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1 Einleitung 
Replikationsfähigkeit und Selektionsdruck sind die wichtigsten Prämissen für die 
Phylogenese der Organismen. Die Steuerung der milliardenfachen Zellteilung 
(Proliferation), die unmittelbar nach der Befruchtung einer Eizelle einsetzt, bildet in 
Abstimmung mit dem programmierten Zelltod (Apoptose) die wichtigsten Kontroll-
mechanismen zur Ontogenese höherer Organismen einschließlich des Homo sapiens 
sapiens. 
Die Entstehung maligner Neoplasien beruht kausal auf einer deregulierten Zellteilung. 
Es gilt als sicher, dass die Umwandlung einer Zelle in eine Tumorzelle ein Mehrschritt-
Prozess ist, da bis zur kompletten Transformation und konsekutiven Progression mehre-
re Defekte im Genom notwendig sind (Fearon & Vogelstein, 1990; Hamilton, 1992). 
Vereinfacht dargestellt beruht die maligne Entartung aber auf dem Verlust der Fähigkeit 
die Zellteilung (z.B. bei Zell-Zell-Kontakt) zu stoppen oder auf der Anregung ruhender 
Zellen zur Teilung (Watson et al., 1993).  
Für die Tumordiagnostik ist u.a. die quantitative Erfassung der Zellproliferation von 
elementarem Interesse, um das biologische Verhalten von Neoplasien zu prognostizie-
ren. Anfang der 80er Jahre wurde von Gerdes et al. erstmals der monoklonale Antikör-
per „Ki-67“ beschrieben, der sich für diesen Zweck als einfach einzusetzender immun-
histologischer "Proliferationsmarker" eignete (Gerdes et al., 1983). Später wurde Ki-67 
durch eine Reihe neuer monoklonaler Antikörper gegen das gleiche Antigen ergänzt,  
beispielsweise durch MIB-1, dem paraffingängigen Homolog zu Ki-67 (Cattoretti et al., 
1992; Key et al., 1993a). In den zwanzig Jahren seit der Entdeckung und Beschreibung 
des monoklonalen Antikörpers Ki-67 wurden mehr als 4.000 Arbeiten in den Literatur-
Datenbanken (wie z. B. „PubMed“; „http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ literature“) 
verzeichnet, die sich überwiegend mit der immunhistologischen Bestimmung der Pro-
liferationsrate über den Ki-67 bzw. MIB-1 Markierungsindex in einer Reihe von 
Tumoren beschäftigen. 

1.1 Ziel und Methodik der Arbeit   

Die in dieser Schrift zusammengefassten Original-Artikel (OA) haben das Ziel, durch 
Anwendung eines breiten Spektrums von Techniken die molekulare Struktur und Zell-
zyklus-abhängige Funktion des Proteins aufzuklären, das durch den monoklonalen Anti-
körper Ki-67 spezifisch erkannt wird. Dieses Protein - nach der gängigen Nomenklatur 
„pKi-67“ genannt - war vermutlich eines der am häufigsten in Veröffentlichungen ge-
nannten Peptide mit unbekannter Funktion. Das Hauptproblem bei der Erforschung der 
Funktion mag sein, dass das Protein sehr groß und instabil ist. Obwohl die Darstellung 
des Proteins Ziel umfangreicher Forschungsbemühungen war, gelang es beispielsweise 



 2 

erst acht Jahre nach der Erstbeschreibung Immunblots mit dem monoklonalen Antikör-
per Ki-67 durchzuführen (Gerdes et al., 1991).  
Aus diesem Grund wurde die seit einigen Jahren immer prominentere Idee verfolgt, die 
Funktion von pKi-67 nicht mehr hauptsächlich durch immunchemische Methoden auf-
zuklären, sondern molekularbiologische und biochemische Methoden anzuwenden.  

