleiRvariante des KAI1, KAI1-Splice, be-
schrieben, welche funktionelle Unterschiede im Hinblick auf das Metastasierungspo-
tenzial in vivo sowie auf zelladh&sive und zellproliferative Prozesse in vitro aufwies
(Lee et al., 2003b).



In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen der Expression des KAI1-Splice
im Vergleich zur Expression des KAI1-Wildtyp (KAIL-WT) in Bezug auf die Funktion
des Integrin avBs; in humanen Ovarialkarzinomzellen untersucht. Dabei standen vor
allem funktionelle Unterschiede zwischen KAI1-Splice und KAIL-WT in Hinblick auf die
Integrin avBs/VN-vermittelte Zelladhasion und Zellproliferation im Fokus.

Im Folgenden wird deshalb auf den Metastasierungssuppressor KAIL, Integrine als
Interaktionspartner des KAI1, dessen Spleil3variante KAI1-Splice und die fur das Ova-
rialkarzinom spezifische Metastasierung ndher eingegangen.

1.1 Das Tetraspanin KAI1 — ein putativer Metastasierungs-
suppressor

1.1.1 Das Tetraspanin KAI1

Nach heutigem Kenntnisstand handelt es sich bei dem Tetraspanin KAI1 um einen in
vielen soliden Organen vorkommenden putativen Tumorsuppressor. Da KAIL1 ein so-
genanntes cluster of differentiation Antigen ist, findet man in der Literatur als Synonym
fir KAIL auch die Bezeichnung CD82 (Miranti, 2009). In dieser Arbeit wird einheitlich
die Bezeichnung KAI1 verwendet. Der Name KAI1 geht auf das chinesische Wort kang
ai zurtick und steht fur anticancer (Dong et al., 1995).

KAI1 gehort zur Familie der Tetraspanine (Jackson et al., 2005). Diese besteht aus
einer Gruppe evolutionar bedeutsamer Membranproteine, welche innerhalb ihrer vier
Transmembranregionen hochkonservierte Aminosaurereste aufweisen (Bienstock und
Barrett, 2001). Tetraspanine sind an zahlreichen intra- sowie interzellularen Inter-
aktionen beteiligt und ubiquitdr im menschlichen Organismus anzutreffen (Miranti,
2009). Funktionell spielen Tetraspanine in zahlreichen zellbiologischen Prozessen z.B.
im Rahmen der Tumor- oder Immunbiologie eine Rolle (Levy und Shoham, 2005b,
2005a; Boucheix und Rubinstein, 2001).

Das humane KAI1-Gen wurde erstmals von Dong und Mitarbeitern auf dem Chromo-
som 11p11.2-13 identifiziert und als Tumorsuppressor-Gen in einem Rattenzellmodell
des Prostatakarzinoms beschrieben (Dong et al., 1995). Es besteht aus 10 Exons und
9 Introns und beinhaltet ca. 80 kb DNA. Die Gro3e der Exons reicht von 73 bp (Exon 4)
bis zu mehr als 715 bp (Exon 10). Exon 1, 2 und Teile von Exon 3 kodieren fiir das
nicht-translatierte 5’-Ende des KAI1-Gens. Die Region, die fur das KAI1l-Protein ko-
diert, beginnt mit Base 25 des Exons 3 und endet mit Base 75 des Exons 10. Ein wei-
terer Teil des Exons 10 kodiert fur das untranslatierte 3’-Ende. Die Grof3e der Introns
variiert zwischen 29 kb (Intron 1) und 0,2 kb (Intron 5) (Dong et al., 1997). Wie sich in
Dongs Studie herausstellte, ist das KAI1-Gen mit cDNA-Klonen (R2, C33, IA4) aus
humanen Lymphozyten identisch, die bereits von anderen Arbeitsgruppen beschrieben



worden waren (Dong et al., 1995; Imai et al., 1992; Gaugitsch et al., 1991; Gil et al.,
1992).

Das KAI1-Protein besteht aus 267 Aminosauren und verfigt tGber einen fir alle Tetra-
spanine typischen Proteinaufbau mit vier Transmembranregionen (TM). Dabei begren-
zen die TM 1 und 2 die sogenannte kleine extrazellulare Schleife (small extracellular
loop, SEL), TM 3 und 4 die grol3e extrazellulare Schleife (large extracellular loop, LEL)
(Abb. 1). Zwischen den Transmembranregionen 2 und 3 befindet sich eine zytoplasma-
tisch gelegene Schleife. Das aminoterminale und das carboxyterminale Ende befinden
sich im Zytoplasma (Levy und Shoham, 2005a).

Die LEL des KAI1-Proteins weist unter den Tetraspaninen die gréf3te Varianz auf und
wird von 76-131 Aminosauren gebildet (Liu und Zhang, 2006; Bienstock und Barrett,
2001). Sie enthalt charakteristische Cystein-Cystein-Glycin-Motive, die fur die Ausbil-
dung von intramolekularen Disulfidbriicken mit anderen Cysteinresten innerhalb der
LEL verantwortlich sind. Bei allen Tetraspaninen, mit Ausnahme von CD81 und CD9,
findet man in der LEL potenzielle Stellen, an denen das Protein N-glykosyliert bzw.
phosphoryliert werden kann (Levy und Shoham, 2005a; Liu und Zhang, 2006). Bei
KAI1 konnten drei N-Glykosylierungsstellen in der LEL an den Asparaginresten
Asnl129, Asn157 und Asn198 identifiziert werden (Wang et al., 2011). Aufgrund dieser
Glykosylierung weist die Molekularmasse des KAI1 eine Variationsbreite zwischen 46
und 60 kDa auf und nicht die Molekularmasse von 28 kDa, die durch den reinen Ami-
nosauregehalt des Proteins ermittelt werden kann (White et al., 1998).

Die SEL besteht aus 20-28 Aminosauren (Boucheix und Rubinstein, 2001).

Charakteristisch fur Tetraspanine sind ebenfalls hochkonservierte zytoplasmatische
Cysteinreste, die oft in palmitoylierter Form vorliegen (Liu und Zhang, 2006; Zoller,
2009).
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Abb. 1: Strukturelle Eigenschaften der Familie der Tetraspanine.

Tetraspanine besitzen vier TM, die LEL und die SEL und eine zytoplasmatisch gelegene Schleife. In der
LEL befinden sich Cystein-Cystein-Glycin-Motive, die an der Ausbildung von intramolekularen Disulfid-
briicken beteiligt sind. Das aminoterminale und das carboxyterminale Ende befinden sich im Zytoplasma.
Dort findet man auch hochkonservierte Cysteinreste als potenzielle Stellen einer Palmitoylierung (veran-
dert nach Levy und Shoham, 2005a).



1.1.2 Die Bedeutung des KAI1 in Tumoren

In vielen soliden Tumoren, wie z.B. dem Prostata-, dem Pankreas-, dem Magen-, dem
Mamma-, dem Endometrium-, dem Zervix-, und dem Blasenkarzinom, sowie in oralen,
hepatozellularen und kolorektalen Karzinomen ist der Verlust der KAI1-Expression fir
die Tumorprogression und die Metastasierung von Bedeutung (Romanska und
Berditchevski, 2011; Christgen et al., 2009; Guo et al., 1996; Dong et al., 1995; Guo et
al., 2000; Friess et al., 1998; Guo et al., 1998; Guan-Zhen et al., 2007; Lombardi et al.,
1999; Yang et al., 2000; Liu et al., 2003a; Liu et al., 2001; Uzawa et al., 2002; White et
al., 1998; Jackson et al., 2000a).

Die KAI1-Expression korreliert bei vielen dieser Tumore mit einem langeren krankheits-
freien Intervall und somit mit einem besseren Gesamtiberleben der Patienten
(Higashiyama et al., 1998; Adachi et al., 1996; Liu et al., 2003a; Schindl et al., 2001b;
Malik et al., 2009a). KAI1 konnte daher eine prognostische Bedeutung zugesprochen
werden (Romanska und Berditchevski, 2011).

In vivo konnte ein suppressiver Einfluss des KAI1 auf das Metastasierungspotential
unterschiedlicher Tumore gezeigt werden. So ist eine erhdhte KAI1l-Expression bei-
spielsweise im Kolon-, Mamma- und Pankreaskarzinom sowie im malignen Melanom
im Tiermodell mit einer geringeren Wahrscheinlichkeit fir die Ausbildung von Tumor-
metastasen assoziiert (Takaoka et al., 1998a; Takaoka et al., 1998b; Yang et al., 2001,
Xu et al., 2008).

In vitro zeigten KAIll-exprimierende Zellen in verschiedenen Zellmodellen eine ver-
starkte Zell-Zell-Aggregation (Liu et al., 2003b; Takaoka et al., 1998a) und eine ver-
minderte Invasivitat (Takaoka et al., 1998b; Yang et al., 2001), Migration (Malik et al.,
2009b; Takaoka et al., 1998b; Ruseva et al., 2009; Ono et al., 1999) und Proliferation
(Ruseva et al., 2009). Dariiber hinaus wurde beobachtet, dass KAI1 die Integrin
avBs/VN-vermittelte Zelladhasion in humanen Ovarialkarzinomzellen verstarkt (Ruseva
et al., 2009) sowie die Zelladhasion an Fibronektin (FN) in Prostata- und Colonkarzi-
nomzellen vermindert (Lee et al.,, 2003b; Takaoka et al., 1998b). Nachweislich spielt
KAI1 auch eine wichtige Rolle bei der Apoptoseinduktion in Tumorzellen (Ono et al.,
1999).

Uber welchen Mechanismus KAI1 auf fiir die Metastasierung wichtige zellbiologische
Prozesse Einfluss nimmt, ist noch nicht vollstandig geklart. Bislang konnten fur KAI1
keine intrinsischen Aktivitaten nachgewiesen werden. Es wird daher vermutet, dass
Protein-Protein-Interaktionen fur die Vermittlung der Effekte verantwortlich sind (Liu
und Zhang, 2006).



1.1.3 Interaktionspartner des Tetraspanins KAIl

Eine gemeinsame Eigenschaft aller Vertreter der Tetraspanin-Superfamilie, so auch
des Tetraspanins KAIL, ist die Fahigkeit, laterale Zusammenschliisse mit Interaktions-
partnern, z.B. Integrinen, Immunglobulinen, Cadherinen oder anderen Tetraspaninen,
einzugehen (Yunta und Lazo, 2003). Ein Tetraspanin kann mehrere solcher Verbin-
dungen eingehen. Der resultierende dynamische Verbund mehrerer Tetraspanine un-
tereinander wird als tetraspanin web bezeichnet (Levy und Shoham, 2005a).

Innerhalb des tetraspanin web unterscheidet man verschiedene Organisationsebenen
und Interaktionstypen, welche durch Koimmunprazipitationsstudien ermittelt wurden
(Charrin et al., 2003; Charrin et al., 2009; Yunta und Lazo, 2003; Hemler, 2001):

Unter Typ-I-Interaktionen versteht man Interaktionen eines bestimmten Tetraspanins
mit einem Nicht-Tetraspanin. Hierbei handelt es sich um direkte Interaktionen. Diese
Nicht-Tetraspanine werden aus diesem Grund als ,Partnerproteine” des jeweiligen Tet-
raspanins bezeichnet (Charrin et al., 2009). In der Interaktion zwischen Tetraspaninen
und ihren Partnerproteinen spielt die LEL eine entscheidende Rolle (Bienstock und
Barrett, 2001; Yunta und Lazo, 2003).

Die meisten Tetraspanin/Tetraspanin- und Tetraspanin/Integrin-Interaktionen werden
als Typ-ll-Interaktionen bezeichnet (Zoller, 2009). Hierbei handelt es sich auch um In-
teraktionen des Partnerproteins eines bestimmten Tetraspanins mit einem anderen
Tetraspanin (Chatrrin et al., 2009).

Bei Typ-lll-Interaktionen handelt es sich um schwache Interaktionen, zum Beispiel mit
bestimmten Kinasen (Charrin et al., 2003; Zoller, 2009).

Tetraspanin/Tetraspanin-Interaktionen findet man gehéauft in tetraspaninreichen Mikro-
doméanen der Zellmembran (tetraspanin-enriched microdomain, TEM) (Abb. 2). Sie
ermdglichen eine dynamische laterale Organisation der Membran sowie ein Zusam-
menspiel mit intrazellularen Signalkaskaden oder Strukturen des Zytoskeletts (Levy
und Shoham, 2005a; Charrin et al., 2009). Die Palmitoylierung von intrazellularen Cys-
teinresten wird als essentiell fir die Ausbildung des tetraspanin web erachtet. Des Wei-
teren schitzt die Palmitoylierung dieser Cysteinreste Tetraspanine vor lysosomaler
Degradation und dient als Bindungsstelle fiir Cholesterol und Ganglioside. Die Assozia-
tion der Tetraspanine mit Cholesterol und Gangliosiden spielt in der Ausbildung der
TEM eine wichtige Rolle (Zoller, 2009; Berditchevski et al., 2002).

Fur das Tetraspanin KAI1 wurden unterschiedliche Interaktionspartner identifiziert, de-
nen in der Signalibertragung eine bedeutende Rolle zukommt, darunter Wachstums-
faktorrezeptoren wie ErbB2 und EGFR, Immunrezeptoren und Immunglobuline wie das
zur Immunglobulinfamilie gehérende EWI, intrazellulare Signalmolekile wie die Se-
rin/Threoninkinase (Proteinkinase C-a), Integrine, Cadherine, B-Zell-Rezeptoren wie
CD4, CD8 und CD19 und Zytokinrezeptoren (Szollosi et al., 1996; dZhang et al., 2001,
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Sridhar und Miranti, 2006; Charrin et al., 2001; Bienstock und Barrett, 2001; Jee et al.,
2003; Odintsova et al., 2000; Miranti, 2009; Ruseva et al., 2009).
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Abb. 2: Tetraspaninreiche Mikrodoméane (TEM).

Schema einer TEM. Dargestellt sind Tetraspanine, die in einer Mikrodoméne der Zellmembran mit ver-
schiedenen Partnerproteinen wie Integrinen und Immunglobulinen interagieren (verandert nach Levy und
Shoham, 2005a).

Relevant fur die Inhibierung der Zellmigration scheint das EWI2/PGRL aus der Ig-
Familie zu sein. EWI2/PGRL wurde sowohl in Komplexen mit den Tetraspaninen CD9
und CD81 als auch mit dem Tetraspanin KAI1 gefunden. EWI2/PGRL selbst wirkt inhi-
bitorisch auf die Zellmigration auf FN- und Laminin-beschichteten Substraten. Im Zu-
sammenschluss mit KAI1 wurde zudem beobachtet, dass es synergistisch mit KAI1
agiert und so mit diesem gemeinsam die Zellmigration inhibiert (Zhang et al., 2003b).
Die zytoplasmatischen Doméne des EWI2 stellt eine Bindungsstelle fir Aktin-
verbindende Ezrin-Radixin-Moesin-Proteine (ERM) dar. Die direkte Interaktion des
EWI2 mit diesen ERM fungiert als Verbindung der TEM mit dem Aktinzytoskelett (Sala-
Valdes et al., 2006). Mdglicherweise kontrolliert KAI1 auch die Lokalisierung des EWI-
2-Proteins, um die Reorganisierung des Zytoskeletts im Rahmen der Zellmigration ein-
zugrenzen und so die Zellmotilitat zu regulieren (Miranti, 2009).

Fur die hAmatogene und lymphogene Tumormetastasierung ist die Interaktion der zir-
kulierenden Tumorzellen mit dem GefaRendothel von entscheidender Bedeutung.
Bandyopadhyay und Mitarbeiter beschrieben in diesem Zusammenhang erstmals den
Duffy Antigenrezeptor (DARC) als Interaktionspartner des KAI1l. Sie konnten zeigen,
dass KAIL1 in Anwesenheit von DARC auf der Zelloberflache der Endothelzellen zu
einer Inhibierung der Proliferation und zur Seneszenz zirkulierender Prostatakarzinom-
zellen fuhrte (Bandyopadhyay et al., 2006). Dies legt nahe, dass DARC fir die sup-
pressive Funktion des KAI1 im Zusammenhang mit der hAmatogenen und lymphoge-
nen Metastasierung wichtig ist (lizumi et al., 2007).

Neben verschiedenen Partnerproteinen gibt es auch andere Mitgliedern der Tetraspa-
nin-Familie wie CD9, CD63 und CD81, mit denen KAIL1 innerhalb des tetraspanin web
interagiert (Hammond et al., 1998; Charrin et al., 2001). Es wurde zudem ein neues
Tetraspaninmolekil namens KITENIN (KAI1 COOH-terminal interacting tetraspanin)

6



beschrieben, welches sich als Interaktionspartner des KAI1 herausstellte. KITENIN
bindet das carboxyterminale Ende des KAI1-Molekiils (Lee et al., 2011b, 2004; Zoller,
2009). In verschiedenen Studien fuihrte die Uberexpression von KITENIN so zu einer
Steigerung der Zellinvasivitat und -adhéasion an FN und zu einer Beglnstigung des
Tumorwachstums sowie der Ausbildung von Metastasen (Lee et al., 2009; Rowe und
Jackson, 2006; Ryu et al., 2010; Lee et al., 2010).

Der Fokus dieser Arbeit liegt auf den Interaktionen des KAI1 mit Vertretern der Integrin-
familie. Diese stellen ebenfalls Partnerproteine des KAI1 dar. Im Folgenden soll als
Grundlage zunachst allgemein auf Integrine eingegangen und dann die Rolle der In-
tegrine als Interaktionspartner des KAI1 beleuchtet werden.

1.2 Die Superfamilie der Integrine

1.2.1 Integrine

Integrine sind transmembrane Zelloberflachenrezeptoren, die Glykoproteine der EZM,
z.B. FN, VN, Kollagene und Laminin, binden. Die Interaktion der Integrine mit diesen
Proteinen der EZM wird u.a. Uber eine Zelladh&sionssequenz, z.B. Arg-Gly-Asp (RGD),
vermittelt, die in einigen EZM-Liganden vorhanden ist (Lawler et al., 1988). Die Be-
zeichnung ,Integrin“ wurde erstmals im Jahr 1986 eingefiihrt und bringt sowohl die Lo-
kalisierung dieser Membranproteine als auch ihre funktionelle Rolle als Bindeglied zwi-
schen Strukturen der EZM und intrazellularer Komponenten zum Ausdruck (Tamkun et
al., 1986).

Integrine sind Heterodimere, die sich aus einer grol3eren (150-180 kD) a- und einer
kleineren (~90 kD) B-Untereinheit, die nicht-kovalent miteinander verknipft sind, zu-
sammensetzen (Abb. 3). Es sind 18 verschiedene a- und acht B-Untereinheiten be-
kannt, die 24 unterschiedliche Heterodimere ausbilden kénnen. Bei beiden Unterein-
heiten handelt es sich um Typ | Membranproteine (Moser et al., 2009; Xiong et al.,
2001). Jede Untereinheit hat eine Transmembranregion, eine kurze C-terminale zyto-
plasmatische und eine N-terminale extrazellulare Doméane. Mit Ausnahme der [Bs4-
Untereinheit mit Gber 1000 Aminosauren besteht der zytoplasmatische Teil aus nur ca.
50 Aminosauren. Die B-Untereinheit beinhaltet vier repetitive Sequenzen, die 40 Ami-
nosauren und ein cysteinreiches Motiv umfassen. Das aminoterminale Ende aller a-
Untereinheiten beinhaltet sieben tandem repeats, die B-Faltblatt-Strukturen ausbilden.
AuRRerdem findet man bei manchen Integrinen eine sogenannte I-Domane. In dieser I-
Doméne befindet sich eine Bindungsstelle fiir divalente Kationen (metal ion-dependent
adhesion site, MIDAS). Divalente Kationen spielen bei der Ligandenbindung eine wich-
tige Rolle (Bella und Berman, 2000; Moser et al., 2009).
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Abb. 3: Struktureller Aufbau eines transmembranen Integrins.

Schematische Darstellung eines Integrins in der Zellmembran. Integrine bestehen aus einer a- und einer
B-Untereinheit, die nicht-kovalent miteinander verbunden sind. Der Hauptteil des Integrins befindet sich
extrazellular. Hier ist auch das N-terminale Ende des Integrins. Die a-Untereinheit enthélt eine sieben-
blattrige B-Propellerstruktur, welche die Kopfgruppe bildet. Des Weiteren umfasst sie die tigh-, calf1- und
calf2-Domane. Innerhalb der a-Untereinheit gibt es bei den meisten Integrinen auch die I-Domaéne, in der
sich die Bindungsstelle fir divalente Kationen, MIDAS, befindet. Die $-Untereinheit besteht aus der fI-,
Hybrid-, PSI-(Plexin/Semaphoring/Integrin)Domé&ne, vier EGF-Domanen sowie einer membranproximalen
B-tail-Doméane (BTD). Die Bl-Doméne entspricht der I1-Domane der a-Untereinheit. Zudem umfasst ein
Integrin eine Transmembranregion sowie eine kurze zytoplasmatische Region, wo sich das carboxytermi-
nale Ende des Integrins befindet (verandert nach Moser et al., 2009).

Die a- und (- Bestandteile eines Integrin-Heterodimers befinden sich im Gleichgewicht
zwischen einem inaktiven und einem aktiven Zustand. Im inaktiven Zustand sind die a-
und B-Heterodimere abgewinkelt (bent conformation). Die transmembranen Bestandtei-
le der beiden Untereinheiten sind eng miteinander assoziiert. Dagegen sind die Ekto-
doménen der Heterodimere im aktiven Zustand aufgerichtet. In diesem Zustand wer-
den die Integrine entweder durch intra- oder extrazellulare Liganden stabilisiert (Hynes,
2003). In welchem Aktivierungszustand ein Integrin vorliegt, entscheidet tber dessen
Ligandenspezifitat und -affinitéat und hat somit Einfluss auf die intrazellulare Signaltber-
tragung. So findet beispielsweise im inaktiven Zustand nur eine schwache Bindung
extrazellularer Liganden statt. Zudem ist ein lateraler Zusammenschluss der Integrine
durch sogenanntes lateral clustering im inaktiven Zustand nicht mdglich. Durch Homo-
Oligomerisation der a- und B- Bestandteile eines Integrin-Heterodimers beim lateral
clustering scheint die Interaktion des Integrins mit extra- und intrazellularen Liganden,
Signalmolekiilen und Bestandteilen des Zytoskeletts beglinstigt zu sein (Felding-
Habermann, 2003; Hynes, 2002, 2003).

Sowohl die Aktivierung als auch die Signaltransduktion der Integrine erfolgt bidirektio-
nal Uber die Zellmembran hinweg. So erfolgt die Aktivierung der Integrine durch die
Bindung von Liganden von extrazellularer sowie intrazellularer Seite. Hinsichtlich der
Signaltransduktion unterscheidet man zum einen ein inside-out-signalling, bei dem die
Bindung zytoplasmatischer Proteine an die zytoplasmatische Domine eine Anderung
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der Affinitdt des Integrins zu Bestandteilen der EZM bewirkt, zum anderen ein outside-
in-signalling, bei der die Bindung eines Ligandens an die extrazellulare Doméne eine
intrazellulare Signalkaskade in Gang setzt (Bella und Berman, 2000; Hynes, 2002,
2003).

Als Adhéasions- und Signaltransduktionsrezeptoren tben Integrine Einfluss auf die Zell-
adhasion, -migration, -invasion sowie auf die Zellproliferation und das Uberleben der
Zellen aus. Die Signalibertragung innerhalb dieser Prozesse erfolgt zum einen sowohl
durch die Bindung der Integrine an Bestandteile der EZM als auch durch intrazellulére
Mechanismen. Da Integrine tber keine Kinaseaktivitat verfigen, rekrutieren und akti-
vieren sie Kinasen zur Transduktion intrazellularer Signale (Hynes, 2002). Eine zentra-
le Kinase in der Integrin-vermittelten Signalubertragung ist die fokale Adh&sionskinase
(FAK). Wenn ein Integrin Matrixbestandteile bindet, wird die FAK phosphoryliert und
dadurch eine intrazellulare Signalkaskade in Gang gesetzt. Dabei bindet die FAK direkt
an das zytoplasmatische Ende der Integrin-B-Untereinheiten, so auch bei der Un-
tereinheit B;. Von Bedeutung fir die intrazellulare Signaltibertragung der FAK ist die
Aktivierung zytoplasmatischer Tyrosinkinasen der Src-Familie, welche an die FAK bin-
den und von dort aus z.B. deren Substrat p130Cas phosphorylieren. Das tyrosinphos-
phorylierte p130Cas wiederum stellt eine Bindungsstelle fir Adapterproteine wie das
Crkll dar. Die Bindung des p130Cas an Crkll wird bendtigt um Zellmigration zu induzie-
ren (Zhang et al., 2003a; Felding-Habermann, 2003; Sridhar und Miranti, 2006;
Desgrosellier und Cheresh, 2010). Die Signaltransduktion tber die FAK ist jedoch nicht
nur auf Integrine beschrankt, sondern erfolgt auch Uber Aktivierung von Wachstums-
faktorrezeptoren, so dass FAK eine Verbindung zwischen beiden Systemen darstellt.
Sowohl Wachstumsfaktorrezeptoren als auch Integrine tragen so zur Zellmigration bei
(Zhang et al., 2003a).

Fur die Matilitdt und somit die Migration der Zellen ist eine Reorganisation des Zytoske-
letts sowie eine bestimmte Verteilung der Integrine an der Zelloberflache unabdingbar:
Unter Ausbildung und Auflésung von Zellmatrixkontakten bewegt sich die Zelle vor-
warts und verandert dabei bestandig ihre Form. Wahrend sich die Zelle in eine be-
stimmte Richtung bewegt, werden Integrine am hinteren Ende der Zelle internalisiert,
durch das Zytoplasma an die vorderen Front transportiert und dort wieder in die Zell-
membran eingebaut. Um die Zellbewegung zu unterstitzen, befindet sich an bestimm-
ten Zellmatrixkontaktstellen, sogenannten focal adhesions, eine Konzentration von
Integrinen. Dort verbinden sich Integrine und Bestandteile des Zytoskeletts unter Ver-
mittlung sogenannter Adapterproteine, wie Talin, Paxillin, a-Actinin, Tensin und Vincu-
lin. Die Interaktion des zytoplamatischen Schwanzes der Integrinuntereinheit mit die-
sen Proteinen fuhrt zu einer Reorganisierung des Zytoskeletts (Desgrosellier und
Cheresh, 2010; Felding-Habermann, 2003).

In vielen physiologischen sowie pathophysiologischen Prozessen fungieren Integrine
als Zelladhasionsrezeptoren. Unter anderem spielen sie in der Embryonalentwicklung,



der Hamostase, der Wundheilung, der Blutgerinnung, der Immunabwehr, der Zelltrans-
formation und der Angiogenese eine Rolle. (Contois et al., 2009; Hynes, 1987, 2002).

1.2.2 Dietumorbiologische Rolle der Integrine am Beispiel des Integrins
GVBg

Das Integrin avBs; zahlt zu den bestuntersuchten Integrinen in Tumoren (Desgrosellier
und Cheresh, 2010). Es ist der Hauptrezeptor fur VN. Daneben sind multiple andere
Liganden, wie FN, Fibrinogen, Disintegrine, Thrombospondin und Osteopontin flr das
Integrin avB; bekannt (Felding-Habermann, 2003; Giancotti und Mainiero, 1994). Der
Rezeptor ist in viele fir die Tumorprogression wichtige Prozesse wie die Metastasie-
rung und Angiogenese involviert (Felding-Habermann, 2003).

Das Integrinrepertoire neoplastischer Zellen unterscheidet sich von jenem normaler
Zellen. Veranderungen der Integrinexpression und -funktion sind fur die neoplastische
Transformation von signifikanter Bedeutung (Giancotti und Mainiero, 1994; Felding-
Habermann, 2003; Desgrosellier und Cheresh, 2010). Das Integrin avf3; wird in norma-
lem Epithel auf niedrigem Niveau exprimiert. Dagegen findet man in einigen Tumoren
die Expression des Integrin avBs; drastisch erhéht (Desgrosellier und Cheresh, 2010).
Nachweislich spielt das Integrin avps; eine wichtige Rolle in der Metastasierung und
Progression von Tumoren, wie dem Mamma- und dem Prostatakarzinom sowie dem
Glioblastom, dem malignen Melanom und dem Ovarialkarzinom. Die Expression des
Integrin avB; korreliert bei diesen Tumoren oft mit aggressiven Eigenschaften (Felding-
Habermann, 2003; Nemeth et al., 2003; Giancotti und Mainiero, 1994; Desgrosellier
und Cheresh, 2010). Auf die Rolle des Integrin avBs; im Ovarialkarzinom wird im Ab-
schnitt 1.4.2 gesondert eingegangen.

Zusatzlich zur Expressionshéhe haben Verdnderungen des Aktivierungszustands der
Integrine eine Bedeutung fir die Tumormetastasierung (Desgrosellier und Cheresh,
2010). Ist ein wichtiger Integrinrezeptor in Tumorzellen permanent im aktiven Zustand,
wird die Interaktion der Tumorzellen mit ihrer Umgebung beeinflusst und die Umwand-
lung eines stationaren zu einem migrierenden, invasiven Phanotyp der Tumorzellen
ermdglicht. Beispielsweise wurde in metastasierenden Brustkrebszelllinien eine konsti-
tutive Aktivierung des Integrins avp; nachgewiesen, die mit einem hohen Metastasie-
rungspotential korrelierte (Felding-Habermann et al., 2001, 2003; Byzova und Plow,
1998).

Fur das Tumorwachstum ist die Angiogenese von zentraler Bedeutung. Das Integrin
avBs; nimmt sowohl in der Tumorangiogenese als auch in physiologischen Prozessen
wie der Wundheilung eine Schlisselposition ein und wird deshalb auch als Angiogene-
semarker bezeichnet (Preissner und Reuning, 2011; Brooks et al., 1994). Tumorasso-
ziierte Blutgefal3e exprimieren Integrin avP; stéarker als bereits vorhandene physio-
logische Gefalle. Erst eine erhdhte Integrin avBs-Expression erméglicht es den En-
dothelzellen an EZM-Bestandteile des tumorumgebenden Gewebes zu binden. In die-
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sem Fall begiinstigen adhasive Interaktionen mit der EZM die Invasion von Endothel-
zellen in die Umgebung des Tumors (Desgrosellier und Cheresh, 2010). Wichtige
EZM-Proteine in diesem Kontext sind Matrixproteine, die das RGD-Motiv enthalten, wie
VN, Laminin-10 und FN. Im Gegensatz zur embryonalen Angiogenese konnte im Zu-
sammenhang mit der Tumorangiogenese eine erhéhte Expression dieser Matrixprotei-
ne nachgewiesen werden (Contois et al., 2009). Des Weiteren sind Interaktionen zwi-
schen Integrinen und bestimmten angiogenetischen Wachstumsfaktoren bekannt. So
wurden Interaktionen zwischen dem Integrin avBs und dem fibroblast growth factor re-
ceptor, FGFR, sowie dem vascular endothelial growth factor, VEGF, beschrieben
(Desgrosellier und Cheresh, 2010). Neben der Bildung neuer BlutgefalRe ist auch die
Umstrukturierung der unmittelbaren extrazellularen Umgebung des Tumors fir die Tu-
morangiogenese von Bedeutung. Hier konnte fir Integrin avfs; eine Interaktion mit der
Matrix-Metalloproteinase 2 (MMP-2) nachgewiesen werden. Die Expression des In-
tegrins avf; ist mit der Produktion der enzymatisch aktiven MMP-2 assoziiert (Felding-
Habermann et al., 2002; Preissner und Reuning, 2011).

Die Kenntnisse um die Funktion des Integrins avf3; in der Tumorangiogenese flihrten
zur Entwicklung neuer Therapeutika. Neue Therapieansatze in der Behandlung von
Tumoren verfolgen die Antagonisierung bzw. Inhibierung der Integrin-Funktion
(Desgrosellier und Cheresh, 2010; Hersey et al., 2010; Stipp, 2010).

Um die Integrinfunktion zu inhibieren bzw. modulieren, kdnnten neben dem Einsatz von
Biologika, wie z.B. Antikdrpern, auch nattrlich vorkommende Interaktionspartner der
Integrine von Interesse sein. Eine solche Interaktion ist u.a. fir den Tumorsuppressor
KAI1 beschrieben (Ruseva et al., 2009; Lee et al., 2011a).

1.2.3 Interaktionen zwischen KAI1 und Integrinen

Zellmigration, -adhasion und -invasion sind essenzielle Bestandteile der Tumormetas-
tasierung. Integrine als Oberflachenrezeptoren stellen eine Verbindung zwischen der
EZM und dem Zytoskelett dar und kontrollieren somit die Zellbewegung. Diese wie-
derum beruht auf adhasiven Pha&nomenen und deren Modulation (Boucheix und
Rubinstein, 2001). Um zu verstehen, wie das Tetraspanin KAI1 auf diese zellularen
Prozesse im Rahmen der Metastasierung Einfluss nimmt, sind Interaktionen des KAIl
mit Integrinen von besonderem Interesse (Boucheix und Rubinstein, 2001).

Durch verschiedene zellbiologische Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass
KAI1 einen modulierenden Einfluss auf die Integrinfunktion austibt. Bislang sind vor
allem B;-Integrine als Interaktionspartner des KAI1 beschrieben worden. Deshalb kon-
zentrierten sich die meisten Studien auf die Zelladhasion an EZM-Bestandteile wie FN
und Kollagen IV, | und Laminin, die hauptsachlich durch B;-Integrine vermittelt wird
(Lee et al., 2011a; Lee et al., 2003b; Takaoka et al., 1998b; Liu et al., 2003b). Hierbei
scheint der Effekt des KAI1 auf die Zelladhasion an den Kollagenen IV und | sowie an
Laminin tumorgewebsabhéngig zu variieren. In Prostata- und Kolonkarzinomzellen
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blieb die Zelladhasion an Kollagen IV und | unter dem Einfluss von KAI1 unverandert
(Takaoka et al., 1998b; Lee et al., 2003b). Im Ovarialkarzinomzellmodell fiihrte die An-
hebung der KAI1-Expression nach stabiler Transfektion zu einer Steigerung der Zella-
dhasion an Kollagen | (Ruseva et al., 2009). Die Zelladhasion an Laminin war in Kolon-
karzinomzellen unbeeinflusst durch KAI1, dagegen war in Prostatakarzinomzellen eine
Adhasionssteigerung zu verzeichnen. In Prostata- und Kolonkarzinomzellen konnte
zudem eine Verminderung der Zelladhasion an FN durch die KAI1-Expression beo-
bachtet werden (Lee et al., 2011a; Takaoka et al., 1998b; Liu et al., 2003b; Lee et al.,
2003b).

Im Ovarialkarzinomzellmodell wurde erstmals das Integrin avBs als mdglicher Inter-
aktionspartner des KAI1 beschrieben. Hier fluihrte die KAI1-Expression dosisabhangig
Zu einer Steigerung der Integrin avBs/VN-vermittelten Zelladhasion. Die Verstéarkung
der zelladhasiven Kapazitat der Ovarialkarzinomzellen durch die Anhebung der KAI1-
Expression ging mit einer verminderten Zellmigration einher. Des Weiteren wirkte sich
die KAI1-Expression suppressiv auf die Proliferation der Zellen aus. Auf3erdem konnte
mittels Koimmunoprazipitation nachgewiesen werden, dass KAI1 und das Integrin avps
in enger Nachbarschaft auf der Zelloberflache humaner Ovarialkarzinomzellen lokali-
siert sind (Ruseva et al., 2009). Da VN als einer der Hauptliganden des Integrins av3;
gilt, wurde angenommen, dass die beobachteten Effekte auf eine Modulation der Funk-
tion des Integrins avBs; zurickzufiihren sind (Ruseva et al., 2009; Hapke et al., 2003).
Uber welchen Mechanismus KAI1 Einfluss auf die Integrinfunktion ausubt, ist bislang
noch nicht vollstandig geklart. Es gibt verschiedene Erklarungsansatze fir eine veran-
derte Integrinfunktion in KAIl-exprimierenden Zellen. Diskutiert wird die Rolle der
Tetraspanine, so auch des KAI1, bei der Koordinierung sowie Prozessierung von Inter-
aktionspartnern (Berditchevski und Odintsova, 2007; Miranti, 2009; Stipp, 2010; Jee et
al., 2007). Mitglieder der Tetraspaninfamilie sind an Prozessen wie der Endozytose
und dem intrazellularen Transport von Membranproteinen beteiligt. Uber dieses soge-
nannte protein trafficking Gben Tetraspanine Einfluss auf die Oberflachenexpression,
den Einbau und die Verteilung ihrer Interaktionspartner in der Zellmembran aus
(Berditchevski und Odintsova, 2007). Zudem Ubt KAI1 Einfluss auf die Regulierung des
Aktivitdtszustands des Partnerproteins aus (Lee et al., 2011a). Denkbar ist auch eine
Modulierung Integrin-vermittelter intrazellularer Signalwege durch KAI1 (Zhang et al.,
2003a; Miranti, 2009).

Interaktionen zwischen dem Tetraspanin KAI1 und Integrinen spielen in der Biologie
unterschiedlichster Tumore eine wichtige Rolle (Ruseva et al., 2009; Takaoka et al.,
1998b; Lee et al., 2011a). Aus diesem Grund sind Mechanismen, die dieses System
stéren, von besonderem Interesse, um biologische Vorgange besser zu verstehen.
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1.3 Alternatives Spleil3en und der Funktionsverlust des KAIl
in Tumoren

Nachdem fir KAIL in vielen Tumoren eine metastasensupprimierende Funktion nach-
gewiesen werden konnte, ist die Entschliisselung von Mechanismen, die einen Funk-
tions- bzw. Expressionsverlust des KAI1 in Tumorzellen bewirken, von besonderer Be-
deutung.

Weder der Verlust der Heterozygositat, Genmutation oder Promotorhypermethylierung,
noch der Effekt verschiedener Transkriptionsfaktoren oder bestimmter Mediatoren
konnte bislang als Erklarung fir einen KAI1l-Expressionsverlust in Tumorzellen heran-
gezogen werden (Tagawa et al., 1999; Kawana et al., 1997; Sekita et al., 2001;
Jackson et al., 2000b; Dong et al., 1997; Marreiros et al., 2003; Jackson und Puisieux,
2000; Ruseva et al., 2009). In diesem Zusammenhang ist der Einfluss des p53 auf die
KAI1-Expression jedoch noch nicht abschlieRend geklart (Mashimo et al., 2000, 1998;
Marreiros et al., 2003; Jackson et al., 2003; Jackson et al., 2002; Duriez et al., 2000;
Schindl et al., 2001b, 2001a). Als weitere mogliche Ursachen fir einen KAI1-
Funktionsverlust in bestimmten Tumorzellen wurden auch posttranslationale Mecha-
nismen untersucht, die z.B. zu einer Degradierung des KAI1 filhren (Tsai et al., 2007,
Tsai und Weissman, 2011).

Denkbar als Ursache fir einen Funktionsverlust des KAI1 in Tumorzellen sind auch
Mechanismen auf Ebene der Transkription, die mit der Expression von strukturell ver-
anderten Proteinen einhergehen (Miranti, 2009). Alternatives Spleif3en ist ein solcher
Mechanismus, der dazu fuhrt, dass wahrend der Reifung der RNA die Exons in unter-
schiedlicher Weise aneinandergereiht oder einzelne Exons nicht transkribiert werden.
Somit kénnen aus einem einzigen Gen verschiedene mRNAs entstehen, die wiederum
zur Entstehung strukturell und funktionell unterschiedlicher Proteine flhren. Je nach
Lokalisierung und kodierten Eigenschaften der jeweiligen nicht eingebauten Exons
kénnen diese Proteine Uber eine verminderte Funktion bzw. Funktionsverlust verfligen
(Berg, 2003Db).

Lee und Mitarbeiter (2003) identifizierten eine solche SpleiRvariante des KAI1, KAI1-
Splice, wahrend Untersuchungen zur differentiellen Expression verschiedener Gene,
welche bei der Metastasierung des Magenkarzinoms eine Rolle spielen. Hierzu nutzte
man Primer, die die gesamte kodierende Region des KAI1-Gens flankierten und erhielt
zwei verschiedene Amplifikationsprodukte, von denen eines 801, das andere 717 Ba-
senpaare enthielt. Eine Sequenzanalyse identifizierte das 801 bp umfassende Produkt
als KAI1-Wildtyp(WT)-cDNA. Es stellte sich heraus, dass das 717 bp Produkt ebenfalls
der KAI1-Sequenz entsprach, hier jedoch 84 bp am carboxyterminalen Ende fehlten.
Bei einer Genomanalyse wurde ermittelt, dass es sich um einen selektiven Verlust des
Exon 7, vermutlich durch alternatives SpleiRen, handelte. Exon 7 kodiert fir eine Regi-
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on von 28 Aminosauren, die sich vom distalen Schenkel der LEL zur vierten Trans-
membranregion erstrecken (Abb. 4). Es besteht also ein struktureller Unterschied am
carboxyterminalen Ende des KAI1-Splice im Vergleich zu KAI1-WT-Molekdl (Lee et al.,
2003b).

Die Entdeckung des KAI1-Splice veranlasste Lee und Mitarbeiter (2003) dazu, etwaige
funktionelle Unterschiede sowohl in vitro als auch in vivo am Magenkarzinom zu unter-
suchen.

Dabei konnten sie zeigen, dass sich die Expression von KAI1-Splice in Magenkarzi-
nomzellen im Gegensatz zur Expression von KAI1-WT begtinstigend auf Tumorwachs-
tum und Metastasierung auswirkte. So erfolgte der Nachweis von KAI1-Splice in Pro-
ben von Primartumoren des Magens, deren Metastasierung bis zum Peritoneum fort-
geschritten war, sowie in Lymphknoten- und Fernmetastasen. Anhand klinischer Daten
wurde die Relevanz der KAI1-Splice-Expression fur die Prognose der Patienten evalu-
iert. Dabei hatten Patienten mit einer KAI1-Splice-Expression in hepatischen sowie
peritonealen Fernmetastasen im Vergleich zu Patienten ohne KAI1-Splice-Expression
eine signifikant reduzierte Uberlebensrate nach einem chirurgischen Eingriff. Das Glei-
che galt fur Patienten mit Metastasen in regionalen Lymphknoten. AuRerdem konnte
gezeigt werden, dass ein hoher Gehalt an KAI1-Splice im Primartumor mit einer
schlechten Prognose assoziiert war (Lee et al., 2003b).
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Abb. 4: Schematische Darstellung des KAI1-WT-Gens und KAI1-Proteins.

Dargestellt ist der Aufbau des KAI1-WT-Gens und KAI1-Proteins. Die weiRen Boxen stellen nicht-
kodierende Introns, die schwarzen Boxen kodierende Exons dar. Die schraffierten Flachen in der Pro-
teinstruktur zeigen die Transmembranregionen (TM) innerhalb des Proteins. Als ED werden die extrazel-
lularen Doméanen des Proteins bezeichnet. Die griinen Kreise in der Sekundarstruktur stehen fir die
potentiellen Glykosylierungsstellen, die gelben Kastchen fir Cysteinreste, die als Ausgangspunkt fir
Disulfidbriicken fungieren. Dieses Schema soll den Mechanismus des alternativen SpleiRens des KAI1
verdeutlichen. Hierbei kommt es zu einem selektiven Verlust des Exon 7 und folglich zu einer verander-
ten KAI1l-Struktur. Dem so entstandenen Protein, KAI1-Splice, fehlen 28 Aminoséauren (AS) 215-242
(verandert nach Jackson et al., 2005 und Lee et al., 2003b)
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KAI1-WT- und KAI1-Splice-exprimierende Tumorzellen zeigten im Vergleich ein unter-
schiedliches Metastasierungspotential. So wiesen Mause, denen KAI1-Splice-
transfizierte Zellen injiziert worden waren, Metastasen in der Lunge, der Leber und
dem Peritoneum auf. Bei Mausen mit KAIL-WT-transfizierten Zellen wurden hingegen
nur Metastasen in der Lunge gefunden (Lee et al., 2003b).

In In-vitro-Tests konnte gezeigt werden, dass die Expression von KAI1-Splice in Kolon-
karzinomzellen im Vergleich zu KAI1 zu einer gesteigerten Proliferation, Zelladh&sion
an FN sowie Zellmigration fiihrte (Lee et al., 2003Db).

Hohenester und Mitarbeitern gelang es aus einem Ovarialkarzinomgewebemix die
RNA des KAI1-Splice zu isolieren (Hohenester et al., unveréffentlichte Daten). Dies
stellt die Grundlage der vorliegenden Arbeit dar. Im Folgenden soll deshalb auf die fiir
das Ovarialkarzinom spezifische Metastasierung sowie auf die Rolle des Integrins avfs
und des KAI1 im Ovarialkarzinom eingegangen werden.

1.4 Das humane Ovarialkarzinom als experimentelles Zell-
modell

1.4.1 Die Metastasierung des Ovarialkarzinoms

Das Ovarialkarzinom hat die hdchste Mortalitat aller Tumoren des weiblichen Genital-
traktes. Ursachlich hierfir ist das bei Diagnosestellung oft bereits fortgeschrittene Tu-
morstadium, das auf das Fehlen spezifischer Friihsymptome zurtickzufiihren ist (Ozols
et al., 2004).

Die meisten Ovarialkarzinome entstehen aus dem Oberflachenepithel des Ovars. 70%
der Ovarialkarzinome werden im FIGO Stadium Ill diagnostiziert, wenn bereits eine
Ruptur der Organkapsel des Ovars und eine Absiedelung der Tumorzellen auf angren-
zende Strukturen und das Peritoneum aulRerhalb des kleinen Beckens stattgefunden
hat (Chan et al., 2003; Ozols et al., 2004).

Beim Ovarialkarzinom unterscheidet man verschiedene Metastasierungswege, wobei
die intraperitoneale sowie lymphogene Ausbreitung am haufigsten vorliegen. Dagegen
ist die hAmatogene Metastasierung eher selten.

Intraperitoneal erfolgt die Tumorausbreitung per continuitatem. Die Tumorzellen dis-
seminieren mithilfe peritonealer Flissigkeit oder Aszites. Dabei folgt die Verbreitung
der Zellen im Bauchraum der Flussrichtung der intraperitonealen Flussigkeit, die atem-
abhangig vom Becken uber die Kolonrinnen bis zum Zwerchfell zirkuliert. Tumorabsie-
delungen findet man am haufigsten im Peritoneum des kleinen Beckens und im Be-
reich des Colon sigmoideum, im Peritoneum entlang der rechten und linken Kolonrin-
ne, im Omentum majus sowie an der Oberflache der Leberkapsel und des Zwerchfells
(Tan et al., 2006).
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Zellbiologisch stehen bei der Metastasierung des Ovarialkarzinoms vor allem Zell-
adhasionsphdnomene im Vordergrund. Zunéachst lI6sen sich Tumorzellen aus der pri-
maren Tumormasse, wobei der Herunterregulierung von E-Cadherin, einem homoty-
pischen Zell-Zell-Adhasionsmolekil, eine besondere Bedeutung zugeschrieben wird.
Nachdem sich die Zellen vom Primartumor abgeldst haben, kommt es durch Zell-Zell-
Aggregation zur Ausbildung von spharoidartigen Strukturen. Diese Sphéaroide sind ge-
gen Mechanismen der Immunabwehr resistent, da sie zum Beispiel die Penetration von
Antikérpern und Bestandteilen des Komplementsystems verhindern. Durch Wechsel-
wirkung mit dem peritonealen Mesothelium kommt es zu einer Aufhebung des
spharoidartigen Zellzusammenschlusses, zur Implantation der metastasierenden Tu-
morzellen und schlieBlich zum Metastasenwachstum (Shield et al., 2009; Tan et al.,
2006). Als potenzielle Mechanismen dieser Wechselwirkungen werden die Bindung der
Tumorzellen an Strukturen der EZM, wie Kollagen | und IV, Laminin, VN und FN, unter
Vermittlung durch Zelladhasions- und Signaltransduktionsrezeptoren der Superfamilie
der Integrine betrachtet (Tan et al., 2006; Heyman et al., 2010; Reuning, 2011).