1.2 Aufbau der Schrift   

Im Anschluss an den einführenden Überblick werden im ersten Ergebnisteil zunächst 
zwei Original-Artikel zur Ermittlung der molekularen Struktur sowie der genomischen 
Organisation und Lokalisation des pKi-67 Gens zusammengefasst. Diese Arbeiten bil-
deten die Vorraussetzungen für die Entwicklung von neuen, mit verbesserten Eigen-
schaften versehenen, monoklonalen Antikörpern (wie z.B. MIB-1) gegen das Ki-67 
Antigen. Dieser Teil wurde in einem wesentlichen Anteil von mir am Forschungs-
zentrum Borstel in Zusammenarbeit mit anderen Mitarbeitern der Laborgruppe unter 
der Leitung von Prof. Dr. J. Gerdes durchgeführt.    
Im zweiten Ergebnisteil werden zwei weitere Original-Artikel beschrieben, in denen 
u. a. mit Hilfe dieser monoklonalen Antikörper die Expression und Regulation des 
Ki-67 Antigens in kolorektalen Karzinomen untersucht wurden. Im dritten Ergeb-
nisteil werden vier Original-Artikel über Untersuchungen zusammengefasst, die 
Hinweise auf die Funktion von pKi-67 im Zellzyklus geben. Diese Teile wurden im 
Forschungslabor der Klinik für Chirurgie (Direktor: Prof. Dr. med. H.-P. Bruch) des 
Universitätsklinikums Schleswig-Holstein, Campus Lübeck, von mir in Zusammen-
arbeit mit mehreren Doktoranden der Universität zu Lübeck unter meiner Leitung 
angefertigt.  
Die in den zusammengefassten Arbeiten angewendeten wesentlichen Methoden werden 
kontextnah zu den jeweils dargestellten Ergebnissen beschrieben. Die Diskussion einer 
umfassenden Hypothese zur Funktion von pKi-67 bildet den Schluss dieser Schrift. 
 
Die in dieser Schrift zusammengefassten Original-Artikel sind im Anhang wiederge-
geben.  
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2 Überblick 