In der Progression des Ovarialkarzinoms sind demnach Zell-Zell- sowie Zell-EZM-
Adhéasionsmechanismen und deren Modulierung von Bedeutung. Ein Bestandteil der
Integrin-vermittelten Zell-EZM-Adhasion und Zellmigration bei der Metastasierung des
Ovarialkarzinoms ist hierbei die Interaktion des Integrin avB; und seinem Liganden VN
(Preissner und Reuning, 2011).

1.4.2 Die Rolle des Integrins avfs im humanen Ovarialkarzinom

Ovarialkarzinomzellen wie auch andere Zelltypen exprimieren verschiedene Vertreter
der Integrinfamilie. Neben einer Reihe von Integrinen der B;-Subfamilie findet man
auch eine Expression des Integrins avB; (Carreiras et al., 1999). Bei der Tumorpro-
gression des Ovarialkarzinoms sind u.a. Verdnderungen im Integrin avBs/VN-System
von Bedeutung (Carreiras et al., 1999; Carreiras et al., 1996; Carreiras et al., 1995;
Kaur et al., 2009).

Der Integrinrezeptor avf; wird sowohl in normalem Ovarialepithel als auch in differen-
zierten Ovarialkarzinomen exprimiert (Carreiras et al., 1996; Cannistra et al., 1995). Es
gibt jedoch Unterschiede hinsichtlich der Expressionsstarke. Im Vergleich zu Karzino-
men des Ovars wird das Integrin avf; in Borderline-Tumoren weniger oft exprimiert
(Liapis et al., 1997). AuRerdem wird in schlecht differenzierten Tumoren nur die av-
Untereinheit exprimiert, wahrend eine Expression der Bs-Untereinheit in diesen Tu-
moren haufig nicht nachweisbar ist (Carreiras et al., 1996). Die Expression der Bs-
Integrine war zudem in Tumoren des Stadiums IV deutlich weniger h&ufig als in Tu-
moren der FIGO-Stadien I-1ll (Maubant et al., 2005). In einer anderen Studie konnte
gezeigt werden, dass die Integrin-Bs-Untereinheit zu einer verstarkten Adhasion, zu
einem langsameren Tumorwachstum und einer verminderten Tumormetastasierung
fuhrte. Dies korrelierte mit einer besseren Prognose von Patientinnen, bei denen eine
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Expression der Integrin-Bs-Untereinheit nachgewiesen werden konnte (Kaur et al.,
2009; Partheen et al., 2009).

Dem Hauptliganden VN kommt ebenfalls eine besondere Bedeutung in der Pro-
gression des Ovarialkarzinoms zu. So ist die VN-Expression in normalem Ovarialge-
webe und in gut differenzierten Tumoren nachweisbar, jedoch nicht in den meisten
moderat oder schlecht differenzierten Tumoren (Carreiras et al., 1996). Normalerweise
wird VN in der Leber synthetisiert und von dort in die Blutbahn abgegeben. Die Be-
obachtung, dass in schlecht differenzierten Ovarialtumoren kein VN mehr nachweisbar
ist, veranlasste Carreiras und Mitarbeiter den zellularen Ursprung des VN in Ovarial-
karzinomen zu untersuchen. Dabei konnten sie zeigen, dass Adenokarzinome des
Ovars in der Lage sind VN zu synthetisieren (Carreiras et al., 1999). Daruber hinaus
konnte in einer Studie eine Steigerung der VN-Synthese auf die Funktion des Integrin
avfs zurtickgefuhrt werden. Diese verstarkte VN-Synthese wird Uber eine Beteiligung
von Rel-Transkriptionsfaktoren vermittelt (Reuning, 2011). Zusatzlich zur endogenen
Synthese durch die Ovarialkarzinomzellen selbst wird VN von mesothelialen Zellen
exprimiert. Die VN-Matrix begilnstigt die durch av-Integrine vermittelte Adhasion der
Ovarialkarzinomzellen und wirkt stimulierend auf die Migration humaner Ovarialkarzi-
nomzellen (Preissner und Reuning, 2011). Diese Mechanismen kdnnten der Implanta-
tion metastasierender Zellen auf dem peritonealen Mesothel zugrunde liegen (Heyman
et al., 2010, 2008). Die Uberexpression des Integrins avBs; und dessen Bindung an VN
fuhrte im Ovarialkarzinomzellmodell dartiber hinaus zu einer Steigerung der Adhasion,
Motilitat und Proliferation (Hapke et al., 2003; Kaur et al., 2009). Dabei nimmt das In-
tegrin avBsz Uber verschiedene Signalwege Einfluss auf diese zellbiologischen Pro-
zesse: In einer Studie mit den humanen Ovarialkarzinomzelllinien IGROV und SKOV
konnte nachgewiesen werden, dass das Integrin av die Aktivitat der integrin-linked
kinase (ILK) und somit die Zellproliferation beeinflusst. Die ILK stellt einen wichtigen
Bestandteil der Regulierung des Zellzyklus der Ovarialkarzinomzellen dar. So wurde
durch eine Hemmung des Integrins av mit RGD-Peptiden eine Inhibierung der ILK her-
beifiihrt (Cruet-Hennequart et al., 2003). In einer weiteren Studie konnte gezeigt wer-
den, dass das Integrin avp; die ILK-Genexpression in Ovarialkarzinomzellen induziert
(Loéssner et al., 2009). AuRerdem ist die Interaktion des Integrins av3; mit Wachstums-
faktoren fur die Zellproliferation von Bedeutung. So fiihrt eine Interaktion des Integrins
avBz mit VN in Ovarialkarzinomzellen der Zelllinie OV-MZ-6 zu einer erhbhten Expres-
sion und Aktivierung des Epidermalen Wachstumfaktorrezeptors (EGF-R). Die Phos-
phorylierung des EGF-R fiihrt tber eine intrazellulare Signalkaskade zu einer verstark-
ten Aktivitdt der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) p44/42 (erk-1/erk-2), wel-
che wiederum die Zellproliferation steigert. Von Bedeutung fur die Interaktion des In-
tegrins avBs; und des EGF-R ist auch die FAK. So konnte diese mittels Immunprazipita-
tion in Integrin-avBs/EGF-R-Komplexen in OV-MZ-6-Zellen nachgewiesen werden
(Lossner et al., 2008). Auch die Zell-EZM-Adhéasion der Tumorzellen erfolgt unter Aus-
bildung fokaler Adhasionskontakte und der Rekrutierung der aktivierten tyrosinphos-
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phorylierten FAK (Hapke et al., 2003). Nachweislich bedingt eine Inter-aktion des In-
tegrins avps; mit seinem Liganden VN in OV-MZ-6-Zellen zudem eine gesteigerte Aktivi-
tat und Expression der FAK (Lossner et al., 2008).

Aufgrund seiner Bedeutung in wichtigen tumorbiologischen Prozessen des Ovarialkar-
zinoms ist das Integrin avBs; auch Gegenstand der Erforschung neuer Therapiestrate-
gien fur das Ovarialkarzinom. So wurde zum Beispiel Etaracizumab in der Therapie
des Ovarialkarzinoms praklinisch erprobt (Landen et al., 2008; Kim et al., 2009).

Neben dem Integrin avBs selbst konnten auch dessen Interaktionspartner wie das
KAI1, die Einfluss auf die Integrinfunktion nehmen, fir die Entwicklung neuer Thera-
piestrategien im Ovarialkarzinom interessant werden.

1.4.3 Die Rolle des KAI1 im humanen Ovarialkarzinom

Wie in vielen anderen soliden Tumoren besitzt KAI1 auch im humanen Ovarialkarzi-
nom metastasierungssuppressive Eigenschaften. Eine Expression des KAI1 konnte
jedoch sowohl in gesundem epithelialen Gewebe als auch in Tumorgewebe des Ovars
nachgewiesen werden (Houle et al., 2002; Romanska und Berditchevski, 2011).

In normalem gesundem Ovarialgewebe hat KAI1 eine physiologische Bedeutung in der
follikularen und lutealen Entwicklung. Dabei ist KAI1 in den Granulosazellen des wach-
senden Follikels nachweisbar. Unmittelbar vor der Ovulation wird der KAI1-Gehalt re-
duziert. In der Differenzierungsphase des Follikels zum Corpus luteum wird die KAI1-
Expression hochreguliert (Houle et al., 2002).

In Ovarialtumoren konnte eine deutliche Verminderung der KAI1l-Expression nachge-
wiesen werden. In benignen bzw. Borderline-L&asionen des Ovars war diese schwacher
ausgepragt als in metastasierenden und rezidivierenden invasiven Tumoren (Houle et
al., 2002). Der Verlust der KAI1-Expression im Ovarialkarzinom ereignet sich dabei vor
allem in frithen Tumorstadien (Romanska und Berditchevski, 2011; Liu et al., 2000;
Houle et al., 2002). Es konnte jedoch kein Zusammenhang zwischen dem Stadium und
Grading des Tumors und der Expressionsrate von KAI1l gezeigt werden (Liu et al.,
2000; Schindl et al., 2001b). Hingegen scheint es eine Relation zwischen dem histolo-
gischen Typ und der KAI1-Expressionsverminderung zu geben (Schindl et al., 2001b;
Houle et al., 2002).

Hinsichtlich der Prognose zeigten Patientinnen mit einer starken oder moderaten KAI1-
Expression ein signifikant langeres krankheitsfreies Uberleben und Gesamtiiberleben
im Gegensatz zu Patientinnen mit einer niedrigen oder nicht nachweisbaren Expressi-
on. Dabei scheint die KAI1-Expression nicht nur Einfluss auf die Ausbildung von Me-
tastasen, sondern auch auf die Entwicklung eines lokalen Rezidivs auszuiiben. In bei-
den Fallen wirkt sich eine hohe KAI1-Expression ginstig fur die Patientin aus (Schindl
et al., 2001b).
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Ruseva und Mitarbeiter zeigten in ihrer In-vitro-Studie erstmals tumorsuppressive
Funktionen des KAI1 in tumorbiologischen Prozessen des Ovarialkarzinoms. In einem
Ovarialkarzinomzellmodell konnte nachgewiesen werden, dass die Expression von
KAI1 die Integrin avBs/VN-vermittelte Zelladhasion verstarkt und die Zellmigration der
Tumorzellen vermindert. AuRerdem wirkte sich die KAI1-Expression suppressiv auf die
Zellproliferation aus (Ruseva et al., 2009).

Welche Mechanismen jedoch einem Funktionsverlust bzw. einer Herunterregulierung
der KAI1-Expression zugrunde liegen, ist auch im Zusammenhang mit dem Ovarialkar-
zinom nicht geklart. Im Ovarialkarzinom scheinen ein p53-abhéangiger Mechanismus
als Erklarung fur eine Herunterregulierung der KAI1-Expression oder eine Mutation als
Ursache fir den Funktionsverlust des KAI1 keine Rolle zu spielen (Schindl et al.,
2001b; Liu et al., 2000).
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2  Zielsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen des alternativen Splei-
Rens des putativen Tumorsuppressors und Tetraspanins KAI1 auf den tumorzellbiolo-
gischen Phanotyp humaner Ovarialkarzinomzellen untersucht.

Der Fokus der Experimente lag auf den funktionellen Unterschieden zwischen KAI1-
WT und seiner Spleil3variante KAI1-Splice in Bezug auf die Integrin avs/VN-vermittelte
Zelladhasion und Zellproliferation. Die Untersuchung basiert auf bereits vorliegenden
Daten, die zeigen, dass die Expression von KAI1-Splice mit einer schlechteren Prog-
nose im Magenkarzinom assoziiert ist (Lee et al., 2003b).

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es zu untersuchen, ob das fehlende Exon 7 bei
KAI1-Splice dazu fihrt, dass die SpleiRvariante nicht die tumorsuppressiven Eigen-
schaften des KAI1-WT aufweist. Die KAI1-Splice-Expression kénnte so in humanen
Ovarialkarzinomzellen zellbiologische Prozesse beglinstigen, die im Zusammenhang
mit der flir das Ovarialkarzinom spezifischen Metastasierung stehen.

Zusammengefasst wurden folgende Arbeitsschritte und Fragestellungen bearbeitet:

e FEtablierung eines In-vitro-Ovarialkarzinomzellmodells, in das entweder KAI1-
WT oder KAI1-Splice wiedereingefuhrt wurde.

e Welchen Einfluss nimmt die KAI1-Splice-Expression auf den zelladhasiven
Phanotyp humaner Ovarialkarzinomzellen im Gegensatz zu KAIL-WT?

e Welche Auswirkungen hat die KAI1-Splice-Expression auf die Integrin avs/VN-
vermittelte Zellproliferationsaktivitdit humaner Ovarialkarzinomzellen im Ver-
gleich zu Zelltransfektanten, in die KAI1-WT wiedereingefihrt wurde?
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3 Material und Methoden

3.1 Reagenzien und Materialien

3.1.1 Zellmodell

Fur diese Arbeit wurden humane Ovarialkarzinomzellen der Zelllinie OV-MZ-6 verwen-
det. Diese Zellen waren urspringlich aus dem malignen Aszites einer 70-jahrigen
Patientin mit fortgeschrittenem serdsem Adenokarzinom des Ovars (FIGO V) isoliert
und als Zelllinie etabliert worden (Mobus et al., 1992).

Neben WT-OV-MZ-6-Zellen wurden in unseren Untersuchungen auch OV-MZ-6-Zellen
verwendet, welche das Integrin avps; Uberexprimierten. Diese Zellen waren in einem
friheren Projekt durch stabile Transfektion erzeugt (Hapke et al., 2001) und uns
freundlicherweise zur Verfliigung gestellt worden.

In den Experimenten dieser Arbeit fanden sowohl KAI1L-WT- als auch KAI1l-Splice-
Transfektanten Verwendung, welche durch stabile Transfektion von WT- sowie Integrin
avBs-Uberexprimierenden OV-MZ-6-Zellen generiert wurden. Der Vorgang der stabilen
Transfektion ist im Kapitel 3.2.2 n&her erlautert. Die verwendeten Expressionsvektoren
wurden in Vorarbeiten erzeugt und fir die vorliegende Arbeit zur Verfigung gestellt.
Hierfir war die verwendete KAI1-WT- und KAI1-Splice-cDNA durch Reverse Trans-
kriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) unter Verwendung von RNA aus huma-
nem Ovarialkarzinomgewebe hergestellt worden (Ruseva et al., 2009; Hohenester et
al., unveroffentlichte Daten). Die jeweilige cDNA war anschlie3end in den Expressions-
vektor pcDNA3.1/Hygro kloniert worden (Ruseva et al., 2009).

Als Kontrollen dienten in allen flr die vorliegende Arbeit durchgefiihrten Untersuchun-
gen Zellen, welche lediglich mit dem Expressionsvektor ohne cDNA-Insert transfiziert
worden waren. Auch diese Zellen stammten aus einer vorangegangenen Studie
(Ruseva et al., 2009).
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3.1.1.1 Nomenklatur

Zur Vereinfachung wird folgende Nomenklatur fur die unterschiedlichen Zelltypen ver-

wendet:

WT OV-MZ-6-Zellen

OV-MZ-6-Wildtypzellen

WT-KAI1-Splice

KAI1-Splice-transfizierte OV-MZ-6-Wildtyp-
Zellen

WT-KAIL-WT KAI1-Wildtyp-transfizierte OV-MZ-6-
Wildtypzellen
WT-Vektor OV-MZ-6-Wildtypzellen, die mit dem Expres-

sionsvektor ohne cDNA-Insert transfiziert
worden waren

avBz-KAI1-Splice

Integrin avB;.Uberexprimierende OV-MZ-6-
Zellen, die mit KAI1-Splice transfiziert worden
waren

avBs-KAIL-WT

Integrin avBz-uberexprimierende OV-MZ-6-
Zellen, die mit KAI1-WT transfiziert worden
waren

avps-Vektor

Integrin avBs-Uberexprimierende OV-MZ-6-
Zellen, die mit dem Expressionsvektor ohne
cDNA-Insert transfiziert worden waren

3.1.2 Zellkultur

Arginin, Asparagin

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Bovines Serum Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich

DPBS (Dulbecco’s Phosphate buffered saline)

Gibco, Invitrogen

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Fotales Kélberserum (FCS)

Gibco, Invitrogen

Geniticin G418

Gibco, Invitrogen

2-[4-(Hydroxyethyl)-1-

Piperazin]ethanolsulfonsiure (HEPES)

Gibco, Invitrogen

Hygromycin B

Gibco, Invitrogen
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Trypanblau-L&sung 0,4% (w/v)

Sigma-Aldrich

Trypsin

Biochrom AG

Protease Inhibitor Cocktail (EDTA-frei)

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Deutschland

3.1.3 Stabile Zelltransfektion

Lipofektin®-Reagenz

Gibco, Invitrogen

KAI1-WT cDNA

Der Expressionsvektor fir KAI1-WT wurde in
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. rer. nat. Ute

Reuning, Klinische Forschung der Frauenkli-
nik der TUM bereitgestellt.

KAI1-Splice cDNA

Der Expressionsvektor fur KAI1-Splice wurde

von der Arbeitsgruppe Dr. Eva Gross, Tumor-
genetische Arbeitsgruppe der Frauenklinik der
TUM, zur Verfligung gestellt.

Plasmid pcDNA3.1/Hygro

Gibco, Invitrogen

3.1.4 Proteinbestimmung, SDS-Gelelektrophorese, Western-Blot-

Analyse

Acrylamid (Rotiphorese Gel 40)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS)

Roth

BCA Protein Assay Kit (mit BSA)

Thermo Scientific Pierce Protein Research
Products, Rockford, USA

Coomassie-Blau

Merck, Darmstadt, Deutschland

Essigsaure

Roth

Ethanol (99,8%)

Apotheke (Klinikum Rechts der Isar, Mln-

chen)
Glycin Sigma-Aldrich
Methanol Merck
Milchpulver Sigma-Aldrich

Pierce ECL Westernblot-Substrat

Thermo Scientific Pierce Protein Research

Products
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Proteinmarker

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

PVDF Gel-Blotting-Membran

Millipore GmbH, Schwalbach, Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS) Roth

Tetramethylethylendiamin (TEMED) Merck

Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Sigma-Aldrich

Triton X-100 Sigma-Aldrich

Tween®-20 AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
3.1.5 Durchflusszytometrie

FACS Flow Sheath Fluid

Becton Dickinson Biosciences, Franklin La-
kes, NJ, USA

3.1.6 Immunzytochemie

Cell Culture Chamber Slides (8 Kammern)

Nunc Lab-Tek, Naperville, IL, USA

Paraformaldehyd (PFA)

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Deutschland

3.1.7 Zellbiologische Assays
4-Nitrophenyl N-Acetyl-B-D-Glucosamid Sigma-Aldrich
3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyl- Sigma-Aldrich

tetrazoliumbromid (MTT)

3.1.8 Antikdrper

Monoklonaler Mausantikorper gerichtet gegen
KAI1-WT (CD82), Klon Ts82b

Diaclone, Tepnel Research Products & Ser-
vices, Besancon, France

Monoklonaler Maus-Antikdrper gerichtet ge-
gen Glycerinaldehyd-3-
Phosphatdehydrogenase

Chemicon international, Temecula, CA, USA

Monoklonales Maus IgG3 gerichtet gegen die
Aminosauren 95-267 am Carboxy-Terminus
des KAIL-WT (G-2)

Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz,
CA, USA

Polyklonaler Kaninchenantikérper gerichtet
gegen die Aminosauren 95-267 am Carboxy-
Terminus von KAI1-WT (H-173)

Santa Cruz Biotechnology Inc.
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Polyklonaler Antikorper Ziege-anti-Maus 1gG,
Alexa-488-konjugiert

JacksonlmmunoResearch Laboratories, Inc.,
West Grove, PA, USA

Ziege-anti-Kaninchen 19G, HRP(horseradish
peroxidase)-konjugiert

Dianova, Hamburg, Deutschland

Ziege-anti-Maus 1gG, HRP-konjugiert Dianova
3.1.9 Matrixproteine
Kollagen Typ | Sigma-Aldrich

Fibronektin (FN)

Becton-Dickinson Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA

Vitronektin (VN)

Becton-Dickinson Biosciences

3.1.10 Geréate und Software

Sicherheitswerkbank Hera Safe fur die Zell-
kultur

Heraeus, Hanau, Deutschland

Zellkulturbrutschrank Hera Cell

Heraeus

Mikroskop Axiovert 25

Zeiss, Jena, Deutschland

konfokales Laser-Scanning-Mikroskop
Axiovert 35 (Zeiss) mit Laserscan-
Detektionseinheit (Leica)

Zeiss
Leica, Wetzlar, Deutschland

Zentrifuge Labofuge 400R

Heraeus

Zentrifuge 5417C

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Gel Lufttrockner

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, Deutschland

SLT Spectra Elisa Reader, Software easy
WIN fitting

SLT, Crailsheim, Deutschland

Software Scion Image

Scion Corporation, Frederick,
Maryland, USA

Power-supply Power Pac 300

Bio-Rad Laboratories

Wet-Blot-Kammer

Bio-Rad Laboratories

Elektrophoresekammer, Kdmme, Giel3station

Bio-Rad Laboratories

FACS Calibur Sort Cytofluorometer, Software
CellQuest

Becton Dickinson Biosciences

pH-Meter

Schott, Mainz, Deutschland

Rontgenfilmentwickler Cawomat 2000IR

Cawo, Schrobenhausen, Deutschland

Software CellQuest

Becton Dickinson Biosciences
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3.1.11 Verbrauchsmaterialien

Zellkulturflaschen, Falcon-Réhrchen, Zellkul-
turplatten, Petrischalen sowie serologische
Pipetten

Becton Dickinson Biosciences

Pipettenspitzen und 1,5/2 ml Reaktionsgefalie

Sarstedt, NUrnberg, Deutschland

Combitips® plus 1, 2,5, 5 mi

Eppendorf AG, Wesseling-Berzdorf,
Deutschland

FACS Rohrchen, konisch, 4,5 ml

Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland

Pasteur Glaspipetten

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, Deu-

tschland

Sterile Injektionsnadeln

Braun, Melsungen, Deutschland
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3.2 Methoden

3.21 Zellkultur

Fur die Kultivierung der OV-MZ-6-Zellen und deren Transfektanten wurden verschie-
dene Zellmedien verwendet:

WT-OV-MZ-6-Zellen wurden mit einem Komplettmedium behandelt (s.u.). Fur die WT-
KAI1-WT-, WT-KAI1-Splice- oder WT-Vektor-Zellen wurde ein Zellkulturmedium mit
Hygromycin (200 pg/ml) verwendet. Die avBs-KAI1-WT, avf3;-KAI1-Splice oder avps-
Vektor-Zellen wurden in einem Selektionsmedium kultiviert, das sowohl Hygromycin
(200 pg/ml) als auch Geniticin G418 (1 pg/ml) enthielt.

Die Zellen wurden bei 37°C/ 5% (v/v) CO, im Zellinkubator kultiviert. Alle zwei Tage
erfolgte ein Mediumwechsel.

Bei einer Konfluenz des Zellmonolayers von 80-90% wurden die Zellen vom Boden der
Zellkulturflasche abgeldst. Hierzu wurde das Zellmedium abgesaugt und die Zellen
nach einem Waschschritt mit Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) fur ungefahr 10
min mit PBS, 0,05% (w/v) EDTA (Splitting-L6sung) inkubiert. Sobald die Zellen abge-
rundet und gel6st waren, wurden diese mit PBS abgespult und fur 3 Minuten bei 246 x
g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in dem jeweiligen
(Selektions-)medium resuspendiert und in eine neue Zellkulturflasche tberflhrt.

Zur Vorratshaltung der verschiedenen Transfektanten wurden kontinuierlich Zellpellets
eingefroren. Hierzu wurde das Pellet in 500 bis 1000 ul kaltem Einfriermedium resus-
pendiert, in ein Einfrierrdhrchen gegeben und unmittelbar danach auf Eis gestellt. Die
Zellen wurden zunachst bei -80°C gelagert und nach 2 bis 3 Tage in flissigen Stick-
stoff Gberfuhrt.

Um die Zellen aufzutauen wurden die Einfrierréhrchen auf Eis gestellt und dann in ein
Zentrifugationsrohrchen gegeben, in dem das jeweilige kalte (Selektions-)medium vor-
gelegt worden war. Die Zellsuspension wurde zentrifugiert und der Uberstand verwor-
fen. Die Pellets wurden mit warmem Medium resuspendiert und in eine Zellkulturfla-
sche transferiert. Am Tag darauf erfolgte nach einem Waschschritt in PBS ein
Mediumwechsel mit dem jeweiligen (Selektions-)medium.

GAM (growth arrest medium): 500 DMEM
10 mM HEPES
550 mM  Arginin

272 mM  Asparagin
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Komplettmedium: 500 DMEM

10 mM HEPES
550 mM  Arginin
272 mM  Asparagin
10% (viv) FCS
Selektionsmedium: Komplettmedium
1 g/l Geniticin G418

200 pg/ml Hygromycin B
550 mM  Arginin

272 mM  Asparagin

Komplettmedium
200 pg/ml Hygromycin B

550 mM  Arginin
272 mM Asparagin
Einfriermedium: 90% (viv) FCS
10% (v/v) DMSO
Zell-Splitting-Losung: 0,05% (w/v) EDTA
in PBS

3.2.2 Stabile Transfektion humaner Ovarialkarzinomzellen

Um KAIL-WT- und KAI1-Splice-exprimierende Zellen zu generieren wurde eine stabile
Transfektion der Zellen durchgefiihrt. Dazu wurden WT-OV-MZ-6-Zellen und bereits
stabile Transfektanten, die das Integrin av; Uberexprimierten, auf Petrischalen ausge-
sat und fur 2-3 Tage im Brutschrank bei 37°C/ 5% (v/v) CO, kultiviert. Die adh&renten
Zellen wurden bei einer Konfluenz von ungefahr 60% mit einem Expressionsvektor
transfiziert, welcher entweder die KAI1-WT- oder die KAI1-Splice-cDNA sowie ein Anti-
biotikumresistenzgen fur Hygromycin beinhaltete. Als Kontrolle diente der entspre-
chende Expressionsvektor jedoch ohne das cDNA-Insert.

Fur die stabile Transfektion wurden zunéchst in einem konischen Roéhrchen mit abge-
rundetem Boden 400 pl FCS-freies growth arrest-Medium (GAM) (s.0.) mit 15 pl Lipo-
fektin®-Reagenz 45 min bei Raumtemperatur (RT) vorinkubiert. Danach wurden 5 pg
DNA hinzupipettiert und das Gemisch weitere 15 min bei RT inkubiert. AnschlieRend
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wurde die DNA/Lipofektin-Lésung auf den Zellmonolayer gegeben. Dieser war zuvor
mit PBS gewaschen und mit GAM bedeckt worden.

Nach einer Inkubationszeit von 6 h bei 37°C/ 5% (v/v) CO, wurde das Transfektions-
medium vorsichtig entfernt und Komplettmedium hinzugegeben.

Die transfizierten Zellen wurden bei 37°C/ 5% (v/v) CO, im Brutschrank fur weitere 2
Tage kultiviert. Bei einer Konfluenz der Zellmonolayer von ungefahr 80%, welche nach
2-3 Tagen erreicht war, wurde mit der Selektion unter Antibiotikumgabe begonnen.
Hierzu wurde ein Zellkulturmedium, welches mit Hygromycin in einer Konzentration von
200 pl/ml versetzt worden war, den Zellen hinzugegeben. Fur die WT-OV-MZ-6-Zellen
wurde als Zellkulturmedium Komplettmedium, fur die bereits stabilen OV-MZ-6-
Transfektanten, welche das Integrin avB; Uberexprimierten, ein Komplettmedium mit
Geniticin G418 (1g/l) verwendet.

Erfolgreich transfizierte Zellen verfigten tber eine Hygromycin-Resistenz. Zellen, die
den Expressionsvektor nicht aufgenommen hatten, starben unter Behandlung mit
Hygromycin ab.

Der Selektionsprozess war nach etwa 10 Tagen abgeschlossen.

3.2.3 Isolierung individueller, stabil transfizierter Zellklone mit
unterschiedlicher KAIL-WT/KAI1-Splice-Oberflachenexpression

Durch erfolgreiche Transfektion der Zellen erhielten wir zunachst Zellen mit einer hete-
rogenen Expressionshthe von KAIL-WT bzw. KAI1-Splice. Um fir unsere Untersu-
chungen Zellen mit vergleichbarer Expressionshéhe an KAI1-WT bzw. KAI1-Splice zu
erhalten, fihrten wir zundchst eine Subklonierung der jeweiligen Zelltransfektanten
durch. Hierzu wurde zunachst eine stark verdinnte Zellsuspension verwendet. Die
Zellen wurden fur ungefahr 10 min in PBS, 0,05% (w/v) EDTA vom Boden der Zellkul-
turflasche abgeldst, in PBS gewaschen und in ein Zentrifugationsréhrchen tberfihrt.
Nach einer Zentrifugation bei 246 x g wurde der Uberstand bis auf das Zellpellet abge-
saugt und die Zellen in Selektionsmedium resuspendiert. Anschliel3end wurden ca. 5-
10 ul der Zellsuspension in einer mit Selektionsmedium versehenen Petrischale ver-
dinnt. Die Petrischale wurde ungefahr 10 Tage bei 37°C/ 5% (v/v) CO, kultiviert, bis
die einzelnen Zellen zu sichtbaren Zellkolonien herangewachsen waren. Daraufhin
wurde das Medium abgesaugt, die Zellen in PBS gewaschen und die Zellen in 2 ml
PBS, 10% (v/v) Trypsin bedeckt und fir 2 min bei RT inkubiert. Die Losung wurde ab-
gesaugt und die einzelnen Zellkolonien mit einer 100 pl-Pipette mit etwas Selektions-
medium aufgenommen und auf eine Zellkulturplatte mit 24 Vertiefungen uberfuhrt, auf
welcher Selektionsmedium vorgelegt worden war. Nach einer Kultivierungszeit von 7
bis 10 Tagen hatten die Zellen in den einzelnen Vertiefungen eine Konfluenz von unge-
fahr 70%. Bei dieser Konfluenz wurden die Zellen erneut abgelést und auf Glasobjekt-
trdger mit mehreren kleinen Zellkammern (microchamber slides) tberfihrt. Die KAI1-
WT- bzw. KAI1-Splice-Expressionshéhe wurde mittels Immunzytochemie (ICC) und
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Auswertung am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (CLSM) (siehe 3.2.4) sowie
Durchflusszytometrie (3.2.5) bestimmt. Der Isolierungsprozess fir transfizierte Zellklo-
ne wurde in mehreren solcher ,Klonierungsrunden® wiederholt, bis die Zellen eine an-
nahernd homogene KAIL-WT- bzw. KAI1-Splice-Expressionshéhe aufwiesen.

5 &
Ee—nw <=
O

Abb. 5: Isolierung einzelner stabil transfizierter Zellklone mittels Grenzwertverdinnung.

Schematisch abgebildet ist die Isolierung einzelner KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-exprimierender Zellen
mittels Grenzwertverdiinnung. Die gelben Punkte stellen vereinfacht Zellen bzw. Zellkolonien mit starker,
die blauen Punkte Zellen bzw. Zellkolonien mit niedriger KAI1-WT-/KAI1l-Splice-Expression dar.
Ausgangspunkt waren OV-MZ-6-Zellen, die nach stabiler Transfektion der OV-MZ-6-Zellen mit KAI1-WT-
bzw. KAI1-Splice-cDNA in Selektionsmedium bis zum Absterben aller nicht erfolgreich transfizierten Zellen
kultiviert wurden. Diese Zellen wurden so diinn auf eine Petrischale ausgesét und ein paar Tage kultiviert,
bis aus der einzelnen Zelle eine sichtbare Zellkolonie in der Petrischale herangewachsen war. Diese wur-
de vorsichtig mit einer Pipette, in der Zellmedium vorgelegt worden war, aufgenommen und in je eine
Vertiefung einer 24-well-Platte Giberfuhrt (1). Dort wuchsen die Zellen bis auf eine Konfluenz von ca. 70%
heran (2). AnschlieRend wurden die Zellen jeweils in eine Vertiefung eines microchamber slides aufge-
bracht, mittels Immunzytochemie (ICC) gefarbt und durch konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)
die KAI1-WT-bzw. KAI1-Splice-Expressionshdhe ermittelt. So wurden einzelne Zellkolonien mit stéarkerer
KAI1-WT-/KAI1-Splice-Expressionshdhe im Vergleich zu den WT-OV-MZ-6-Zellen mit niedriger endogener
KAI1-WT-/KAI1-Splice-Expressionshdhe herausselektiert (3). Diese Zellkolonien wurden schlieRlich wieder
auf einer Petrischale vereinzelt und der Vorgang wiederholt (4—6). Nach mehreren Klonierunsrunden er-
hielten wir Zellklone, aus denen wir fur experimentelle Untersuchungen solche mit etwa gleicher KAI1-WT-
bzw. KAI1-Splice-Expressionshdhe selektieren konnten.

3.2.4 Immunzytochemie und konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Zur Charakterisierung der unterschiedlichen Zelltransfektanten hinsichtlich ihrer KAI1-
WT-/KAI1-Splice-Expressionshéhe wurde unter anderem die Immunzytochemie (ICC)
und die Auswertung am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (CLSM) verwendet.

Hierzu wurden zunachst zur Verbesserung der Zelladhasion die Zellkammern eines
mikrochamber slides (Glasobjekttrager) mit Fibronektin (10 pg/ml PBS) fur 30 min bei
RT inkubiert. Danach wurden KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-transfizierte WT-OV-MZ-6-
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Zellen sowie das Integrin avfBz-Uberexprimierende OV-MZ-6-Zellen auf die Zellkam-
mern des microchamber slides ausgesét und tUber Nacht bei 37°C/ 5% (v/v) CO, in
Selektionsmedium kultiviert.

Am Folgetag wurde das Selektionsmedium vorsichtig absaugt. Nach einem Wasch-
schritt mit PBS wurden die Zellen in PBS, 4% (w/v) PFA fur 20 min bei 4°C fixiert. Nach
der Fixation wurden die Zellen 3x mit PBS gespdlt und fir 1h bei RT in PBS, 2% (w/v)
BSA zur Abséattigung unspezifischer AK-Bindungsstellen inkubiert. Anschliel3end wur-
den die Zellen mit dem gegen KAI1 gerichteten mAK Ts82b in einer Verdiinnung von 5
pg/ml PBS, 1% (w/v) BSA bei RT fur 60 min inkubiert.

Im Anschluss an 5-6 weitere Waschschritte in PBS wurde den Zellen der Zweitantikor-
per in Form eines polyklonalen Alexa-488-konjugierten Antikorpers (Ziege-anti-Maus
IgG) in einer Konzentration von 1 pg/ml in PBS, 1% (w/v) BSA fir 45 min hinzugege-
ben. Danach wurden die Zellen 3-5 x mit PBS gewaschen und am CLSM begutachtet.

Zellen, die weder mit dem Erst- noch mit dem Zweitantikérper behandelt worden wa-
ren, wurden zur Ermittlung der Autofluoreszenz genutzt. Zellen, welche nur mit dem
Zweitantikorper, jedoch nicht mit dem gegen KAIL-WT bzw. KAI1-Splice gerichteten
Erstantikorper inkubiert worden waren, dienten zur Kontrolle der Spezifitat des Fluo-
reszenz-markierten AK. WT-OV-MZ-6-Zellen mit niedriger endogener KAIL-WT-
Expression dienten ebenfalls zur Kontrolle der Antikdrperspezifitat. Deren niedrige
KAI1-Expression wurde mit der nach erfolgreicher Transfektion erhdhten KAIL-WT-
bzw. KAI1-Splice-Expressionsrate verglichen.

Die Begutachtung der Zellen mittels CLSM wurde bei einer Anregungswellenlange von
488 nm durchgefuhrt und hierbei die Fluoreszenzintensitat als Mal3 fur die zellulare
Expressionshohe an KAIL-WT bzw. KAI1-Splice ermittelt.

3.2.5 Durchflusszytofluorometrie

Als weiteres Verfahren zur Bestimmung der KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-
Expressionshéhe der Zelltransfektanten wurde die Durchflusszytofluorometrie ange-
wendet.

Bei der Durchflusszytofluorometrie wird ein Laserstrahl einer bestimmten Wellenlange
auf einen Probenstrom (mit Partikeln, hier mit Zellen) in einer Messkiivette gerichtet.
Dabei kommt es zu einer Reflexion und Streuung des Lichts. Man unterscheidet hierbei
eine Streuung in Richtung des Laserstrahls, sogenanntes Vorwartsstreulicht oder for-
ward-scatter, sowie eine Streuung des Lichts in einem 90°-Winkel, welches durch
Streuung an bestimmten Zellbestandteilen in der Zelle zustande kommt, das so-
genannte Seitwartsstreulicht oder side-scatter. Durch das Vorwartsstreulicht wird die
ZellgroRRe, durch das Seitwartsstreulicht die Granularitat der Zellen bestimmt. Daneben
kénnen bestimmte Eigenschaften bzw. Proteinexpressionsmuster der Zellen durch die
Verwendung von fluoreszenzgekoppelten Antikorpern ermittelt werden. Die Fluo-
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reszenzfarbstoffe werden durch den Laser angeregt und emittieren dabei Licht einer
bestimmten Wellenlange (Luttmann, 2009a).

Fur die Durchflusszytofluorometrie wurden 200.000 Zellen pro Vertiefung auf eine 6-
well-Zellkulturplatte ausgesat und bei 37°C/ 5% (v/v) CO, fur 2-3 Tage im Zellinkubator
kultiviert. Am Versuchstag wurden die Zellen in PBS, 0,05% (w/v) EDTA gel6st, die
Zellsuspension in ein Zentrifugationsrohrchen gegeben und in diesem bei 246 x g
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 1 ml des jeweiligen
Selektionsmediums resuspendiert. Die Zellen wurden unter Verwendung von Trypan-
blau zur Differenzierung lebender und toter Zellen mithilfe einer Neubauer Z&hlkammer
gezahilt.

2x 100.000 Zellen wurden in Polystyrol-Rohrchen mit konischem Boden gegeben und
bei 246 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde bis auf das Zellpellet abgesaugt. Zur
Unterbindung unspezifischer Antikérperbindungen wurden die Zellen in PBS, 2% (w/v)
BSA resuspendiert und fir 30 min bei RT inkubiert.

Im Anschluss an einen Zentrifugationsschritt wurden die Zellen mit dem gegen KAI1
gerichteten Erstantikorper (#Ts82b) in einer Konzentration von 10 pug/ml in PBS, 1%
(w/v) BSA fur 1h bei RT inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen
zentrifugiert und in PBS mehrmals gewaschen und schlie3lich der Alexa-488 konjugier-
te Zweitantikorper (Ziege-anti-Maus 1gG) in einer Konzentration von 1 pg/ml in PBS,
1% (w/v) BSA fur 45 min bei RT hinzugegeben.

Danach wurden die Zellen erneut in PBS gewaschen, die Zellen in 100 pl PBS, 1%
(w/v) BSA aufgenommen und die Durchflusszytofluorometrie durchgefihrt.

Alle Experimente wurden mit einem FACS Calibur Sort Cytofluorometer Gerat durchge-
fuhrt. Die Datenanalyse erfolgte mit der Software CellQuest. Die Autofluoreszenz der
jeweiligen Zellen wurde in Abwesenheit jeglicher Antikbrper gemessen. Die Autofluo-
reszenz wurde von dem unter Verwendung der Antikdrper gemessenen Mean-Werten
der Fluoreszenzintensitat der Zellen subtrahiert.

3.2.6 Westernblot

Als weiteres Verfahren zur Bestimmung der KAIL-WT-/KAI1-Splice-Expressionshthe
wurden Westernblot-Analysen durchgefihrt. Hierflr wurden zunachst Lysate der Zellen
gewonnen.

3.2.6.1 Herstellung von Zellaufschliissen

Zur Gewinnung von Zelllysaten wurden zunéchst 300.000 Zellen in eine Vertiefung
einer 6-well-Zellkulturplatte ausgesat. Die Platten wurden zwei Tage bei 37°C/ 5% (v/v)
CO, im Inkubator kultiviert und die Zellen schliel3lich von der Platte abgeldst. Dazu
inkubierten die Zellen 15 min mit 80 pl eines Lyse-Puffers auf Eis.
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Danach wurden die lysierten Zellen mit einer Pipette aufgenommen und in ein 1,5 ml
Reagenzgefald tberfihrt. Die Zellsuspension wurde dann bei 246 x g fur 5 min zentri-
fugiert und der Uberstand vorsichtig in ein neues Reagenzgefal? pipettiert.

Lyse-Puffer 50 mM HEPES (pH 7,5)
150 mM NacCl
1 mM EDTA

10% (v/v) Glycerin
1% (v/v) Triton X-100

1/5 einer Tablette des Pro-
tease-Inhibitor-Cocktails

3.2.6.2 Bestimmung des Proteingehalts der Zelllysate

Der Proteingehalt der Zelllysatproben wurde mithilfe eines BCA Protein Kits (bicin-
choninic acid, BCA) bestimmt.

Die Anwendung des BCA Protein Kits beruht auf der sogenannten Biuret-Reaktion, in
der die Aminosaurereste der Peptide mit Kupferionen in alkalischem Milieu einen farbi-
gen Chelatkomplex bilden. Gekoppelt an diesen Reaktionsschritt reagiert Bicin-
choninin-Saure mit den reduzierten Kupferionen. Aus der Reaktion von zwei Molekiilen
Bicinchoninsédure mit einem Kupferion resultiert eine Komplexverbindung mit violetter
Farbe. Die Komplexverbindung ist wasserloslich und zeigt eine annahernd lineare Ab-
sorption, die mit der Proteinkonzentration ansteigt (Herstellerinformation).

Fur die Proteinbestimmung wurde zunachst eine TBS-Stammldsung (pH 8,5) angesetzt
(tris-buffered saline, TBS). Als Gebrauchslésung wurde dieser Puffer 1:10 mit destillier-
tem H,O verdinnt.

Danach wurde mithilfe eines Standardproteins aus reinem BSA eine Verdiinnungsreihe
pipettiert, die der Aufstellung der Standardkurve fir die Proteinkonzentration diente.
AuRerdem wurde ein Fibrinogenstandard der Firma Boehringer Mannheim verwendet,
der spater als Kontrolle der Messergebnisse fungierte.

Die im Kit enthaltenen Reagenzl6sungen A (Bicinchoninin-Saure) und B (4% (w/v)
Kupfer(ll)-Pentahydrat-Losung) wurden gemaf der Angaben des Herstellers gemischt.
Auf der Mikrotiterplatte wurden je 200 ul der Mischung AB vorgelegt und jeweils 50 pl
der Kontrollldsung, der Proben der Verdinnungsreihe oder der Proteinproben hinzuge-
geben.

Die Mikrotiterplatte wurde tber Nacht bei RT stehengelassen und am folgenden Tag in
einem Spektralphotometer bei 540 nm gemessen.
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Tris-buffered saline (TBS) 0,2 M  Tris/HCI (pH 8,5)
Stammldsung

7,3% (w/v) NacCl

3.2.6.3 Auftrennung der Proteine mithilfe der Gelelektrophorese

Die Natriumdodecylsulfalfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine
Methode, Proteine aufgrund ihrer Molekularmasse und ihrer Ladung nach Beladung mit
den negativ geladenen SDS-Molekilen aufzutrennen. Durch Polymerisisation von
Acrylamidmonomeren entsteht ein Polyacrylamidgel, welches ein dreidimensionales
Netzwerk darstellt und eine Filterwirkung auf die aufzutrennenden Proteine hat. Durch
die engen Maschen wandern kleinere Proteinmolekile nach Anlegen einer Spannung
rascher vorwarts, groRere Proteinmolekile dagegen langsamer. Durch SDS werden
die Proteine zudem denaturiert. Durch die negative Ladung des SDS entstehen negativ
geladene Komplexe aus SDS und dem denaturierten Protein. Die negative Ladung ist
der Molekiilmasse des zu untersuchenden Proteins proportional, wenn die Proteine
etwa gleich entfaltet sind. Durch Anlegen einer Spannung wandern die SDS-Protein-
Komplexe in Richtung der Anode am unteren Ende des Gels und werden in Abh&ngig-
keit ihrer Molekularmasse und Beladung mit SDS aufgetrennt (Berg, 2003a; Luttmann,
2009c; Gallagher, 2012).

Fur die Gelelektrophorese wurde ein 1,5 mm dickes 10%-iges (w/v) (Trenngel) sowie
ein 4%-iges (w/v) (Sammelgel) Polyacrylamid-Gel gegossen.

Zur Vorbereitung der Proteinproben wurden 20 pg Protein und ein nicht-reduzierender
Ladepuffer in einem Reagenzgefald gemischt und 4 min bei 95°C erhitzt. Anschlie3end
wurde die Probelésung in die jeweiligen Geltaschen aufgetragen.

Fur die Elektrophorese wurde zunachst eine Spannung von 100 V eingestellt. Diese
wurde, sobald die Proben die Grenze zwischen Sammel- und Trenngel erreicht hatten,
bis zum Ende der Gelelektrophorese auf 150 V erhéht.

nicht reduzierender 150 mM  Tris-HCI, pH 6
Ladepuffer

15%  (w/v) SDS
45% (viv) Glyzerin
0,01%  (w/v) Bromphenolblau

Elektrophorese-Puffer (10x) 1,6 M  Glycin
250 mM  Tris
40 mM SDS
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Trenngel (10%)
1,5
10%
40%
10%

Sammelgel (4%)
0,5
10%
40%
10%

M
(whv)
(wiv)
(Wiv)

(Wiv)
(wWiv)
(wWiv)

Tris-HCI, pH 8,8

SDS
Acrylamid/Bisacrylamid
Ammoniumpersulfat

Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

H.O

Tris-HCI, pH 6,5

SDS
Acrylamid/Bisacrylamid
Ammoniumpersulfat
TEMED

H,O

2,5
100
2,5

50
7,5

4,9

2,5
50
500
25

ml

ml
pl
pl

ml

ml
pl
pl
pl
pl
mi

3.2.6.4 Bestimmung der zellularen KAI1-WT-/KAI1-Splice-Expressionshéhe

Beim Blotting werden die durch die Gelelektrophorese aufgetrennten Proteine durch
Anlegen eines elektrischen Feldes senkrecht zum Elektrophoresegel auf eine Mem-
bran transferiert (Berg, 2003c).