2.1 Die Zellteilung 

Für die Funktion vielzelliger Organismen ist die Kontrolle bzw. Unterdrückung des Tei-
lungspotentials der Zellen von entscheidender Bedeutung. Nach der wissenschaftlichen 
Erstbeschreibung der Zellteilung wurde für den Vorgang der Kernteilung von 
Eukaryonten der Begriff der Mitose eingeführt (Flemming, 1882). Die Mitose (M-
Phase) ist die häufigste Form der Kernteilung. Sie ist exakt erbgleich, d.h. die 
Tochterkerne enthalten infolge der Chromosomenverteilung die gleiche genetische 
Information. Schon während der Schlußphase der Kernteilung setzt gewöhnlich die 
Zellteilung (Zytokinese) ein. Die Mitose wechselt sich mit der Interphase (Intermitose) 
ab. 
Das eigentliche, moderne Konzept zur Zellteilung eukaryotischer Zellen wurde mit der 
Unterteilung des Zellzyklus in vier Phasen entwickelt (Howard & Pelc, 1951; Howard 
& Pelc, 1953). Maßgebend hierfür war die Beobachtung, dass die Replikation der DNA 
nur in einem bestimmten Abschnitt der Interphase stattfindet, der als S-Phase (Synthe-
sephase) bezeichnet wird. Der Abschnitt vom Ende der Mitose bis zum Beginn der 
DNA-Synthese wird G1-Phase (G von Gap=Lücke) genannt. Zwischen dem Ende der 
DNA-Replikation und der einsetzenden Mitose ist eine weitere Phase definiert, die G2-
Phase. 
Die Zellen höherer Organismen, die nicht wie Einzeller, embryonale Zellen oder Gewe-
bekulturzellen ständig den Zyklus durchlaufen, sondern zu speziellen Aufgaben diffe-
renziert sind, befinden sich in der postmitotischen G0-Phase, die sowohl als Ruhephase 
(Pardee, 1989), aber auch als Arbeitsphase bezeichnet wird. Viele differenzierte Zellen 
können auf bestimmte Signale hin dedifferenzieren und in die G1-Phase zurückkehren. 
Der Zellzyklus wird von verschiedenen Zellen höherer Organismen auch unterschied-
lich schnell durchlaufen; am variabelsten in der Dauer ist hierbei die G1-Phase 
(Grundmann, 1971). In der späten G1-Phase gibt es eine Art Schwelle, der sog. 
Restriktionspunkt (Pardee, 1974), nach dessen Überschreitung eine Zelle für eine neue 
Replikationsrunde konditioniert ist. 
Mittlerweile ist bekannt, dass die einzelnen Abschnitte des Zellzyklus durch eine Viel-
zahl von Faktoren kontrolliert und gesteuert werden. Der Frage nach dieser relativ kom-
plizierten Steuerung des Zellzyklus wurde besonders in genetischen und biochemischen 
Studien an Hefen (Saccharomyces) und Amphibieneiern nachgegangen (Smith & Ecker, 
1969; Smith & Ecker, 1971; Andrews & Herskowitz, 1990; Lewin, 1990; Nurse, 1990; 
Woollard & Nurse, 1995; Verde et al., 1995). Mit Hilfe von Zellzyklus-Mutanten wurde 
eine Reihe von Genen isoliert, z.B. das cdc2 („cell division control“; synonym für die 
„cyclin dependent kinase 1“, „cdk1“), dessen Genprodukt, das p34cdc2 (cdk1), eine 
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zentrale Regulatorfunktion hat (Nurse, 1975; Nurse and Thuriaux, 1980; Gautier et al., 
1988; Labib et al., 1995; Fisher and Nurse, 1995). Diese Proteinkinase ist stark kon-
serviert und kommt in allen eukaryotischen Organismen vor. Eine weitere wichtige 
Rolle spielen die Cycline (Roberts, 1993; Fisher and Nurse, 1995), die periodisch im 
Zellzyklus akkumulieren und während der Mitose wieder proteolytisch abgebaut 
werden. 
Zwei Kontrollpunkte im Zellzyklus sind bekannt, der bereits erwähnte Restriktions-
punkt in der G1-Phase sowie der Übergang von der G2-Phase zur M-Phase. p34cdc2 
(cdk1) bildet mit Cyclin B am Ende der G2-Phase einen aktiven Komplex, den MPF 
(„Maturation Promoting Factor“) (Nurse, 1975; Norbury & Nurse, 1992; Lee & 
Kirschner, 1996). MPF initiiert wahrscheinlich alle Ereignisse, die eine Interphasezelle 
zur Mitose führen, wobei noch unklar ist, ob MPF ein übergeordneter Regulator ist, der 
andere Regulatoren durch Phosphorylierung aktiviert, oder entscheidende Substrate 
direkt phosphoryliert. 

2.2 Das Ki-67 Antigen 

2.2.1 Der monoklonale Antikörper Ki-67 

1983 gelang es Gerdes et al., Mäuse gegen die Zellkerne von Hodgkin- und Sternberg-
Reed Zellen zu immunisieren. Dazu wurde Mäusen (Stamm BALB/c) ein Rohextrakt 
aus Zellkernen von L428 Zellen injiziert. Diese Zelllinie stammt von einem Patienten 
mit Morbus Hodgkin ab. Mittels der Hybridoma Technik wurden so Zellklone gewon-
nen, die Kern-spezifische Antikörper sezernierten. Der monoklonale Antikörper Ki-67 
erkannte ein Antigen, das ausschließlich in proliferierenden Zellen vorkommt (Gerdes 
et al., 1983). Das dabei erkannte Peptid wurde dementsprechend „Ki-67 Antigen“, bzw. 
nach der gängigen Nomenklatur für Proteine „pKi-67“ genannt.  