Fur die vorliegende Arbeit wurden die durch Elektrophorese aufgetrennten Proteine
mittels Wetblotting auf eine Polyvinylidenfluorid-(PVDF)-Membran Ubertragen. Die
PVDF-Membran wurde hierfiir zuvor in Methanol und die Filterpapiere in Wetblotting-
Puffer gelegt. Die Membran und das SDS-PAGE wurden zwischen je ein Schwamm-
chen und zwei Filterpapiere geschichtet. Schlie3lich erfolgte der Proteintransfer vom
SDS-PAGE auf die PVDF-Membran bei einer Gerateeinstellung von 350 mA und 220 V

tber 1,5 h auf Eis.

Blotting-Puffer

25 mM  Tris
192 mM  Glycin
20% (v/v) Methanol
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Danach wurden die Membranen tber Nacht bei 4°C zur Minimierung unspezifischer
Bindungen der Antikérper in Blocking-Puffer (s.u.) geblockt. Die Membranen wurden
anschlielRend mehrfach mit einem TBST-Puffer gewaschen.

Als Erstantikorper wurde ein gegen KAI1 gerichteter monoklonaler Maus-AK (Ts82b)
bzw. polyklonaler Kaninchen-AK (H-173) oder monoklonaler Maus-AK (G2) verwendet,
welcher in einer Verdinnung von 1 pg/ml in TBST-Puffer (s.u.) zur Membran hinzuge-
geben und fir 1,5 h bei RT inkubiert wurde.

Nach dem Erstantikorper erfolgte ein Waschschritt mit TBST-Puffer.

Als Zweitantikbrper wurde ein Ziege-anti-Maus IgG bzw. ein Ziege-anti-Kaninchen IgG
in einer Konzentration von 0,2 pg/ml hinzugegeben, das mit einer Merettichperoxidase
konjugiert worden war. Dieser Antikorper wurde fir 45 min bei RT auf der Membran
belassen.

Die reaktiven Proteine wurden mit Hilfe eines ECL® Westernblot Detektionskits nach
Herstellerangaben auf einem Film sichtbar gemacht.

Unter Verwendung einer Stripping-Ldsung, in die die Membran eine Stunde gelegt
worden war, wurde die Antikérperbindung an das Antigen auf der Membran aufgeho-
ben, so dass die Membran fur eine zweite Detektion zur Verfigung stand. Nach L6-
sung der Antikdrper und nach einem Waschschritt mit TBST wurde die Membran er-
neut Uber Nacht geblockt.

Um den Proteingehalt der einzelnen Proben zu normalisieren und so mdgliche Abwei-
chungen in Bezug auf die Beladung des Gels und den Proteintransfer auf die Membran
zu korrigieren, wurde ein Housekeeping-Protein, Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
dehydrogenase (GAPDH), zusatzlich auf der Membran nachgewiesen. Bei sogenann-
ten Housekeeping-Proteinen handelt es sich um ubiquitér, d.h. in jeder menschlichen
Zelle vorkommende Proteine.

Der monoklonale gegen GAPDH gerichtete Maus-AK wurde in einer Verdinnung von
0,2 ug/ml in TBST-Puffer auf die Membran pipettiert und fur 1h bei RT inkubiert. An-
schlielend wurde die Membran erneut mit TBST gewaschen und dann ein sekundéarer
Ziege-anti-Maus-AK, welcher mit der Merettichperoxidase konjugiert worden war, fur
weitere 45 min bei RT hinzugegeben. Die reaktiven Proteine wurden erneut mithilfe
des ECL® Westernblot Detektionskits auf einem Roéntgenfilm sichtbar gemacht.

Zur Auswertung der Signalintensitat der fir KAI1 erhaltenen Proteinbande wurde eine
densitometrische Messung mithilfe der Scion Image Software durchgefiihrt. Hierbei
wurde die fur das KAI1-Protein ermittelte Intensitéat der Bande mit der Intensitat der
GAPDH-Bande verglichen. Der so ermittelte spezifische KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-
Gehalt der jeweiligen Proteinbande wurde als Quotient aus der Signalintensitat fur
KAI1-WT bzw. KAI1-Splice und der Signalintensitat fir GAPDH angegeben.
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TBST-Puffer (1x) 50 mM  Tris-HCI, pH 8,0
150 mM  NacCl
0,1% (v/v) Tween-20

Blocking-Puffer 2,5% (w/iv) Magermilchpulver
0,5% (w/iv) BSA
in 1x TBST- Puffer

Stripping-Puffer 160 mM  Glycin, pH 2,2
0,1% (w/v) SDS
1% (viv) Tween-20
in dH,0

3.2.6.5 Coomassie-Farbung von Proteingelen

Als Kontrolle des Proteintransfers vom Gel auf die Membran und der GleichmaRigkeit
der Proteinbeladung auf das Gel wurden die Gele nach dem Wetblot mittels
Coomassie-Farbung gefarbt. Bei der Coomassie-Farbung handelt es sich um eine un-
spezifische Farbung von Proteinen.

Fur die Coomasie-Farbung wurden die Gele zunachst fur 20-30 min mit einer Fixati-
onsldsung behandelt, nach einem Waschschritt mit destilliertem H,O in die Farbelo-
sung Uberfuhrt und in dieser fir 1 h belassen. Im Anschluss an einen weiteren Wasch-
schritt wurden die Gele in 10% (v/v) Essigsaure solange entfarbt, bis der Gelhinter-
grund farblos war. Daraufhin wurden die Gele fiir weitere 30 min in eine Trockenldsung
transferiert und abschlieRend in Folien getrocknet.

Fixationslésung 40% (v/v) Ethanol
10% (v/iv) Essigséaure
in dH,O
Farbeldsung 0,1% (w/v) Coomassie brilliant blue
10% (v/v) in 10% (v/v) Essigsaure
in dH,O

25% (viv) Ethanol
Trockenldsung
5% (v/v) Glycerin
in dH,O
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Entfarbelosung 10% (v/v) Essigsaure

3.2.7 Nachweis der Zell-Matrix-Adhéasionseigenschaften mittels eines In-
vitro-Zelladhasionsassays

Der chromogene Zelladhasionstest wurde von Landegren entwickelt und fir die in die-
ser Arbeit beschriebenen Versuche modifiziert (Landegren, 1984). Das in diesem Ad-
hasionstest zugrunde liegende Enzym war die endogene N-Acetyl-B-D-
Hexosaminidase, ein ubiquitdr vorkommendes, lysosomales Enzym, dessen derivati-
siertes Substrat p-Nitrophenol-N-Acetyl-B-D-Glucosamid fiir die spektrophotometrische
Bestimmung seiner Enzymaktivitat genutzt werden kann. Die Absorption des Reakti-
onsproduktes der Hexosaminidase ist proportional zu Zellzahl und Reaktionszeit
(Landegren, 1984).

Die fur den Test verwendeten Zellen wurden 3 Tage vor der Versuchsdurchfiihrung
gezahlt und auf eine Zellkulturflasche oder eine Vertiefung einer 6-well-Zellkulturplatte
ausgesat.

Fur den Adhasionstest wurden Zellkulturplatten mit 96 Vertiefungen mit Vitronektin (2
pg/mlin PBS) oder Kollagen Typ I (5 pg/ml in PBS) fir 1 h bei 4°C beschichtet.

Nach zwei Waschschritten in PBS wurden die Platten in PBS, 2% (w/v) BSA, fiir 30
min bei 4° C geblockt.

Ein Versuchsansatz beinhaltete das Adhasionsverhalten der Zellen auf unbeschichte-
tem Zellkulturmaterial, d. h. in Abwesenheit von Proteinen der EZM. Hierzu wurden die
Vertiefungen unbeschichtet in PBS, 2% (w/v) BSA zur Minderung unspezifischer Bin-
dungen der Zellen geblockt.

Die Zellen wurden bei einer Konfluenz des Zellmonolayers von 60-80% abgel6st, in
Adhasionsmedium resuspendiert, gezahlt und je 25.000 Zellen pro Vertiefung in Tripli-
katen ausgesat. Um Fehler beim Zahlen zu minimieren, wurden die Zellen mindestens
3x gezahlt. Die Zellkulturplatten wurden daraufhin fur 2 h in den Inkubator bei 37°C/ 5%
CO, (vlv) gestellt. In dieser Zeit erfolgte die Adhasion der Zellen an die mit EZM-
Proteinen beschichteten bzw. unbeschichteten Zellkulturplatten. Nach Ablauf der Ad-
hasionszeit wurden die Zellen unter dem Mikroskop beurteilt. Anschlie3end wurden die
Zellkulturplatten zweimal mit PBS gewaschen um nicht adh&rente Zellen von der Platte
zu spllen. In jede Vertiefung der Zellkulturplatte wurden schlieBlich 50 yl PBS vorge-
legt und weitere 50 pl des chromogenen Substrats p-Nitrophenol-N-Acetyl-B-D-
Glucosamid hinzupipettiert. Die Umsetzung des Substrats durch die N-Acetyl-B-D-
Glucosamid-Hexosaminidase erfolgte bei 37°C/ 5% (v/v) CO, und wurde nach 1,5 h mit
dem Stopppuffer (s.u.) beendet.
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AbschlieRend erfolgte die Auswertung mit dem Elisa-Reader bei einer Wellenlange von
405 nm. Dabei stellte die ermittelte optische Dichte ein Maf3 fur die Anzahl adharenter
Zellen dar.

Die Linearitat zwischen Absorptionséanderung und Zellzahl wurde mithilfe einer Stan-
dardkurve gezeigt. Hierzu wurde eine Verdinnungsreihe auf die Zellkulturplatte
pipettiert.

Adhasionsmedium 20 mM HEPES
GAM-Medium
0,5% (w/iv) BSA

Hexosaminidasereagenz 100 mM Natriumcitrat, pH 5,0
0,5% (v/iv) Triton-X 100
10 mM  p-Nitrophenol-N-Acetyl-3-

D-Glucosamid

Stopppuffer 0,2 M NaOH
5 mM EDTA

3.2.8 Untersuchung der Proliferationsaktivitat KAI1-WT- und KAI1-
Splice-transfizierter OV-MZ-6-Zellen mithilfe eines In-vitro-MTT-
Assays

Zur Bestimmung der Proliferationsaktivitat KAI1-WT- und KAI1-Splice-transfizierter OV-
MZ-6-Zellen kam ein MTT-Assay zur Anwendung. Bei dieser Methode macht man sich
die Reduktion des gelben Tetrazoliumsalzes 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-
Diphenyltetrazoliumbromid (MTT) zu violetten Formazankristallen zu Nutze. Diese
Reaktion wird durch die mitochondriale Dehydrogenase katalysiert, welche nur in vita-
len Zellen aktiv ist. Die Menge des gebildeten Formazans wird mit dem Photometer bei
einer Wellenlange von 550-600 nm gemessen und ist proportional zur Anzahl vitaler
Zellen im jeweiligen Versuchsansatz (Luttmann, 2009b).

Pro Versuchsansatz wurden je 5.000 Zellen in 100 yul DMEM, 10% (v/v) FCS in Tripli-
katen auf 96-well-Platten ausgeséat. Die Aussaat erfolgte dabei gleichzeitig auf 5 ver-
schiedene Platten, da der MTT-Assay wurde nach festgelegten Intervallen nach 24, 48,
72 und 96 h wiederholt wurde. Nach 1h wurde auf die erste Mikrotiterplatte jeweils 20
pl MTT-Reagenz in jede Vertiefung gegeben und die Platte 2 h bei 37°C/ 5% (v/v) CO,
inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 100 ul DMSO auf die Platten gege-
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ben. Hierdurch wurden kleine blaue Formazankristalle sichtbar. Die Auswertung erfolg-
te mit dem Elisa-Reader bei einer Wellenlange von 590 nm.

Zur Bestimmung des Leerwertes, d.h. des Wertes ohne Zellen, wurden 100 pl des Me-
diums sowie 20 pl MTT und 100 ul DMSO auf die Platte gegeben und ausgewertet.
Der Leerwert wurde vom jeweiligen Messergebnis der Zellklone abgezogen. Die so
ermittelten Messergebnisse fiur die einzelnen Zellklone wurden als Maf3 fur die Anzahl
vitaler Zellen in Abh&ngigkeit der Proliferationszeit aufgetragen und so die Prolifera-
tionsaktivitat der Zellen bestimmit.
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4  Ergebnisse

4.1 Charakterisierung stabil KAIL-WT- bzw. KAI1-Splice-
transfizierter OV-MZ-6-Ovarialkarzinomzellen

In vielen Tumorarten konnte ein Verlust der KAI1-Expression nachgewiesen werden
(Romanska und Berditchevski, 2011). Auch das Ovarialkarzinomzellmodell OV-MZ-6
verfugt nur Uber eine niedrige endogene KAI1l-Expression. Deshalb etablierten wir fir
die vorliegende Studie ein Ovarialkarzinomzellmodell, bei dem wir zur Wiedereinfuh-
rung der KAI1-WT- sowie KAI1-Splice-Expression in humane Ovarialkarzinomzellen
OV-MZ-6 eine stabile Transfektion durchfthrten. Hierzu wurden Expressionsvektoren
verwendet, welche durch die Klonierung von KAI-WT- oder KAI1-Splice-cDNA aus hu-
manem Ovarialkarzinomgewebe in den Expressionsvektor pcDNA3.1/Hygro in voran-
gegangenen Studien hergestellt worden waren (Ruseva et al., 2009; Hohenester 2010,
unverdffentlichte Daten). Fir unsere Untersuchungen wurden sowohl WT-OV-MZ-6-
Zellen als auch OV-MZ-6-Zellen transfiziert, die bereits in einem vorangegangenen
Projekt generiert worden waren und das Integrin avps; Uberexprimierten (Hapke et al.,
2001). Aus den so erzeugten Zelltransfektanten isolierten wir mithilfe einer Grenzwert-
verdiinnung einzelne stabil transfizierte Zellklone (siehe auch 3.2.3). Durch diese Sub-
klonierung Uber mehrere Klonierungsrunden konnten wir annéhernd klonale Zellen
isolieren, welche Uber eine erhohte KAIL-WT- oder KAI1-Splice-Expression im Ver-
gleich zur endogenen KAI1-WT-/KAI1-Splice-Expressionshdhe der Vektorkontrolle ver-
fugten.

4.1.1 Nachweis der KAI1L-WT- bzw. KAI1-Splice-Expressionshdhe in
stabil transfizierten OV-MZ-6-Zellen mittels Westernblot Analyse
und Durchflusszytofluorometrie

Zur Charakterisierung KAIL-WT- bzw. KAI1-Splice-transfizierter OV-MZ-6-Zellen auf
Proteinebene fanden sowohl die Westernblot-Analyse als auch die Durchflusszytofluo-
rometrie  Anwendung. Fir beide Proteinnachweismethoden wurden verschiedene
kommerziell erhaltliche KAI1-Antikdrper ausgetestet:

1. Ein polyklonales Kaninchen-IgG, welches gegen die Aminosauren 95-267 am
Carboxy-Terminus von KAI1L-WT gerichtet ist (Klon H-173, Santa Cruz Biotech-
nology Inc., Santa Cruz, CA, USA),

2. ein monoklonales Maus-IgG, das gegen die Aminosauren 95-267 am Carboxy-
Terminus des KAI1-WT gerichtet ist (Klon G-2, Santa Cruz Biotechnology Inc.),
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3. ein monoklonales Maus-IgG, welches gegen KAI1-WT gerichtet ist (Ts82b, Di-
aclone, Tepnel Research Products & Services, Besangon, Frankreich).

Unter Verwendung der Antikorper H-173 und G-2 erhielten wir in der Westernblot-
Analyse zahlreiche unspezifische Proteinbanden (Abb. 6). Mit dem gegen KAI1 ge-
richteten monoklonalen Antikérper (mAK) Ts82b lie3 sich eine Proteinbande fir
KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice nachweisen, welche sich aufgrund der starken Glyko-
sylierung des KAI1-Molekils von 72 kDa bis 34 kDa erstreckte. Es zeigte sich in
den entsprechend transfizierten OV-MZ-6-Zellen im Vergleich zu Vektor-
transfizierten OV-MZ-6-Zellen mit niedriger endogener KAI1-Expression eine deut-
lich hdhere KAIL-WT- bzw. KAI1-Splice-Expressionshdhe. Fir die nachfolgenden
Untersuchungen wurde aus diesem Grunde einheitlich der mAK Ts82b verwendet.

a)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

(kDa)

72 —
55 — — KAIM1-WT/

43 — KAI1-Splice

34 —

b)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
(kDa)
72 —

55 — — KAIM-WT/

KAI1-Splice

34 —

Abb. 6: Austestung verschiedener kommerziell erhéltlicher KAI1l-Antikérper zum Nachweis
von KAI1 in Zelltransfektanten mittels Westernblot.

Hier dargestellt sind Westernblot-Analysen, in der zwei unterschiedliche KAI1-Antikdrper hinsichtlich
ihrer Fahigkeit das KAI1-Splice-Protein zu detektieren ausgetestet wurden. Die stabilen Zelltransfek-
tanten wurden hierfur lysiert, die zellularen Proteine mittels Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine
PVDF-Membran Ubertragen und das KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-Protein mit dem mAK Ts82b (a)
sowie dem mAK G-2 (b), die beide gegen KAI1 gerichtet sind, detektiert. In die Geltaschen (1-12)
waren jeweils unterschiedliche KAIL-WT- bzw. KAI1-Splice-transfizierte OV-MZ-6-WT- und OV-MZ-6-
Zellklone, die das Integrin avps; Uberexprimierten, aufgetragen worden (1 = WT-KAI1L-WT, 2 = WT-
KAI1-Splice, 3 = WT-Vektor, 4 = WT-KAI1-WT, 5 = WT-KAI1-Splice, 6 = WT-Vektor, 7 = avBz-KAI1-
WT, 8 = avBs-KAI1-Splice, 9 = avBs-Vektor, 10 = avBs-KAIL-WT, 11 = avBz-KAI1-Splice, 12 = avfBs-
Vektor).
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Durch die Westernblot-Analyse konnte nach stabiler Transfektion eine Erhéhung der
KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-Expression in den transfizierten OV-MZ-6-Zellen bestétigt
und die jeweilige KAIL-WT- bzw. KAI1-Splice-Expressionshthe ermittelt werden. Als
Kontrolle dienten untransfizierte WT-OV-MZ-6-Zellen sowie WT-OV-MZ-6-Zellen, die
mit dem Expressionsvektor ohne cDNA-Insert fur KAIL-WT bzw. KAI1-Splice trans-
fiziert worden waren und nur Uber eine niedrige endogene KAI1l-Expression verflgten.
Fur die Charakterisierung der Transfektanten wurden verschiedene WT-OV-MZ-6-
Zellklone lysiert, welche Uber eine unterschiedliche KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-
Expression verfugten (KAIL-WT #1, KAIL-WT #2, KAI1-Splice #1, KAI1-Splice #2)
(Abb. 7). Die zellularen Proteine wurden durch Gelelektrophorese aufgetrennt und die
KAIL-WT- bzw. KAI1-Splice-Expression mithilfe des mAK Ts82b nachgewiesen. Die
reaktiven Proteine wurden wie unter 3.2.6 beschrieben schliel3lich unter Verwendung
des ECL® Kits auf einem Rontgenfilm sichtbar gemacht. Zur Quantifizierung der Ex-
pressionshohe fiihrten wir anhand einer reprasentativen Westerblot-Analyse eine den-
sitometrische Auswertung mithilfe einer speziellen Software (Scionlmage) durch. Um
Unregelmafiigkeiten bzgl. der Proteinbeladung der Gele und der Blottingeffizienz zu
normalisieren, wurde zusatzlich der Gehalt des Housekeeping-Enzyms Glycerinalde-
hyd-3-Phosphatdehydrogenase (GAPDH) bestimmt und ebenfalls densitometrisch
ausgewertet. Aus den so ermittelten Werten wurde ein Quotient aus der Bandensignal-
intensitat fur KAIL-WT bzw. KAI1-Splice und GAPDH gebildet. Der Quotient fur Vektor
transfizierte OV-MZ-6-Zellen wurde als Ausgangswert verwendet (d.h. = 1 gesetzt),
und die n-fache Expressionshohe fir KAIL-WT bzw. KAI1-Splice angegeben. Zur Ver-
einfachung wird einheitlich die Nomenklatur wie im Methodenteil unter 3.1.1 beschrie-
ben verwendet.

Die so ermittelten Ergebnisse zeigten, dass das KAI1l-Splice-Expressionsniveau von
WT-KAI1-Splice-Zellen um das 3-fache, die KAI1-WT-Expression von WT-KAI1-WT-
Zellen um das 2- bis 3-fache Uber der endogenen KAI1-WT-Expression der WT-Vektor-
Zellen lag. Bei zwei WT-KAI1-Splice-Zellklonen (KAI1-Splice #2, #3) konnte in einer
Messung sogar eine 9- bzw. 13-fach erhdhte KAI1-Splice-Expression lUber dem endo-
genen KAI1-WT-Expressionsniveau der WT-OV-MZ-6-Zellen nachgewiesen werden
(Abb. 7).

Nach dem gleichen Vorgehen wurde die KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-Expression der
das Integrin avBs-Uberexprimierenden OV-MZ-6-Zellen nach stabiler Transfektion mit
KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-cDNA mittels der Westernblot-Analyse bestimmt. Auch die
das Integrin avBs-Uberexprimierenden OV-MZ-6-Zellen verfiigen nur Uber eine geringe
endogene KAIl-Expression. Durch Wiedereinfiihrung der KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-
Expression in diese Zellen sollte der Effekt der KAI1-SpleiRvariante auf die Funktion
des Integrins avf3; untersucht werden.
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Abb. 7: Nachweis der KAIL-WT/KAI1-Splice-Expression in WT-KAI1-WT- bzw. WT-KAI1-Splice-
Zellen mithilfe der Westernblot-Analyse.

Die KAI1- bzw. KAI1-Splice-Proteinexpression wurde in Zelllysaten von WT-KAI1-WT- bzw. WT-
KAI1-Splice- sowie WT-Vektor-Zellen mittels Westernblot-Analyse ermittelt. (a) Stabile Transfektan-
ten wurden lysiert, die zellularen Proteine mittels Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine PVDF-
Membran tbertragen und das KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-Protein mit dem mAK Ts82b, der gegen
KAI1 gerichtet ist, nachgewiesen. (b) Um unterschiedliche Proteinbeladungen der Gele und Unter-
schiede der Blottingeffizienz auszugleichen, wurde zusatzlich der Gehalt des Housekeeping-Enzyms
GAPDH bestimmt. (c) Die Signalintensitéat der Proteinbanden wurde densitometrisch ausgewertet
und ein Quotient aus den Werten fur KAI1-WT bzw. KAI1-Splice und GAPDH gebildet. Als Aus-
gangswert wurde der so ermittelte Wert fur die WT-Vektor-Zellen, welche eine niedrige endogene
KAI1-WT-Expression aufwiesen, verwendet (=1) und so die n-fache KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-
Expressionshéhe angegeben. Hier dargestellt ist eine reprasentative Westernblot-Analyse mit Zell-
lysaten sowohl WT-Vektor- als auch verschiedener WT-KAI1-WT- bzw. WT-KAI1-Splice-Zellklone
(WT-Vektor, WT-KAIL-WT #1, WT-KAIL-WT #2, WT-KAI1-Splice #1, WT-KAI1-Splice #2, WT-KAI1-
Splice #3).

Die mittels Westernblot-Analyse ermittelte KAI1-WT-/KAI1-Splice-Expressionshéhe der
avBs-KAIL-WT- bzw. avB;-KAI1-Splice-Zellen wurde mit dem KAI1-Gehalt in Vektor-
transfizierten, Integrin avs-Uberexprimierenden OV-MZ-6-Zellen (avBz-Vektor-Zellen)
verglichen. Als Ausgangswert wurde nach densitometrischer Auswertung sowie Nor-
malisierung mit GAPDH der Wert flr die KAI1-Expression der avps-Vektor-Zellen gleich
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1 gesetzt, um die n-fache Expressionshéhe der avp;-KAI1-WT- bzw. avBs-KAI1-Splice-
Zellen angeben zu kénnen. Hier zeigte sich in einer reprasentativen Westernblot-
Analyse, dass die KAIl-Splice-Expression der avf;-KAI1l-Splice-Zellen um das 3-
fache, die KAIL-WT-Expression der avfs;-KAIL-WT-Zellen um das 1,5-fache Uber der
endogenen KAI1-WT-Expression der avBs-Vektor-Zellen lag (Abb. 8)

a) avBs- avBs-  avBy-  avps- avps-
Vektor KAI1- KAI1- KAI1- KAI1-
M WT WT Splice Splice
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— KAI1-WT/
KAI1-Splice
43 —
34 —
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Abb. 8: Nachweis der KAI1-WT-/KAI1-Splice-Expression in KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-
transfizierten, Integrin avfs-Uberexprimierenden OV-MZ-6-Zellen mithilfe der Westernblot-Analyse.

Mittels Westernblot-Analyse wurde die KAIL-WT- bzw. KAI1-Splice-Expressionshéhe der avBs-KAI1-
Splice-, avBs-KAIL-WT- und avfBsz-Vektor-Zellen ermittelt. (a) Stabile Transfektanten wurden lysiert, die
zellularen Proteine mittels Gelelektrophorese aufgetrennt, auf eine PVDF-Membran Ubertragen und das
KAIL-WT- bzw. KAI1-Splice-Protein mit mAK Ts82b nachgewiesen. (b) Um unterschiedliche Proteinbela-
dungen der Gele und Unterschiede der Blottingeffizienz auszugleichen, wurde zusétzlich der Gehalt des
Housekeeping-Enzyms GAPDH bestimmt. (c) Hier dargestellt ist eine densitrometrische Analyse einer
reprasentativen Westernblot-Analyse mit Lysaten von Vektor sowie KAIL-WT- bzw. KAI1-Splice-
transfizierten, Integrin avBs-Uberexprimierenden OV-MZ-6-Zellklonen (avBs-KAI1-Splice #1, avfBs-KAIl-
Splice #2, avBs-KAIL-WT #1, avBs-KAIL-WT #2 und avBs-Vektor). Die Signalintensitat der Proteinbanden
wurde densitometrisch ausgewertet und ein Quotient aus den Werten fir KAI1-WT/KAI1-Splice und
GAPDH erstellt. Als Ausgangswert wurde der so ermittelte Wert fiir die avps-Vektor-Zellen, welche eine
niedrige endogene KAI1-WT-Expression aufweisen, verwendet (= 1 gesetzt) und so die n-fache KAI1-WT-
/KAI1-Splice-Expression angegeben.
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4.1.2 Nachweis der KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-Expression in stabil
transfizierten OV-MZ-6-Zellen mittels Durchflusszytofluorometrie

Parallel zur Westernblot-Analyse wurde die KAI1-WT/KAI1-Splice-Expression in stabi-
len Zelltransfektanten mittels Durchflusszytofluorometrie bestimmt. Die Vektor-
transfizierten WT-OV-MZ-6-Zellen mit niedriger endogener KAIL-WT-Expression dien-
ten auch fur die Durchflusszytofluorometrie als Kontrolle. Zur Detektion der KAI1-
Oberflachenproteine wurden der gegen KAI1 gerichtete mAK Ts82b sowie ein sekun-
dares Alexa-488-konjugiertes Ziege-anti-Maus-IgG hinzugegeben. Die Durchflusszy-
tofluorometrie wurde, wie im Material- und Methodenteil unter 3.2.5 beschrieben,
durchgefuhrt. Die Autofluoreszenz der Zellprobe wurde in Abwesenheit jeglicher Anti-
korper gemessen. Fir die Auswertung wurde der jeweilige Mittelwert der Fluores-
zenzintesitdt (FACS Mean) als Mall fur die  KAIL-WT-/KAI1-Splice-
Oberflachenexpression verwendet. Fiur die WT-KAI1-Splice-Zellen konnte in einer re-
prasentativen Durchflusszytofluorometrie eine 2-fache KAI1-Splice-Expression, fur WT-
KAI1-WT-Zellen eine 1,3-fache KAIl-Expression im Vergleich zur endogenen KAI1l-
WT-/KAI1-Splice-Expression der WT-Vektor-Zellen nachgewiesen werden (Abb. 9).

Die FACS-Analysen der Integrin avps-Uberexprimierenden OV-MZ-6-Zellen wurden
nach dem gleichen Vorgehen durchgefihrt. In einer reprasentativen Durchflusszytoflu-
orometrie lie? sich fur die avBs-KAIL-WT-Zellen im Vergleich zur endogenen KAI1-WT-
Expression der Vektorkontrolle eine 2,4-fach erhdhte KAI1-WT-Expression, fur die
avBs-KAI1-Splice-Zellen eine 4,5- bzw. 3,3-fach erhdhte KAI1-Splice-Expression nach-
weisen (Abb. 9).

4.1.3 Charakterisierung der KAI1-WT/KAI1-Splice-Expression in
transfizierten OV-MZ-6-Zellen durch Immunzytochemie und
Auswertung am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop

Zuséatzlich zur Westernblot- und FACS-Analyse wurde die KAI1-WT-/KAIL1-Splice-
Expression in stabilen Zelltransfektanten durch immunzytochemische Farbung (ICC)
und Auswertung am konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (CLSM) bestimmt.

Fur die ICC wurden sowohl KAI1-WT- als auch KAI1-Splice-transfizierte WT-OV-MZ-6-
Zellen auf FN-beschichtete microchamber slides ausgesat. Vektor-transfizierte WT-OV-
MZ-6-Zellen mit niedriger endogener KAI1-Expression dienten zum Vergleich. Die Zel-
len wurden in PBS gewaschen und in 4% (w/v) PFA fixiert. Das KAI1-WT- bzw. KAI1-
Splice-Antigen wurde immunzytochemisch mit dem gegen KAI1 gerichteten mAK
Ts82b nachgewiesen. AnschlieRend wurde ein sekundéres Alexa-488-konjugiertes 1gG
hinzugegeben. Die Intensitat des Fluoreszenzsignals wurde mithilfe der CLSM bei ei-
ner Anregungswellenl&nge (excitation) von 488 nm ausgewertet.
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Abb. 9: Nachweis der KAI1-WT-/KAI1-Splice-Oberflachenexpression vitaler Zelltransfektanten
mithilfe der Durchflusszytofluorometrie.

Dargestellt ist das Ergebnis einer reprasentativen Durchflusszytofluorometrie. Untersucht wurden
verschiedene vitale WT-KAIL-WT, WT-KAI1-Splice- und WT-Vektor-Zellklone (a) sowie avps-KAI1-
WT-, avBs-KAI1-Splice- und avfs-Vektor-Zellklone (b). Die jeweils korrespondierenden Vektor-
transfizierten Zellen mit niedriger endogener KAI1-WT-/KAI1-Splice-Expression dienten als Vergleich.
Zur Detektion der KAI1-Oberflachenproteine wurden der gegen KAI1 gerichtete mAK Ts82b sowie ein
sekundares Alexa-488-konjugiertes IgG verwendet. Die durch die FACS-Analyse ermittelten Mittel-
werte fur die Fluoreszenzintensitdt (FACS Mean) stellen ein Mal} fir die KAI1-WT-/KAI1-Splice-
Oberflachenexpression der Zellen dar.

Auch mit diesem methodischen Ansatz konnte eine erfolgreiche Wiedereinfiihrung der
KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-Expression nach stabiler Transfektion von WT-OV-MZ-6-
Zellen nachgewiesen werden. Zudem wiesen die stabil transfizierten WT-OV-MZ-6-
Zellklone (KAIL-WT#1, #2, KAI1-Splice #1, #2) jeweils eine unterschiedliche KAI1-WT-
bzw. KAI1-Splice-Expressionshdhe auf (Abb. 10).

So liel3 sich fur den WT-KAIL1-Splice-Zellklon 1 gegeniiber dem WT-KAI1-Splice-
Zellklon 2 eine deutlich hdhere Fluoreszenzintensitdit und damit KAI1-Splice-

Expression nachweisen.
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WT-Vektor WT-KAI1-WT #1 WT-KAIL-WT #2 WT-KAI1-Splice #1 WT-KAI1-Splice #2

Abb. 10: Detektion der KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-Expression in stabil transfizierten WT-OV-MZ-6-
Zellen mittels ICC sowie Auswertung am CLSM.

KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-transfizierte WT-OV-MZ-6-Zellklone wurden auf mircochamber slides ausge-
sat und fir 48 h kultiviert. Nach Fixation der Zellen in 4% (w/v) PFA wurden die Zellen in PBS, 2% (w/v)
BSA geblockt. Die KAI1-WT/-KAI1-Splice-Expression wurde mit dem gegen KAIL gerichteten mAK Ts82b
nachgewiesen. Die Fluoreszenzintensitat wurde bei einer Anregungswellenldnge von 488 nm ausgewertet.
Dargestellt sind représentative Fluoreszenzaufnahmen stabil transfizierter Zellklone sowie die korrespon-
dierenden Differential-Interferenz-Kontrast-Bilder. Ersichtlich ist eine deutlich erhéhte Fluoreszenzintensi-
tat und somit KAI1-WT-/KAI1-Splice-Expression nach stabiler Transfektion mit KAI1-WT- bzw. KAI1-
Splice-cDNA. Zudem wiesen die individuellen, stabil transfizierten WT-OV-MZ-6-Zellklone (WT-KAI1L-WT
#1, #2, WT-KAI1-Splice #1, #2) eine unterschiedlich hohe KAI1-WT-/KAI1-Splice-Expression auf.

Analog zu den WT-KAI1-WT- und WT-KAI1-Splice-Zellen wurde die KAI1-WT-/KAI1-
Splice-Expression in den stabil transfizierten, Integrin avBs-tberexprimierenden OV-
MZz-6-Zellklonen mittels ICC und Auswertung am CLSM nachgewiesen. avfs-Vektor-
Zellen mit niedriger endogener KAI1-WT-/KAI1-Splice-Expression dienten zum Ver-
gleich. Nach stabiler Transfektion liel3 sich auch in diesen Untersuchungen eine erhth-
te KAIL-WT- bzw. KAI1-Splice-Expression in avB3;-KAI1-WT- sowie avf3;-KAI1-Splice-
Zellen nachweisen. AuRerdem lie3en sich auch hier zwischen den individuellen stabil-
transfizierten Zellklonen (avBs-KAI1-Splice #1, avBs-KAI1-Splice #2) Unterschiede hin-
sichtlich der KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-Expressionshthe beobachten (Abb.11). So
wies der avB;-KAI1-Splice-Zellklon 1 gegenuber dem av;-KAI1-Splice-Zellklon 2 eine
starkere Fluoreszenzintensitat und damit KAI1-Splice-Expressionshthe auf. Fir beide
avB3-KAI1-Splice-Zellklone liel3 sich eine starkere Fluoreszenzintensitat im Vergleich
zu den avB3-KAI1-WT-Zellen nachweisen.
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avp;-Vektor avB;-KAIL-WT avB;-KAIL-Splice #1 avB;-KAIL1-Splice #2

yr £

Abb. 11: Detektion der KAIL-WT/KAI1-Splice-Expression in stabil transfizierte, Integrin avs-
Uberexprimierenden OV-MZ-6-Zellen mittels ICC sowie Auswertung am CLSM.

Integrin-avBs-KAIL-WT- und -avfs-KAI1-Splice-Zellklone wurden auf mircochamber slides ausgeséat und
fur 48 h kultiviert. Nach Fixation der Zellen in 4% (w/v) PFA wurden die Zellen in PBS, 2% (w/v) BSA ge-
blockt. Die KAI1-WT-/KAI1-Splice-Expression wurde mit dem gegen KAIL1 gerichteten mAK Ts82b nach-
gewiesen. Die Fluoreszenzintensitat wurde bei einer Anregungswellenlange von 488 nm ausgewertet.
Dargestellt sind reprasentative Fluoreszenzaufnahmen stabil transfizierter Zellklone sowie die korrespon-
dierenden Differential-Interferenz-Kontrast-Bilder. Ersichtlich ist eine deutlich starkere Fluoreszenzintensi-
tat und somit KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-Expression nach stabiler Transfektion von Integrin avfs-
Uberexprimierenden OV-MZ-6-Zellen. Zudem wiesen die individuellen stabil transfizierten, Integrin avBs-
Uberexprimierenden OV-MZ-6-Zellklone (avBs-KAIL-WT #1, avBs-KAI1-Splice #1, #2) eine unterschiedlich
starke KAI1-WT-/KAI1-Splice-Expression auf. So zeigte sich fir av3-KAI1-Splice-Zellen #1 gegeniiber
den avBp3-KAI1-Splice-Zellen #2 eine starkere Fluoreszenzintensitdt und damit KAI1-Splice-
Expressionshdhe. Beide avf3-KAI1-Splice-Zellklone wiesen eine hdhere Fluoreszenzintensitat im Ver-
gleich zu den avBs-KAI1-WT-Zellen auf.

4.2 Ermittlung der Adhasionskapazitat KAIL-WT- bzw. KAI1-
Splice-transfizierter OV-MZ-6-Zellen mittels eines In-vitro-
Zelladhéasionstests

In vorangegangenen Studien unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass das
Integrin avBz im humanen Ovarialkarzinom fast ausschlie3lich seinen EZM-Liganden
VN bindet und dass eine erhdhte Integrin avBs-Expression zu einer verstarkten Adha-
sion an VN fuhrt (Hapke et al., 2003). Als Effekt der Wiedereinfuhrung der KAI1-WT-
Expression in humane Ovarialkarzinomzellen konnte zusétzlich eine dosisabhéngig
verstarkte Integrin avBs-vermittelte Adhéasion an VN beobachtet werden (Ruseva et al.,
2009). In der vorliegenden Arbeit wurden daher funktionelle Unterschiede zwischen
KAIL-WT und KAI1-Splice hinsichtlich der Integrin avBs/VN-vermittelten Adh&sion un-
tersucht.
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4.2.1 Adhasionskapazitat von KAI1-WT- und KAI1-Splice-transfizierten
WT-OV-MZ-6-Zellen

Fur die Untersuchung der Adhasionskapazitat KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-transfizierter
WT-OV-MZ-6-Zellen wurden die Zellen sowohl auf VN-beschichteten als auch auf un-
beschichteten 96-well-Zellkulturplatten innerhalb von 2 h zur Adhérenz gebracht. An-
schlieRend wurde den Zellen ein chromogenes Substrat fur das lysosomale Enzym N-
Acetyl-B-D-Hexosaminidase hinzugegeben und die Umsetzung des Substrats nach 1,5
h mit einem Stopppuffer beendet (siehe 3.2.7). Der damit einhergehende Farbum-
schlag des Substrates wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 405 nm gemes-
sen und verhéalt sich proportional zur Anzahl adhéarenter Zellen. Diese Linearitat zwi-
schen Absorptionséanderung und Zellzahl wurde anhand einer Standardkurve, welche
mithilfe einer Verdiinnungsreihe aus OV-MZ-6-Zellen erstellt wurde, gezeigt. Fiur die
unten aufgeflhrte statistische Auswertung (Abb. 12) wurden die Werte aus 5 Versu-
chen mit gleichem Versuchsansatz verwendet. Nach Normalisierung der einzelnen
Versuche, indem der Wert der optischen Dichte (OD) der adharenten WT-KAIL-WT-
Zellen auf 100% gesetzt wurde, zeigten WT-KAI1-Splice-Zellen eine 1,2-fach starkere
Adhéasion an VN als WT-KAI1-WT-Zellen.
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Abb. 12: Adhé&sionskapazitat KAI1-WT- und KAI1-Splice-transfizierter WT-OV-MZ-6-Zellen an VN.

25.000 WT-KAI1-WT- bzw. WT-KAI1-Splice-Zellen adhérierten fur 2 h an VN-beschichtete und unbe-
schichtete Zellkulturplatten. Die experimentellen Anséatze erfolgten in Triplikaten. Im Anschluss wurde den
Zellen ein chromogenes Substrat fur das lysosomale Enzym N-Acetyl-3-D-Hexosaminidase hinzugeben.
Nach einer Inkubationszeit von 1,5 h wurde die Umsetzung des Substrats mit einem Stopp-puffer been-
det. Der damit einhergehende Farbumschlag wurde photometrisch bei einer Wellenlange von 405 nm
ermittelt und verhielt sich proportional zur Anzahl adhérenter Zellen. Der Wert fiir die optische Dichte
(OD) der WT-KAI1-WT-Zellen wurde gleich 100% gesetzt und so der Prozentwert fur die WT-KAI1-Splice-
Zellen errechnet. Bei den dargestellten Ergebnissen handelt es sich um die Messwerte aus 5 Experimen-
ten (n=15). Dargestellt ist zudem die Standardabweichung. Die p-Werte wurden mithilfe des Mann-
Whitney-U-Tests ermittelt. Eine statistische Signifikanz wird ab einem p-Wert < 0,05 (5%-
Signifikanzniveau) angenommen.
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Um die erhaltenen Messwerte der Adhasionstests an einer unterschiedlichen KAI1-
WT-/KAI1-Splice-Expressionshthe in den transfizierten Zellklonen zu normalisieren,
ermittelten wir in zeitlich parallel durchgefiihrten FACS-Analysen jeweils die KAI1-WT-
bzw. KAI1-Splice-Expressionshéhe. Zur Normalisierung der einzelnen Adhasionsver-
suche (= 5) wurde zunéachst erneut der Wert fur die OD der WT-KAI1-WT-Zellen gleich
100% gesetzt und so der Prozentwert fur die WT-KAI1-Splice-Zellen errechnet. Die
Prozentwerte der WT-KAIL-WT- bzw. WT-KAI1-Splice-Zellen wurden anschlielend
durch die jeweilige n-fache Expressionshéhe (s. 4.1.2) dividiert. Nach diesem Verfah-
ren konnte fur WT-KAIL-WT-Zellen eine 1,2-fach stéarkere Adhasion an VN im Ver-
gleich zu WT-KAI1-Splice-Zellen ermittelt werden (Abb. 13). Die Ergebnisse erreichten
jedoch nicht das statistische Signifikanzniveau (p = 0,0539, 5%-Signifikanzniveau).
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Abb. 13: Adhésionskapazitat KAI1-WT- und KAI-Splice-transfizierter WT-OV-MZ-6-Zellen unter
Beriicksichtigung der KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-Oberflachenexpressionshdhe in den eingesetz-
ten transfizierten Zellklonen.

Dargestellt ist die ermittelte OD in Prozentwerten als MalR firr die Anzahl adharenter WT-KAI1-WT- sowie
WT-KAI1-Splice-Zellen an VN nach Durchfiihrung einer Normalisierung mit den Mittelwerten der Fluores-
zenzintensitdt (FACS Mean) als MaR fiur die zellulare KAIL-WT-/KAIL1-Splice-Oberflachen-
expressionshohe. Die OD der adhérenten WT-KAI1-WT- Zellen wurde initial gleich 100% gesetzt und so
der korrigierte Wert der adharenten WT-KAI1-Splice-Zellen aus den Messwerten von 5 Experimenten
errechnet. Die Prozentwerte der WT-KAI1-WT- bzw. WT-KAI1-Splice-Zellen wurden anschlieRend durch
die jeweilige n-fache Expressionshohe, welche in parallel durchgefuhrten FACS-Analysen ermittelt wurde
(s. 4.1.2), dividiert.

Des Weiteren wurden die Unterschiede hinsichtlich der Adhasionskapazitat von WT-
KAI1-WT- sowie WT-KAI1-Splice-Zellen in Abhangigkeit von der Anwesenheit von VN
als Adhasionsmatrix untersucht. Die absolute Zellzahl als Mal3 adhé&renter Zellen an
VN bzw. an unbeschichtetem Zellkulturmaterial wurde mithilfe der Standardkurve er-
mittelt. Im Vergleich zu Adhasionsversuchen in Abwesenheit von VN, zeigte sich auf
VN-beschichteten Zellkulturoberflachen eine bis zu 3-fach starkere Adhasion von so-
wohl WT-KAI1-WT- als auch WT-KAI1-Splice-Zellen (Abb. 14).
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Abb. 14: Effekt von VN auf die Adhé&sionskapazitat von KAI1-WT- und KAI1-Splice-transfizierten
WT-OV-MZ-6-Zellen.

Dargestellt ist die Anzahl adharenter WT-KAI1-WT- als auch WT-KAI1-Splice-Zellen in An- und Abwe-
senheit des EZM-Liganden VN. Die absolute Zellzahl wurde mithilfe der Standardkurve ermittelt. Darge-
stellt sind die Messwerte aus 5 verschiedenen Experimenten mit jeweils Triplikaten und die jeweilige
Standardabweichung. WT-KAI1-WT- als auch WT-KAI1-Splice-Zellen zeigten eine bis zu 3-fach starkere
Adhésion auf VN im Vergleich zur Zelladhasion in Abwesenheit von VN. Die p-Werte wurden mithilfe des
Mann-Whitney-U-Tests ermittelt. Eine statistische Signifikanz wird ab einem p-Wert < 0,05 (5%-
Signifikanzniveau) angenommen.

4.2.2 Ermittlung der Adhasionskapazitat von KAI1-WT- und KAI1-Splice-
transfizierten, Integrin avBs-Uberexprimierenden OV-MZ-6-Zellen

In einer vorangegangen Studie unserer Arbeitsgruppe wurde fur KAIL-WT eine dosis-
abhéngige Steigerung der Integrin avBs/VN-vermittelten Zelladh&sion nachgewiesen
(Ruseva et al., 2009). Ein Schwerpunkt der Arbeit war es zu untersuchen, ob eine
Wiedereinfihrung der KAI1-Splice-Expression in humane Ovarialkarzinomzellen einen
Einfluss auf die Integrin avBs/VN-vermittelte Zelladhasion hat. Fir die folgenden Adhéa-
sionsstudien wurden avBs-KAI1-WT- sowie avBs-KAI1-Splice-Zellklone verwendet.

Fur die Versuche wurden die Zellen analog zum Versuchsansatz der WT-OV-MZ-6-
Zellen sowohl auf VN- als auch auf unbeschichteten 96-well-Zellkulturplatten zur Adha-
renz gebracht und fir die unten aufgefiihrte statistische Auswertung (Abb. 15) Mess-
werte aus 7 Versuchen mit Triplikaten mit gleichem Versuchsansatz verwendet. Nach
Normalisierung der einzelnen Versuche, indem der Wert fir die OD der adharenten
avBs-KAIL-WT-Zellen auf 100% gesetzt und so der jeweilige Prozentwert fur die adhéa-
renten avBs-KAIL1-Splice-Zellen ermittelt wurde, zeigte sich nach Wiedereinflihrung
einer KAI1-Splice-Expression in OV-MZ-6-Zellen, die das Integrin avfs-
Uiberexprimierten, eine dosisabhéngige Verminderung der Zelladh&asion an VN:
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Der avB;-KAI1-Splice-Zellklon 1 (avB;-KAI1-Splice #1) zeigte eine 17%, der avp;-KAI1-
Splice-Zellklon 2 (avBs;.KAI1-Splice #2) eine 13% niedrigere Adhasion an VN im Ver-
gleich zu avB;-KAI1-WT-Zellen.
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Abb. 15: Adhé&sionskapazitdt von KAI1-WT- und KAIL1-Splice-transfizierten, Integrin avfs-
Uberexprimierenden OV-MZ-6-Zellen.