2.2.2 Die Expression von pKi-67 im Zellzyklus  

Weitere Untersuchungen zeigten, dass pKi-67 tatsächlich während des gesamten Zell-
zyklus (G1-, S-, G2- und M-Phase) nachgewiesen werden kann (Gerdes et al., 1984), 
nicht aber in ruhenden Zellen (G0-Phase; vergl. Abbildung 1). In sich permanent teilen-
den humanen MCF-7 bzw. MR65 Tumorzellen ist das Ki-67 Antigen konstitutiv nach-
weisbar (van Dierendonck et al., 1989; Verheijen et al., 1989a). Werden dagegen T-
Lymphozyten, die sich in der G0 Phase befinden, mit PHA (Phytohaemagglutinin) zur 
Proliferation stimuliert, so kann pKi-67 erst ab der späten G1-Phase (G1B) nachgewiesen 
werden (vergl. Abbildung 1). In Zellen, die unmittelbar zuvor eine Mitose abgeschlos-
sen haben, ist pKi-67 auch schon in der frühen G1-Phase (G1A) nachweisbar (Verheijen 
et al., 1989a). Diese Befunde wurden auch für aktivierte dermale Fibroblasten bestätigt 
(Kill et al., 1994). Zur Unterscheidung der frühen G1-Phase je nachdem ob sich die Zel-
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len zuvor in der G0- oder M-
Phase befanden, wurde sie ent-
weder als G1a/G1b oder als G1A 
bezeichnet. Die Behauptung, 
dass pKi-67 kontinuierlich 
während des Zellzyklus 
exprimiert wird und immer in 
der selben Konzentration vor-
liegt (Lindmo et al., 1984; 
Baisch & Gerdes, 1987), konnte 
später nicht bestätigt werden. Es 
wurde aber nachgewiesen, dass 
proliferierende Zellen bei Nah-
rungsmangel pKi-67 negativ 
werden können (Verheijen et al., 
1989b), vermutlich wegen der 
unzureichenden de novo Synthe-
se des Proteins.  

 

 
Abbildung 1: Schematische Darstellung des Zellzyk-
lus in Korrelation zur pKi-67 Expression in durch 
PHA (Phytohaemagglutinin) zur Proliferation stimu-
lierten T-Lymphozyten (nach Duchrow et al., 1994b; 
nähere Erläuterung im nebenstehenden Text). 

Zahlreiche Untersuchungen an-
derer Arbeitsgruppen ergaben, 
dass die Konzentration von 
pKi-67 während der S-Phase zu-
nimmt und sein Maximum in der 
G2/M-Phase erreicht (Sasaki et 
al., 1987; van Dierendonck et 
al., 1989; Hitchcock, 1991; 
Sawhney & Hall, 1992). Nach 

Abschluss der M-Phase nimmt die Nachweisbarkeit von pKi-67 sehr schnell ab. Einige 
Ergebnisse deuten sogar darauf hin, dass das Protein komplett abgebaut wird (Sawhney 
& Hall, 1992), bzw. zumindest darauf, dass das Epitop von Ki-67 nicht mehr 
nachweisbar ist. Es wurde daher angenommen, dass pKi-67 während der S-Phase syn-
thetisiert und dann in der G1-Phase rasch abgebaut wird.  
Nach Inhibition der Proteinsynthese mit Cycloheximid wird pKi-67 unabhängig von der 
Phase des Zellzyklus mit einer Halbwertszeit von etwa einer Stunde abgebaut (Bruno & 
Darzynkiewicz, 1992). Aus diesem Ergebnis wurde abgeleitet, dass in allen aktiven 
Phasen des Zellzyklus eine permanente de novo Synthese von pKi-67 erforderlich ist 
(Duchrow et al., 1994a). Eine Blockierung des Zellzyklus in der G1/S oder G2/M Phase 
durch Synchronisations-Inhibitoren, durch Induktion von p21(Waf1/Cip1) in einem 
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Tetracyclin-reguliertem Expressionssystem oder durch Induktion von Wildtyp-p53 und 
-p21 nach DNA-Schädigung erhöhte dagegen die Halbwertszeit von pKi-67 auf bis zu 
60 Stunden (van Oijen et al., 1998).  
Der heutigen Vorstellung zufolge nimmt die Nachweisbarkeit bzw. Konzentration von 
pKi-67 von der G1-Phase bis zur G2-Phase kontinuierlich zu und erreicht ihr Maximum 
während der Mitose (vergl. Abbildung 1: zentrale Illustration). Die höchste Nachweis-
rate für pKi-67 wird in der Metaphase erreicht und fällt dann in Ana- und Telophase bis 
zu ihrem Minimum in G1 ab. Die schnelle Abnahme in dieser Phase führte zu einer 
geschätzten Halbwertszeit des Proteins von 20 bis 90 Minuten (Ross & Hall, 1995; 
Scholzen & Gerdes, 2000), wobei unklar blieb, was mit pKi-67 während der G1-Phase 
passiert. Dem umfassendsten Modell zur Zellzyklus-abhängigen Expression von pKi-67 
zufolge (du Manoir et al., 1991), das von verschiedenen Arbeitsgruppen übernommen 
wurde (Duchrow et al., 1994a; Ross & Hall, 1995; Scholzen & Gerdes, 2000), kann 
eine Zelle zwischen den drei folgenden Pfaden wählen:  
- Der abnehmende pKi-67 Pfad: Die Zelle verläßt den Zellzyklus in Richtung Dif-

ferenzierung und degradiert dabei das Ki-67 Antigen, welches nicht in ruhenden 
Zellen vorkommt. 

- Der zunehmende pKi-67 Pfad: Eine Zelle, die sich auf dem abnehmenden Pfad be-
findet, kann restimuliert werden, tritt wieder in den Zellzyklus ein und produziert 
erneut pKi-67. 

- Der stabile pKi-67 Pfad: Die Konzentration von pKi-67 bleibt stabil, z.B. in sich 
permanent teilenden Zellen.  

Eine Erklärung für die anfänglichen Probleme bei der Beschreibung der Verteilung von 
pKi-67 in der Zelle durch unterschiedliche Autoren könnte möglicherweise in der Ver-
wendung unterschiedlicher Zelllinien und Fixierungsmethoden liegen (Scholzen & 
Gerdes, 2000). Weiterhin hängt die Nachweisbarkeit des Proteins von der Ionenstärke 
des Puffers und der DNA-Bindung des Proteins ab (Bruno et al., 1992; Lopez et al., 
1994). So reduziert z. B. die Anwesenheit von Ca2+ die Anfärbbarkeit mit MIB-1 (Shi et 
al., 1999), dem paraffingängigen Homolog zu Ki-67. Die Zugänglichkeit des Ki-67 Epi-
tops, Konformationsänderungen, supramolekulare Komplexe und die Bindung von Nu-
kleinsäuren können die Bindungsstärke der Antikörper grundsätzlich beeinflussen. Eine 
Maskierung der antigenen Determinante von pKi-67 ist vermutlich dafür mitverantwort-
lich, dass das Protein während seiner Synthese nicht im Zytosol durch Antikörper gegen 
das Epitop von Ki-67 nachweisbar ist (Braun et al., 1988). 

2.2.3 Die intrazelluläre Verteilung von pKi-67 

Schon frühe Beobachtungen ergaben, dass nicht nur die Expressionsstärke von pKi-67 
im Zellzyklus variiert, sondern auch äußerst stark die Lokalisation. Während der Inter-
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phase färbt Ki-67 nur das Nukleoplasma aber nicht das Zytoplasma und bildet dort pro-
minente Flecken. Während der Mitose werden dann die Chromosomen gefärbt (Bading 
et al., 1989). Weitere Untersuchungen ergaben folgendes Modell der Zellzyklus-abhän-
gigen Verteilung von pKi-67 (Kill, 1996): Das Protein kommt in der frühen G1-Phase in 
einer großen Anzahl diskreter Foki im Nukleoplasma vor, die in der Nähe der Kern-
lamina zu finden sind. pKi-67 verbindet sich dann bis zur Mitte der G1-Phase an genau 
determinierten Stellen mit den sich neu bildenden Nukleoli und befindet sich während 
der S- und G2-Phase im Nukleolus. Mit dem Einsetzen der Mitose ändert sich die Loka-
lisation von pKi-67 vollkommen. Der Interphasenkern bricht durch Phosphorylierung 
der Lamine zusammen und gleichzeitig kondensiert das Chromatin. Ein Teil der Kern-
proteine verteilt sich auf die Chromosomen, einige diffundieren ins Zytoplasma und 
einige Proteine verbleiben in den Nukleolären Organisations Regionen (NOR), in denen 
die rRNA Gene geclustert sind und postmitotisch die neuen Nukleoli entstehen (Gautier 
et al., 1992).  
Präzise Untersuchungen zur Verteilung von pKi-67 während der Mitose (van 
Dierendonck et al., 1989; Verheijen et al., 1989a; Verheijen et al., 1989b) ergaben, 