25.000 avBs-KAI1-WT- und avfBs-KAI1-Splice-Zellen adhéarierten fir 2 h an VN- und unbeschichtete Zell-
kulturplatten. Im Anschluss wurde den Zellen ein chromogenes Substrat fur das lysosomale Enzym N-
Acetyl-B-D-Hexosaminidase hinzugeben. Nach einer Inkubationszeit von 1,5 h wurde die Umsetzung des
Substrats mit einem Stopppuffer beendet und der damit einhergehende Farbumschlag photometrisch bei
einer Wellenlange von 405 nm als MaR fiir die Anzahl adharenten Zellen ermittelt. Der Wert fiir die OD
der adharenten avBs-KAI1-WT-Zellen wurde gleich 100% gesetzt und so die Prozentwerte fur die avf3s-
KAI1-Splice-Zellen errechnet. Bei den abgebildeten Ergebnissen handelt es sich um die Messwerte aus 7
Experimenten mit jeweils Triplikaten und die jeweiligen Standardabweichungen. Die p-Werte wurden
mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests ermittelt. Eine statistische Signifikanz wird ab einem p-Wert < 0,05
(5%-Signifikanzniveau) angenommen.

Um die erhaltenen Messwerte der Adhasionstests an einer unterschiedlichen KAI1-
WT- bzw. KAI1-Splice-Expressionshohe in den transfizierten Zellklonen zu normalisie-
ren, ermittelten wir auch fur die avBs-Zelltransfektanten in parallel durchgeflihrten
FACS-Analysen jeweils die KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-Expressionshdhe der individu-
ellen avBs-KAIL-WT- und avBs-KAI1-Splice-Zellklone. Zur Normalisierung der einzelnen
Adhéasionsversuche wurde zunachst der Wert fir die OD der avBs-KAI1-WT-Zellen
gleich 100% gesetzt und so der Prozentwert fur die avps-KAI1-Splice-Zellklone errech-
net. Die Prozentwerte der avBs-KAIL-WT Zellen bzw. avps-KAI1-Splice-Zellklone wur-
den anschlieRend durch die jeweilige n-fache Expressionshéhe (s. 4.1.2) dividiert. Die
so errechnete, korrigierte OD der adhérenten avB;-KAI1-WT-Zellen wurde wiederum
auf 100% gesetzt und so die korrigierte OD der adharenten avp;-KAI1-Splice-Zellen in
Prozent ermittelt. Nach diesem Verfahren zeigte der avB;-KAI1-Splice-Zellklon #1 eine
um mehr als 60%, der avfs-KAI1-Splice-Zellklon #2 eine um 40% verminderte Adhasi-
on an VN im Vergleich avBs-KAI1-WT-Zellen (Abb. 16). Demzufolge fuhrte die Wieder-
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einfuhrung der KAI1-Splice-Expression in OV-MZ-6-Zellen, die das Integrin av@; Uber-
exprimierten, zu einer dosisabhangigen Verminderung der Integrin avfs/VN-
vermittelten Zelladhéasion.

100%)

p =0,0001
S |
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Abb. 16: Adhésionskapazitat von KAI1-WT- und KAI-Splice-transfizierten, das Integrin avB3-
Uberexprimierenden OV-MZ-6-Zellen an VN unter Berucksichtigung der KAIL-WT- bzw. KAI1-
Splice-Oberflachenexpression.

Dargestellt ist die ermittelte OD in Prozent als Maf? fur die Anzahl adhéarenter avs-KAI1-WT- und avfs-
KAI1-Splice-Zellen nach Durchfiihrung einer Normalisierung mit den Mittelwerten der Fluoreszenzintensi-
tat (FACS Mean) als MaR fur die KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-Oberflachenexpressionshéhe. Die OD der
avB3-KAIL-WT-Zellen wurde 100% gesetzt und so der Prozentwert der avBs-KAI1l-Splice-Zellen (avfs-
KAI1-Splice #1, #2) aus den Messwerten aus 7 Experimenten mit jeweils Triplikaten errechnet. Die Pro-
zentwerte der avBs-KAIL-WT- bzw. avBs-KAI1-Splice-Zellen wurden anschlieRend durch die jeweilige n-
fache Expressionshohe, welche in parallel durchgefiihrten FACS-Analysen ermittelt wurde (s. 4.1.2),
dividiert.

Analog zu den WT-OV-MZ-6-Zellen wurde die Adhasionskapazitat der avBs-KAIL-WT-
und avBs-KAIL1-Splice-Zellen in An- und Abwesenheit von VN als Matrixprotein unter-
sucht. Hier zeigte sich fir avBs-KAI1-WT- und avBs-KAI1-Splice-Zellen an VN eine bis
zu 3-fach starkere Adhasion im Vergleich zur Adhasion auf unbeschichtetem Zellkul-
turmaterial (Abb. 17). Hier wurde das statistische Signifikanzniveau erreicht (p =
0,023).

Die Wiedereinfihrung der KAI1-Splice-Expression in Integrin avfz-uberexprimierende
OV-MZ-6-Zellen fuhrte damit zu einer dosisabhangigen Verminderung der Zelladh&sion
auf VN. Dagegen blieb die Adhéasionskapazitat auf unbeschichtetem Zellkulturmaterial,
d.h. in Abwesenheit jeglicher Wachstumssubstrate und Bestandteile der EZM, durch
die Wiedereinfihrung der KAI1-Splice-Expression unbeeinflusst.
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Abb. 17: Effekt von VN auf die Adhasionskapazitat von KAI1-WT- und KAI1-Splice-transfizierten,
Integrin avBs-tiberexprimierenden OV-MZ-6-Zellen.

Dargestellt ist die Anzahl adharenter av33-KAI1-WT- als auch avfz-KAI1-Splice-Zellen in An- und Abwe-
senheit des EZM-Liganden VN. Die absolute Zellzahl wurde mithilfe der Standardkurve ermittelt. Darge-
stellt sind die Messwerte aus 5 verschiedenen Experimenten mit jeweils Triplikaten und die jeweilige
Standardabweichung. Sowohl avBs-KAI1-WT- als auch avBs-KAl1l-Splice-Zellen zeigten eine bis zu 3-fach
starkere Adhéasion an VN im Vergleich zur Zelladhasion in Abwesenheit von VN. Die p-Werte wurden
mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests ermittelt. Eine statistische Signifikanz wird ab einem p-Wert < 0,05
(5%-Signifikanzniveau) angenommen.

4.3 Untersuchung der Proliferationsaktivitat KAI1-WT- bzw.
KAI1-Splice-transfizierter OV-MZ-6-Zellen

Als Effekt der Wiedereinfihrung einer KAI1-WT-Expression konnte in einer vorange-
gangen Arbeit gezeigt werden, dass KAI1-WT-exprimierende OV-MZ-6-Zellen im Ge-
gensatz zu OV-MZ-6-Wildtypzellen eine verringerte Proliferationsrate aufwiesen (Rus-
eva et. al., 2009). In der vorliegenden Arbeit wurde daher der Effekt der KAI1-Splice-
Expression auf die Zellproliferation humaner Ovarialkarzinomzellen untersucht. Fir
diese Untersuchung kam wie auch in der Arbeit von Ruseva und Mitarbeitern (2009)
ein MTT-basierter In-vitro-Proliferationstest zur Anwendung.

Hierfur wurden jeweils 5.000 Zellen von zwei WT-KAI1-Splice- als auch zwei WT-KAI1-
WT-Zellklonen sowie WT-Vektor-Zellen in DMEM, 10% (v/v) FCS auf Zellkulturmikro-
titerplatten ausgesat. Der MTT-Assay wurde jeweils nach festgelegten Zeitintervallen
nach 1, 24, 48, 72 und 96 h durchgefiihrt und mit dem Photometer bei einer Wellenlan-
ge von 590 nm ausgewertet. Hierbei war die Menge des gebildeten Formazans propor-
tional zur Anzahl vitaler Zellen zum jeweiligen Messzeitpunkt (s. 3.2.8).

Zur statistischen Auswertung wurden Werte fir die OD aus 5 Versuchen mit Triplikaten
mit jeweils gleichem Versuchsansatz als Mal} fur die Anzahl vitaler Zellen eines jeden
Zellklons in Abhangigkeit der Proliferationszeit aufgetragen und so die Proliferationsak-
tivitat der Zellen bestimmt (Abb. 18).
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Hierbei zeigten WT-KAI1-Splice-Zellklone eine erhohte Proliferationsaktivitat gegen-
Uber WT-KAI1-WT-Zellklonen und WT-Vektorzellen. Die Ergebnisse erreichten jedoch
nicht das statistische Signifikanzniveau.

-~ WT Vektor
0.55- = WT-KAI1-WT#2
0.504 -+ WT-KAI1-Splice#2
' - WT-KAI1-WT#1
0.45- == WT-KAI1-Splice#1
0.40

Optische Dichte (590 nm)

72 96

48
Proliferationszeit in h

Abb. 18: Untersuchung der Proliferationsaktivitat KAI1-WT- und KAI1-Splice-transfizierter OV-MZ-6-
WT-Zellen mithilfe eines In-vitro-Proliferationsassays.

Um den Effekt der Wiedereinfihrung einer KAI1-Splice-Expression in humanen Ovarialkarzinomzellen zu
untersuchen wurden 5.000 Zellen in DMEM, 10% (v/v) FCS auf Zellkulturmikrotiterplatten ausgesat. Nach
festgelegten Zeitintervallen nach 1, 24, 48, 72 und 96 h wurde ein MTT-basierter In-vitro-Proliferationstest
durchgefiihrt. Die gemessene OD war proportional zur Zellzahl der jeweils untersuchten vitalen Zellen.
Dargestellt sind die Ergebnisse aus 5 verschiedenen Versuchsansatzen mit jeweils Triplikaten. Die statis-
tische Auswertung erfolgte anhand der Messwerte fur den jeweiligen Zellklon nach 96 h mithilfe eines
unpaired t-tests, welcher die Werte fir die WT-Vektor-Zellen jeweils mit den Werten von zwei unterschied-
lichen WT-KAI1-WT- und WT-KAI1-Splice-Zellklonen verglich. Eine statistische Signifikanz wurde ab ei-
nem p-Wert < 0,05 (5%-Signifikanzniveau) angenommen. Die hier dargestellten Ergebnissen erreichten
jedoch nicht das Signifikanzniveau (n.s. = nicht signifikant).
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5 Diskussion

Der Metastasierung kommt eine wesentliche Bedeutung fur die Mortalitat vieler
Karzinome zu. Sie besteht aus multiplen Prozessen: Von der Ablésung der Tumorzelle
aus dem primaren Tumorzellverband, der Invasion in die umgebende EZM, dem Eintritt
der Tumorzellen z.B. in Lymph- und Blutkreislauf tber die Implantation der Zellen in
entfernt gelegenen Lymphknoten und Organen mit der Ausbildung von
Fernmetastasen.

Die Erforschung neuer physiologisch vorkommender Metastasierungssuppressorgenen
rckt in den letzten Jahren zunehmend in den Vordergrund (Tsai und Weissman, 2011;
Malik et al., 2009b; Lee et al., 2003a). Ein mittlerweile in vielen soliden Tumorarten
etablierter Metastasierungssuppressor ist das Tetraspanin KAILl. In vielen dieser
Tumore, darunter das Lungen-, das Kolon-, das Ovarial- und das Mammakarzinom, ist
der Nachweis einer KAI1-Expression von prognostischer Relevanz (Malik et al., 2009a;
Adachi et al., 1996; Yang et al., 2002, Schindl et al., 2001b; Wu et al., 2003; Malik et
al., 2009b; Romanska und Berditchevski, 2011; Miranti, 2009). Dagegen korreliert eine
Herabregulierung der KAI1l-Expression sowohl auf Ebene der Transkription als auch
auf Ebene der Translation im klinischen Kontext mit einer Tumorprogression und daher
mit einer schlechten Prognose (Christgen et al., 2009; White et al., 1998; Malik et al.,
2009b; Romanska und Berditchevski, 2011).

Die Mechanismen, die einer Verminderung der KAI1-Expression oder einem
Funktionsverlust des KAI1 in Tumorzellen zugrundeliegen, sind bis heute nicht
abschlie3end verstanden. Untersucht wurden sowohl der Verlust der Heterozygositat,
Genmutation oder Promotorhypermethylierung, als auch der Effekt verschiedener
Transkriptionsfaktoren oder bestimmter Mediatoren als Ursache eines KAI1-
Expressionsverlusts in Tumorzellen (Tagawa et al., 1999; Kawana et al., 1997; Sekita
et al., 2001; Jackson und Puisieux, 2000; Jackson et al., 2000b; Dong et al., 1997;
Marreiros et al., 2003; Miranti, 2009; Ruseva et al., 2009). Kontrovers diskutiert wird
auch der Einfluss des p53 auf die KAIl-Expression (Mashimo et al., 2000, 1998;
Marreiros et al., 2003; Jackson et al., 2003, 2002; Duriez et al., 2000; Schindl| et al.,
2001b, 2001a; Romanska und Berditchevski, 2011). Zudem sind posttranslationale
Mechanismen, die z.B. zu einer Degradierung des KAIL1 in Tumorzellen fiihren, als
madgliche Ursachen flir einen KAI1l-Funktionsverlust in bestimmten Tumorzellen denk-
bar (Tsai und Weissman, 2011; Tsai et al., 2007; Romanska und Berditchevski, 2011;
Miranti, 2009).

Im Magenkarzinom wurde erstmals eine SpleiRvariante des KAI1, KAI1-Splice, be-
schrieben, die durch alternatives SpleiBen entsteht (Lee et al., 2003b). Unter
alternativem Spleilen versteht man das unterschiedliche Aneinanderfigen
verschiedener Exone eines Gens. Dabei ist auch ein Auslassen bestimmter Exone in
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diesem Zusammenhang moglich. Je nach kodierten Eigenschaften der Exone
entstehen so strukturell und funktionell unterschiedliche Proteine (Berg, 2003b). Neben
dem Magenkarzinom konnte KAI1-Splice auch in Ovarial- und Blasenkarzinomgewebe
nachgewiesen werden (Hohenester et al., unveroffentlichte Daten; Jackson et al.,
2007).

In der vorliegenden Arbeit wurden basierend auf diesen publizierten Daten daher die
Auswirkungen des alternativen SpleiRens auf die tumorsuppressiven Eigenschaften
des KAI1 im Ovarialkarzinom untersucht. Von besonderem Interesse waren funktionel-
le Unterschiede zwischen KAI1-WT und KAI1-Splice im Hinblick auf die Integrin
avBs/VN-vermittelte Zelladhasion und -proliferation. Dabei ging es auch um die Frage,
ob alternatives SpleiRen einen Funktionsverlust des KAI1 als Tumorsuppressor in Ova-
rialkarzinomzellen erkl&aren kdnnte.

5.1 Etablierung eines KAI1-Splice-exprimierenden Zellmodells

Fur KAIL-WT sind auf zellbiologischer Ebene verschiedene Effekte z.B. auf die
Adhéasion, Migration und Invasion der Tumorzellen beschrieben worden (Tsai und
Weissman, 2011). Im Ovarialkarzinomzellmodell konnte gezeigt werden, dass eine
Wiedereinfihrung der KAIL-WT-Expression u.a. zu einer dosisabhangigen Steigerung
der Integrin avBs/VN-vermittelten Zelladhasion, zu einer verminderten Zellproliferation
und -motilitat fuhrte (Ruseva et al., 2009). Im Rahmen der vorliegenden Studie wurde
untersucht, wie sich die Wiedereinfihrung von KAI1-Splice auf verschiedene
zellbiologische  Funktionen wie die Zellproliferation und -adh&asion im
Ovarialkarzinomzellmodell auswirkt.

Hierzu generierten wir ein KAI1-Splice-exprimierendes Ovarialkarzinomzellmodell.
Humane Ovarialkarzinomzellen wurden mit KAI1-Splice- oder KAI1-WT-cDNA stabil
transfiziert. Bei diesen Zellen handelte es sich sowohl um OV-MZ-6-WT-Zellen als
auch um OV-MZ-6-Zellen, die bereits das Integrin avps; Uberexprimierten. Die stabile
Transfektion der Zellen erforderte mehrere Ansatze. Aufgrund der niedrigen
Transfektionseffizienz von ca. 5% generierten wir zunachst Zellen mit einer
heterogenen Expressionshéhe, darunter wenige Zellen mit einer hohen KAI1-WT-
/KAI1-Splice-Expression und viele Zellen mit einer Expression, die annahernd der
endogenen KAIL-WT-Expression der OV-MZ-6-Zellen entsprach. Mithilfe einer
Grenzwert-Zellverdinnung wurden aus dem Pool transfizierter Zellen solche Zellklone
isoliert, die eine starkere KAI1-WT- bzw. KAI1-Splice-Expression aufwiesen. Nach
mehreren solcher Klonierungsrunden (s. Kapitel 3.2.3) gelang die Isolierung von
Zellklonen mit signifikanter und vergleichbarer Expressionshohe von KAI1-WT oder
KAI1-Splice. Um auch dosisabhingige Effekte der KAI1-Splice-Expression
untersuchen zu kdnnen, wurden Versuche an mehreren avB;-KAI1-Splice-Zellklonen
durchgefihrt, welche Uber eine unterschiedlich hohe KAI1-Splice-Expressionshdohe
verfugten.
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Zur Charakterisierung der unterschiedlichen Zellklone hinsichtlich ihrer KAIL-WT- bzw.
KAI1-Splice-Expressionshéhe  wurden  verschiedene  Proteinnachweisverfahren
angewendet. Fir diese Untersuchungen wurde ein Antikérper bendtigt, der in der Lage
war, sowohl KAI1-WT als auch KAI1-Splice zu detektieren. Da es sich bei KAI1-Splice
um ein dem KAI1-WT identisches Protein handelt, jedoch mit einem selektiven Verlust
der von Exon 7 kodierten 28 Aminosauren am Carboxy-Terminus des Molekiils, muss-
te das Epitop des Antikdrpers demnach auf3erhalb dieser Region liegen (Lee et al.,
2003b). Der fiur die Untersuchungen verwendete monoklonale KAI1-Antikdrper Ts82b
war zur Detektion beider KAI1-Varianten geeignet. Im Vergleich zur endogenen KAI1-
WT-Expression der Vektor-transfizierten Kontrollzellen bzw. Wildtypzellen zeigten die
entsprechenden Zelltransfektanten eine signifikant erhohte KAI1-WT- bzw. KAI1-
Splice-Expression. Durch die angewendeten Nachweisverfahren war jedoch nur eine
indirekte Differenzierung zwischen dem endogenen KAI1-WT-Gehalt der Zellen und
dem Gehalt an KAI1-Splice nach erfolgter Transfektion mdglich. Ein Verfahren,
welches eine direkte Differenzierung zwischen KAI1-WT und KAI1-Splice auf mRNA-
Ebene erlaubt, stellt daher eine sinnvolle Erganzung dieser Arbeit dar. Derartige
Untersuchungen sind derzeit Gegenstand eines nachfolgenden Projektes unserer
Arbeitsgruppe.

5.2 Zellbiologische Effekte in humanen Ovarialkarzinomzellen
als Funktion der Expression der KAI1-Spleil3variante

In  Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass nach
Wiedereinfihrung von KAI1-WT in humane Ovarialkarzinomzellen die Integrin
avBs/VN-vermittelte Zelladhasion in Abhangigkeit der KAl1-Expressionshthe gesteigert
wurde. AulRerdem wurde eine verstarkte Zelladhasion an Kollagen Typ | beobachtet
(Ruseva et al., 2009). Eine verstarkte KAI1-WT-Expression kénnte daher dazu flihren,
dass die Ablosung der Tumorzellen aus dem priméren Tumorzellverband und vom
Peritoneum erschwert wird. Dies wiederum kdnnte den tumorsuppressiven Effekt des
KAIL-WT im Ovarialkarzinom erklaren (Ruseva et al., 2009). Eine verstarkte
Zelladhasion als Effekt einer Wiedereinfihrung der KAIL-WT-Expression konnte auch
im Mammakarzinom beobachtet werden (Malik et al., 2009b). Dagegen war in vielen
friheren Studien eine Verminderung der Zelladhasion als ein Effekt einer verstarkten
KAI1-WT-Expression beschrieben worden. So flhrte die KAI1-WT-Expression in
Prostata- und Kolonkarzinomzellen zu einer verminderten Zelladh&sion an Fibronektin
(Lee et al., 2011a; Takaoka et al., 1998b; Liu et al., 2003b; Lee et al., 2003b). Die
Zelladhasion an Kollagen Typ IV und Typ | in Prostata- und Kolonkarzinomzellen blieb
hingegen durch die KAI1-Expression unverandert. Die Zelladh&sion an Laminin war in
Kolonkarzinomzellen unabhangig von KAI1-WT, in Prostatakarzinomzellen hingegen
fuhrte die KAI1-WT-Expression zu einer Zelladhasionssteigerung (Takaoka et al.,
1998b; Lee et al., 2011a).
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Basierend auf der Studie von Ruseva und Mitarbeitern (2009), wurden im vorliegenden
Projekt die Auswirkungen des alternativen SpleiRens von KAI1 auf seine funktionellen
Eigenschaften im Hinblick auf die Integrin avBs/VN-vermittelte Zelladhasion im
humanen Ovarialkarzinomzellmodell untersucht. Im Gegensatz zu WT-KAIL-WT-Zellen
zeigten WT-KAI1-Splice-Zellen eine signifikant verminderte Integrin avBs/VN-vermittelte
Zelladhasion. Dies kénnte als ein Verlust der tumorsuppressiven Eigenschaften des
KAI1 durch alternatives Spleilen gedeutet werden. Durch eine verminderte Integrin
avBs/VN-vermittelte Zelladhasion koénnten sich die Tumorzellen leichter vom
Peritoneum ablésen und somit die Metastasierung im Ovarialkarzinom begunstigt
werden. Unsere Beobachtung steht jedoch im Gegensatz zu Untersuchungen im
Kolonkarzinomzellmodell. Hier wurde fir KAI1-Splice transfizierte Zellen eine starkere
Adhasion an FN im Vergleich zur FN-Adhasion KAI1-WT transfizierter Zellen
beschrieben (Lee et al, 2003b). Bezuglich der Adhasionskapazitat von
Kolonkarzinomzellen an Kollagen Typ IV konnten keine signifikanten Unterschiede
zwischen einer erhéhten KAIL-WT- und einer erhtéhten KAI1-Splice-Expression
beobachtet werden (Lee et al., 2003b). Der Effekt der KAI1-Splice-Expression auf die
Adhéasion an Laminin und Kollagen Typ | im Ovarialkarzinomzellmodell ist bislang nicht
untersucht.

Die unterschiedlichen Beobachtungen bezlglich der Auswirkungen auf die
Adhasionskapazitat der Tumorzellen legen nahe, dass die Effekte einer KAI1-WT- bzw.
einer KAI1-Splice-Expression auf die Integrin/EZM-vermittelte Zelladh&sion
tumorgewebsabhéngig variieren konnten. AuRBerdem konnte das unterschiedliche
Integrinrepertoire der jeweiligen Tumorzellarten fir die z.T. gegensatzlichen
Beobachtungen als Erklarung herangezogen werden (Malik et al., 2009b). So bezogen
sich die von Lee und Mitarbeitern (2003) in ihrer Studie untersuchten zelladhasiven
Eigenschaften von sowohl KAI1-WT als auch KAI1-Splice exprimierenden Tumorzellen
hauptsachlich auf Effekte, die durch B,-Integrine vermittelt werden. Die Zelladhasion an
VN wird in der Ovarialkarzinomzelllinie OV-MZ-6 jedoch fast ausschlief3lich Gber das
Integrin avf; vermittelt (Hapke et al., 2003).