dass pKi-67 in der Prophase, wenn die Kondensation der Chromosomen noch nicht be-
endet ist, netzartig über den Kern verteilt ist. Dieses Netz ist mit dem Chromatin asso-
ziiert. In der Metaphase bildet pKi-67 ein wirkliches Netz mit interdigitierenden Fibril-
len um die Chromosomen. In der Anaphase und Telophase erscheint das Netz zuneh-
mend granulär (van Dierendonck et al., 1989; Verheijen et al., 1989a; Verheijen et al., 
1989b). In der späten Telophase bildet pKi-67 dann die schon zuvor beschriebenen 
Foki, die aggregieren und mit den sich neu bildenden Nukleoli der Tochterzellen asso-
ziieren (Kill et al., 1994). Diese Beobachtungen wurden noch dadurch ergänzt, dass 
pKi-67 während der Meta- und Anaphase hauptsächlich in den kortikalen Regionen der 
Chromosomen vorkommt, wo später die pränukleolären Körperchen und damit die 
Nukleoli entstehen (Verheijen et al., 1989a; Verheijen et al., 1989b). 

2.2.3.1  Die Lokalisation von pKi-67 im Nukleolus 

Die ubiquitär in den Kernen eukaryotischer Zellen vorkommenden Nukleoli (Kern-
körperchen) haben als Hauptaufgabe die Herstellung der Prä-Ribosomen, die dann 
später im Zytoplasma zu reifen Ribosomen assembliert werden. Die aus zwei Unterein-
heiten zusammengesetzten Ribosomen enthalten neben ribosomalen Proteinen riboso-
male RNA (rRNA), die sogenannten „großen“ rRNAs (28 S, 18 S und 5,8 S), sowie die 
„kleine“ rRNA (5 S). Da die großen rRNAs innerhalb der Nukleoli transkribiert werden, 
sind die Kernkörperchen räumlich eng mit den rRNA Genen (rDNA) verbunden, die in 
Clustern angeordnet sind. Jedes Cluster enthält je ein Gen für die 28 S, 18 S und 5,8 S 
rRNA, das als „Precursor“-rRNA (pre-rRNA) einschließlich sogenannter „Spacer“ 
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transkribiert wird. Die pre-rRNAs werden in den Nukleoli mit Hilfe nukleolärer 
Proteine, Nukleasen und kleiner ribonukleärer Partikel (RNPs), die sno-RNA (small 
nucleolar RNAs) enthalten, zu den reifen rRNAs prozessiert. In den Nukleoli befinden 
sich neben ribosomalen Proteinen auch transient mit den Prä-Ribosomen assoziierte 
Proteine sowie nukleo-zytoplasmatische Trägerproteine. Zusätzlich ist das Kernkörper-
chen an der Biogenese einiger nicht-ribosomaler RNAs beteiligt und steht im Zusam-
menhang mit einigen für den Zellzyklus spezifischen Antigenen, deren genaue 
Wechselwirkungen aber noch unbekannt sind (Lyon & Lamond, 2000). 
In ruhenden und proliferierenden Zellen sind die Nukleoli grundsätzlich gleich aufge-
baut (Schedle et al., 1992). Sie bestehen aus drei Regionen, der fibrillären (FC), der 
dichten fibrillären (DFC) sowie der granulären (GC) Komponente (Stoykova et al., 
1985; Scheer & Weisenberger, 1994):  
- Die fibrilläre Komponente (FC) befindet sich im Zentrum des Nukleolus und ent-