Um die Auswirkungen einer Wiedereinfihrung der KAI1-Splice-Expression in OV-MZ-
6-Zellen besser untersuchen zu konnen, verwendeten wir zusatzlich ein Zellmodell,
welches zuvor mit dem Integrin avB; transfiziert worden war und dieses
Uberexprimierte. Als ein weiterer Schwerpunkt unserer Arbeit wurden so die
Auswirkungen der KAI1-Splice-Expression auf die Integrin avps/VN-vermittelte
Zelladhasion ermittelt. Zuvor konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass die
Wiedereinfihrung der KAI1-WT-Expression in humane Ovarialkarzinomzellen zu einer
dosisabhéngigen Steigerung der Integrin avBs/VN-vermittelten Zelladh&sion fuhrte
(Ruseva et al., 2009).

In der vorliegenden Studie konnten wir nun erstmals nachweisen, dass im Gegensatz
zu KAI1L-WT die Expression seiner SpleilRvariante mit einer dosisabhangigen
Verminderung der Integrin avBs/VN-vermittelten Zelladhasion einherging. Dagegen
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blieb die Adh&asionskapazitat der avB;-KAI1-WT- und der avBz-KAI1l-Splice-Zellen auf
unbeschichtetem Zellkulturmaterial, d.h. in Abwesenheit jeglicher EZM-Bestandteile,
nahezu unbeeinflusst.

Die Interaktion des KAI1-WT mit Integrinen ist sowohl fur die Integrin/EZM-vermittelte
Adhésion als auch fir die Zellmigration und somit die Motilitaét der Zellen von
Bedeutung (Berditchevski und Odintsova, 1999; Desgrosellier und Cheresh, 2010;
Felding-Habermann, 2003). Bei der Zellmigration werden bestehende
Zellmatrixkontakte aufgelést und neue Kontakte ausgebildet. In diesem
Zusammenhang ist eine Modulierung der Integrin/EZM-vermittelten Zelladhasion
wahrend der Zellbewegung essentiell (Felding-Habermann, 2003). Neben der Integrin
avBs/VN-Adhasion wurde mit dem in unserem Projekt generierten Zellmodell im
Rahmen einer komplementéaren Arbeit die Bedeutung der KAI1-Splice-Expression im
Hinblick auf die Integrin avBs/VN-vermittelte Zellmigration mittels time lapse video
Mikroskopie untersucht. Hier zeigte sich als Effekt der Wiedereinfihrung der KAI1-
Splice-Expression in humane Ovarialkarzinomzellen eine signifikant gesteigerte
Zellmotilitat. Dabei lieR sich auch bzgl. der Zellmotilitat ein dosisabhangiger Effekt
nachweisen (Upheber et al., unverdffentlichte Daten). So scheint eine verstarkte KAI1-
Splice-Expression in humanen Ovarialkarzinomzellen Uber eine verminderte Integrin
avBs/VN-vermittelte Zelladhdsion zu einer erhéhten Zellmotilitat zu fuhren. Mit den
Ergebnissen von Upheber und Mitarbeitern Ubereinstimmend ergab sich auch im
Kolonkarzinomzellmodell durch die KAI1-Splice-Expression eine gesteigerte in vitro
Motilitat und ein gréRReres invasives Potential induziert durch FN und Kollagen Typ IV
(Lee et al., 2003b). Dagegen zeigten KAI1L-WT exprimierende Zellen eine verminderte
Motilitat (Malik et al., 2009b; Lee et al., 2003b; Ruseva et al., 2009).

Da die Zelladh&sion und -migration von OV-MZ-6-Zellen an VN fast ausschlieRlich Gber
das Integrin avB; vermittelt wird (Hapke et al., 2003), kdnnte eine Verminderung der
VN-vermittelten Zelladhasion Integrin avs-Uberexprimierender OV-MZ-6-Zellen auf
eine veranderte Interaktion zwischen KAI1-Splice und dem Integrin av; hinweisen.

Mitglieder der Tetraspaninfamilie, so auch KAI1-WT, Uben Uber unterschiedliche Me-
chanismen Einfluss auf lhre Interaktionspartner aus: So sind sie an Prozessen wie der
Endozytose und dem intrazellularen Transport von Membranproteinen beteiligt. Uber
dieses sogenannte protein trafficking beeinflussen Tetraspanine die Oberflachenex-
pression, den Einbau und die Verteilung ihrer Interaktionspartner in der Zellmembran.
Daruiber hinaus spielen sie eine Rolle in der Koordination und Prozessierung von Inter-
aktionspartnern (Berditchevski und Odintsova, 2007; Miranti, 2009; Stipp, 2010).

In Prostatakarzinomzellen fuhrte die verstarkte KAI1-WT-Expression zu einer vermin-
derten Integrin-as-Oberflachenexpression durch eine verstarkte Liganden-induzierte
Internalisierung dieses Integrinrezeptors. Dies ging mit einer veranderten Integrin oe-
vermittelten Adhasion einher (Stipp et al., 2001; Miranti, 2009). In Lungenkarzinomzel-
len mit hohem migratorischen Potential bedingte die KAI1-WT-Expression Verande-
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rungen der Glykosylierung des [3;-Integrins. AufRerdem wurde beobachtet, dass die
Expression von KAIL-WT in diesen Zellen zu einer verminderten Expression des reifen
Bi-Integrins an der Zelloberflache fihrte. Umgekehrt resultierte eine herunterregulierte
KAI1-WT-Expression in denselben Zellen in einer verstarkten Expression des f;-
Integrins. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass KAI1-WT in diesen Zellen zu
einer verminderten Reifung des Integrin-B,-Vorlauferproteins fihrt und auf diese Weise
die Migration supprimiert (Jee et al., 2007).

Ein weiterer denkbarer Mechanismus ist die Regulierung des Aktivitatszustands des
jeweiligen Partnerintegrins durch KAI1-WT. In einer Studie wurde die Interaktion des
KAI1-WT mit den Integrinen as, as, ag und B3, Untereinheiten der Integrine asB;, asP;
und ogB;, im Prostatakarzinom untersucht. Hierbei handelt es sich vor allem um Rezep-
toren fur Fibronektin und Laminin. Dabei zeigte sich durch FACS-Analyse und im-
munzyto- und -histochemische Farbung mit Antikérpern gegen die aktive Form des
Integrins B4, dass die aktive Konformation des Integrins 8, an der Zelloberflache durch
die Expression von KAI1-WT vermindert wurde. AulRerdem wurde eine Herabregulie-
rung der FN-Expression durch KAIL-WT beobachtet. Dies lasst vermuten, dass die
verminderte Zelladhésion an FN zum einen auf einer Modifizierung der EZM beruht,
zum anderen scheint KAIL-WT einen inhibitorischen Einfluss auf die Aktivierung von
Integrinen auszuiben (Lee et al., 2011a).

Daruber hinaus ist beschrieben worden, dass KAIL-WT Integrin-vermittelte intrazellula-
re Signalwege beeinflusst und so die Integrinfunktion zu modulieren vermag. So konnte
in metastasierenden Prostatakarzinomzellen nachgewiesen werden, dass KAIL-WT die
Integrinfunktion tber eine Inhibierung der Rezeptorkinase c-Met sowie der zytoplasma-
tischen Kinase Src reguliert. Dieser Mechanismus fiuihrte zu einer Unterdriickung der
Integrin vermittelten Zellmigration und -invasion (Sridhar und Miranti, 2006). Au3erdem
konnte gezeigt werden, dass KAIL-WT einen Effekt auf die Signaltransduktion von In-
tegrinen Uber den FAK-Lyn-p130Cas-Crkll-Weg hat. KAI1-WT fihrte in Prostatakarzi-
nomzellen zu einem erhdhten FAK/Lyn-Level der Zellen, jedoch nicht zu einer verstark-
ten Aktivierung der Kinase. AulRerdem fiihrte die KAI1-WT-Expression der Zellen zu
einer verminderten Kopplung von p130Cas an Crkll. Die Kopplung von p130Cas an
Crkll tragt normalerweise zur Migration der Tumorzellen und damit zu deren Invasivitat
bei. Hier konnte folglich nachgewiesen werden, dass KAIL-WT (ber den FAK-Lyn-
p130Cas-Crkll-Weg einen suppressiven Effekt auf die Migration der Zellen hat (Zhang
et al.,, 2003a). KAI1-WT kontrolliert tber die oben genannten Mechanismen im Zu-
sammenschluss mit anderen Tetraspaninen wie CD9, CD81 und CD151 innerhalb der
tetraspaninreichen Mikrodoméne die Signalubertragung sowohl durch Integrine als
auch durch andere assoziierte Proteine wie z.B. EWI2. Auf diese Weise nimmt KAI1-
WT auf zellbiologische Prozesse Einfluss, die wiederum fir die Zelladh&sion und -
migration von entscheidender Bedeutung sind (Miranti, 2009).

Auch Lee und Mitarbeiter (2003) untersuchten die Auswirkungen der KAI1-Splice-
Expression auf die Interaktion mit Integrinen. Hier lie3 sich mittels Immunprazipitation
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zeigen, dass die Bindung zwischen KAI1-Splice und dem Integrin asf; in Lungen- und
Lebermetastasen schwacher ausgepragt war als im Priméartumor. Dies konnte in In-
vitro-Untersuchungen bestatigt werden (Lee et al., 2003b).

In humanen Ovarialkarzinomzellen konnte in der vorangegangenen Arbeit von Ruseva
und Mitarbeitern (2009) durch Koimmunprazipitationsstudien gezeigt werden, dass das
Integrin avBs; und KAIL-WT in humanen Ovarialkarzinomzellen auf der Zellmembran
kolokalisiert vorliegen (Ruseva et al., 2009). Ob es sich hierbei um eine direkte oder
indirekte physikalische Wechselwirkung handelt, ist bislang noch unklar. Dennoch ist
das Integrin avB; als ein wichtiger Interaktionspartner des KAI1-WT im Ovarialkarzinom
analog zu den B;-Integrin-Interaktionen denkbar. Somit kdnnten die fur KAIL-WT be-
schriebenen tumorsuppressiven Eigenschaften auf einer Modulierung der Integrinfunk-
tion beruhen. Immunpréazipitationsstudien, welche Unterschiede zwischen KAIL-WT
und KAI1-Splice im Hinblick auf die Bindung und Kolokalisierung mit dem Integrin avs;
in humanen OV-MZ-6-Zellen untersuchen, sind daher derzeit Gegenstand
weiterfuhrender Untersuchungen.

Neben einer veranderten Integrin-Interaktion scheinen die strukturellen Unterschiede
des KAI1-Splice auch einen Einfluss auf andere Interaktionspartner zu haben: Auf-
grund seiner alterierten Struktur fehlen KAI1-Splice tumorsuppressive Eigenschaften
z.B. in der Interaktion mit KITENIN. KITENIN bindet nachweislich normalerweise das
carboxyterminale Ende des KAI1-WT-Molekils, welches bei KAI1-Splice aufgrund des
selektiven Verlusts von Exon 7 fehlt (Zoller, 2009; Lee et al., 2004). Aul3erdem scheint
die Kolokalisierung mit E-Cadherin an Zell-Zell-Kontaktseiten vermindert zu sein (Lee
et al., 2003b). Im Ovarialkarzinomzellmodell konnte diese verminderte Kolokalisierung
von KAI1-WT und KAI1-Splice mit E-Cadherin Ubereinstimmend mit den Ergebnissen
von Lee und Mitarbeitern (2003) in Koimmunprazipitationsstudien bestatigt werden
(Upheber et al., unveréffentlichte Daten).

Neben dem motilen und invasiven Phanotyp von Tumorzellen ist die
Zellproliferationsaktivitat fur die Aggressivitat und die Prognose vieler Karzinome von
Bedeutung. In unserer Arbeitsgruppe konnte zuvor gezeigt werden, dass in OV-MZ-6-
Zellen die Interaktion zwischen dem Integrin avB; und seinem Liganden VN zu einer
verstarkten Zellproliferation fihrte (Hapke et al., 2003). Im Gegensatz dazu korrelierte
eine verstarkte KAI1-WT-Expression mit einer verminderten Zellproliferation in
Ovarialkarzinomzellen, was im Einklang mit seiner Tumorsuppressorfunktion steht
(Ruseva et al., 2009). Auch in Kolonkarzinomzellen fihrte eine verstarkte KAI1-WT-
Expression zu einer Verminderung der Zellproliferation (Lee et al., 2003b). In anderen
Tumorarten, wie dem Mamma- und dem Kolonkarzinom, konnte jedoch kein Effekt des
KAI1-WT auf das Tumorwachstum nachgewiesen werden (Malik et al., 2009b; Liu et
al., 2003b). Auch hier ist ein tumorgewebsabhangige Varianz in den spezifischen
Effekten des KAI1 denkbar (Malik et al., 2009b).
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Mithilfe eines In-vitro-Proliferationstests untersuchten wir in der vorliegenden Arbeit,
welche Auswirkungen die Wiedereinfihrung der KAI1l-Splice-Expression in humane
Ovarialkarzinomzellen auf die Zellproliferation hat. Hier konnten wir bestéatigen, dass
eine KAI1-WT-Expression zu einer verminderten Proliferationsaktivitat der humanen
Ovarialkarzinomzellen fuihrt. Im Gegensatz dazu konnten wir auch zeigen, dass KAI1-
Splice exprimierende OV-MZ-6-Wildtypzellen eine verstarkte Proliferationsaktivitat im
Vergleich zu Vektor-transfizierten und KAI1-WT-OV-MZ-6-Zellen aufwiesen. Eine
gesteigerte  Proliferationsaktivitait ~ durch KAI1l-Splice  konnte  auch im
Kolonkarzinomzellmodell nachgewiesen werden (Lee et al., 2003b). Dies legt nahe,
dass KAI1l-Splice auch im Rahmen der Zellproliferation die tumorsuppressiven
Eigenschaften des KAI1 fehlen und somit durch eine KAI1-Splice-Expression ein
verstarktes Tumorwachstum begunstigt werden kénnte.

5.3 Welche Relevanz ist fir KAI1-Splice im Hinblick auf das
Ovarialkarzinom vorstellbar?

Bei der Metastasierung des Ovarialkarzinoms steht im Gegensatz zu anderen soliden
Tumorarten eine peritoneale Aussaat der Tumorzellen gegeniber der hAmatogenen
Metastasierung im Vordergrund. Im Rahmen der peritonealen Metastasierung kommt
es zur Ablosung der Tumorzellen aus dem primaren Tumorzellverband. Um sich
immunologischen Mechanismen zu entziehen aggregieren Ovarialkarzinomzellen zu
groReren Zellverbanden, sogenannten nicht-adhasiven Sphéaroiden, die frei z.B. im
Aszites flottieren. In dieser Form werden die Tumorzellen im Peritonealraum verteilt.
Durch Interaktion mit Bestandteilen der EZM kommt es dann aber wieder zu einer
Aufhebung des Zellverbandes, zur Zell-EZM-Adhasion und damit zu einer Implantation
der Tumorzellen auf der peritonealen Oberflache und den Organen des kleinen
Beckens, was mit der Ausbildung von Metastasen einhergeht. Wichtig in diesem
Prozess sind u. a. Interaktionen zwischen Integrinen und Bestandteilen der EZM (Tan
et al., 2006; Shield et al., 2009; Burleson et al., 2004a; 2004b).

Ovarialkarzinomzellen exprimieren neben anderen Vertretern der Integrinfamilie das
Integrin  avPB; (Liapis et al., 1997). Ein wichtiger EZM-Ligand dieses
Oberflachenrezeptors ist VN. Die Adhasion humaner OV-MZ-6-Ovarialkarzinomzellen
wird fast ausschlief3lich Uber das Integrin avf3; vermittelt (Hapke et al., 2001).

Im Ovarialkarzinomzellmodell konnte erstmals das Integrin avf; als Interaktionspartner
des KAI1-WT beschrieben werden (Ruseva et al., 2009). Die Wiedereinfuhrung der
KAI1-WT-Expression in humane Ovariakarzinomzellen fuhrte dosisabhangig zu einem
signifikanten Anstieg der Integrin avBs/VN-vermittelten Zelladhasion (Ruseva et al.,
2009). Neben WT-OV-MZ-6-Zellen wurden Integrin avps-Uberexprimierende OV-MZ-6-
Zellen, welche per se Uber eine erhdohte Adhasionskapazitat auf VN verflgten, mit
KAI1-WT transfiziert. Hierdurch lie3 sich eine dosisabhdngige Steigerung der Integrin
avBs/VN-vermittelten Zelladhdsion beobachten. Passend dazu korrelierte in
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Migrationsstudien die KAI1-WT-Expression dosisabhangig mit einer Verminderung der
Zellmigration (Ruseva et al, 2009). Dies wurde auf eine verstarkte Zell-EZM-Adhé&sion
zuruickgefihrt, die die Ovarialkarzinomzellen daran hindert sich aus einem Zellverband
und insbesondere von der EZM zu lésen (Ruseva et. al, 2009). Neben einer
verénderten Zelladhasion und -migration zeigte sich in dieser Untersuchunge auch
eine signifikant reduzierte Proliferationsaktivitat der KAI1-WT transfizierten Zellen im
Vergleich zu Ovarialkarzinomzellen mit niedriger endogener KAI1-WT-Expression
(Ruseva et al., 2009).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Splei3variante KAI1-Splice
aufgrund ihrer alterierten Struktur die tumorsuppressiven Eigenschaften des KAIL-WT
auf die Integrin avBs/VN-vermittelte Zelladhasion fehlen. Dies konnte auch in einer
dieser Arbeit komplementaren Studie im Hinblick auf die Migration bestétigt werden
(Upheber et. al., unverdffentlichte Daten). Auch der suppressive Effekt des KAIL-WT
auf die Proliferation humaner Ovarialkarzinomzellen war bei KAI1-Splice-
exprimierenden OV-MZ-6-Zellen nicht nachweisbar. Im Gegenteil fuhrte hier eine
Wiedereinfihrung der KAI1-Splice-Expression in humane Ovarialkarzinomzellen zu
einer verstarkten Zellproliferation. Zusammengefasst unterstreichen die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit und die von Upheber und Mitarbeitern die Bedeutung des KAI1-WT
als Tumorsuppressor im Ovarialkarzinom. Gleichzeitig konnte anhand dieser Daten
erstmals gezeigt werden, dass alternatives Splei3en von KAI1 zu einem Verlust einiger
seiner tumorsuppressiven Eigenschaften im humanen Ovarialkarzinom fiihrte.

Die vorliegenden Daten stehen somit in guter Ubereinstimmung zu Resultaten, die
beim Magenkarzinom erarbeitet wurden: Im Magenkarzinom wirkte sich die Expression
von KAI1-Splice beginstigend auf die Metastasierung und das Tumorwachstum aus.
KAI1-Splice konnte in Proben von Primartumoren nachgewiesen werden, bei denen
bereits eine Peritonealkarzinose oder eine Lymphknoten- und Fernmetastasierung
vorlag. In vivo zeigten zudem Mause mit KAI1-Splice-exprimierenden Tumorzellen ein
hoheres Metastasierungspotential. Eine nachgewiesene KAI1-Splice-Expression
korrelierte mit einer deutlich schlechteren Prognose (Lee et al., 2003b). In einer ersten
klinischen und immunhistochemischen Studie, die sich mit der Bedeutung des KAI1-
WT als Tumorsuppressor im Ovarialkarzinom beschaftigte, konnte KAIL-WT eine
prognostische Relevanz nachgewiesen werden (Schindl et al., 2001b; Liu et al., 2000):
Eine starke oder moderate KAI1-WT-Expression filhrte zu einem signifikant langeren
krankheitsfreien Gesamtiiberleben im Gegensatz zum Gesamtiiberlegen von Patien-
tinnen mit einer niedrigen oder nicht nachweisbaren KAI1L-WT-Expression (Schindl et
al., 2001b). Bislang ist jedoch nicht untersucht, welche klinische und prognostische
Relevanz eine KAI1-Splice-Expression im humanen Ovarialkarzinom hat. Es bedarf
daher weiterfiihrender Untersuchungen und einer Korrelation mit klinischen Daten.
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6 Zusammenfassung

Fur die peritoneale Metastasierung des Ovarialkarzinoms spielt die Interaktion
zwischen Integrinen und Bestandteilen der extrazellularen Matrix eine wichtige Rolle
(Tan et al, 2006). In einer vorangegangenen Arbeit unserer Forschungsgruppe konnte
hierbei dem Integrin avB; und seinem Liganden Vitronektin eine Bedeutung in
zahlreichen fir die Metastasierung wichtigen zellbiologischen Prozessen in kultivierten
humanen Ovarialkarzinomzellen nachgewiesen werden. So fuhrte die Interaktion des
Integrins avBs; mit seinem Liganden Vitronektin zu einer verstarkten Zelladh&sion,
Zellproliferation und zu einer gesteigerten Zellmigration (Hapke et al, 2001; Lossner et
al, 2008; Reuning et al., 2011). Es konnte zudem gezeigt werden, dass der putative
Tumorsuppressor KAIL1 (CD82) in humanen Ovarialkarzinomzellen zu einer verstarkten
Integrin avBs/Vitronektin-vermittelten Zelladhasion, jedoch verminderten Zellmigration
und -proliferation in Abhangigkeit von der KAI1-Expressionshdhe fiihrte (Ruseva et al.,
2009).

Im Magenkarzinom war erstmals eine Spleivariante des KAI1 beschrieben worden,
deren Nachweis mit einer schlechteren Prognose assoziiert war (Lee et al., 2003b). Da
diese Splei3variante des KAI1 auch im Ovarialkarzinom gefunden wurde (Hohenester
et al.,, unveroffentlichte Daten), untersuchten wir in der vorliegenden Arbeit die
Auswirkungen der Expression der KAI1-Spleivariante, KAI1-Splice, in humanen
Ovarialkarzinomzellen im Hinblick auf die Integrin avBs/Vitronektin-vermittelte
Zelladhasion und -proliferation. Hierzu generierten wir sowohl KAIL-WT- als auch KAI1-
Splice-exprimierende OV-MZ-6-Wildtypzellen mittels stabiler Transfektion. Auf3erdem
wurden Doppeltransfektanten hergestellt, die parallel erhéhte Expressionsspiegel des
Integrins avPs aufwiesen. Unter der Anwendung von Durchflusszytofluorometrie,
Immunzytochemie und CLSM bestimmten wir die jeweilige KAI1-WT- bzw. KAI1-
Splice-Expressionshohe in den einzelnen Zellklonen.

In-vitro-Zelladhasionsassays zeigten, dass KAI1-Splice im Gegensatz zu KAI1L-WT
dosisabhéngig zu einer verminderten Integrin  avBs/Vitronektin-vermittelten
Zelladhasion fihrte. AuBerdem wurden die Auswirkungen einer KAIL1-Splice-
Expression auf die Proliferationsaktivitat der OV-MZ-6-Zellen untersucht. Mithilfe eines
In-vitro-Proliferationsassays konnte flr KAI1-Splice-exprimierende = OV-MZ-6-
Wildtypzellen eine verstarkte Zellproliferation gegentber Vektor- und KAI1-WT-
transfizierten OV-MZ-6-Wildtypzellen nachgewiesen werden.

Diese durch KAI1-Splice provozierten und im Vergleich zu KAI1-WT unterschiedlichen
(tumor)biologischen Effekte weisen darauf hin, dass liber das alternative Splei3en von
KAI1-WT dessen tumorsupprimierende Eigenschaften aufgehoben werden, was sich
begiinstigend auf die Metastasierung beim Ovarialkarzinom auswirken kdnnte.
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