hält das r-Chromatin (tandemartig angeordnete, mit Histonen assoziierte rDNA). In 
der FC befinden sich weiterhin Proteine, die an der Transkription der rDNA betei-
ligt sind: RNA Polymerase I, Topoisomerase I und der Transkriptionsfaktor UBF. 
Dieser Teil des Nukleolus bleibt auch während der Mitose erhalten und ist als NOR 
(Nukleoläre Organisations Region) bekannt. Die in dieser Region enthaltenen Pro-
teine können leicht mit Hilfe einer Silber-Färbung dargestellt werden (Ag-NOR). 
Die NORs, deren Anzahl speziesabhängig ist, sind in der späten Telophase die Aus-
gangspunkte für die Reformation der Nukleoli. Beim Menschen existieren zehn 
NORs, die auf den akrozentrischen Chromosomen sitzen (Schedle et al., 1992). Die 
sich neu bildenden Nukleoli verschmelzen normalerweise zu einem einzigen 
Nukleolus,  es können sich aber auch mehrere bilden. 

- In der dichten fibrillären Komponente (DFC) des Kernkörperchens werden die Prä-
Ribosomen zusammengebaut. Die rDNA wird an der Grenze zwischen der FC und 
der DFC transkribiert, wobei die pre-rRNAs von der fibrillären in die dichte fibril-
läre Region hinein synthetisiert werden (Hozak et al., 1994; Hozak, 1995). In der 
dichten fibrillären Komponente werden dann die rRNAs einschließlich der 5S 
RNA, die außerhalb der Nukleoli von der RNA Polymerase III transkribiert wird 
(Hozak, 1995), mit den ribosomalen Proteinen zu den Prä-Ribosomen assembliert 
(Stoykova et al., 1985; Scheer & Weisenberger, 1994).  

- Über die granuläre Komponente (GC) werden die fast reifen Prä-Ribosomen 
schließlich in das Zytoplasma transportiert.  

Ein funktioneller Zusammenhang zwischen  pKi-67 und den Nukleoli kann schon allein 
aufgrund der Lokalisation vermutet werden, weil das Protein - außer in der Mitose – 
permanent mit der DFC dieser Organellen assoziiert ist (Verheijen et al., 1989a). Durch 
Vergleich der Verteilung bekannter Proteine im Nukleolus mit der Lokalisation von 
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Abbildung 2: Lokalisation von pKi-67 in der dichten 
fibrillären Komponente (DFC) in einem Fibrillarin 
defizienten Teil des Nukleolus. GC: granuläre 
Komponente; FC: fibrilläre Komponente; RNA Pol I: RNA 
Polymerase I. (Schematische Darstellung nach Kill,1996b) 

pKi-67 konnte mit Hilfe 
konfokaler Laserscan-
Mikroskopie gezeigt 
werden (Kill, 1996), dass 
pKi-67 nicht in 
Bereichen zu finden ist, 
in denen sich RNA Poly-
merase I oder Fibrillarin 
befinden (vergl. Abbil-
dung 2). Lediglich eine 
partielle Kolokalisation 
mit B23/Nukleophosmin 
wurde beobachtet, das 

RNA bindet und an der Strukturbildung der prä-ribosomalen Partikel beteiligt ist. Die 
Zerstörung der Nukleoli durch Zugabe von Aktinomycin D, eines Basenanalogons (z. 
B. DRB; 1,4-Dideoxy-1,4-Imino-D-Ribitol) oder eines Antikörpers gegen RNA 
Polymerase I führt zu einer Translokation von pKi-67 zu nukleoplasmatischen Foki. 
Während die Kolokalisation mit B23/ Nukleophosmin erhalten bleibt, ist das Protein 
weiterhin nicht in Regionen mit RNA Polymerase I und Fibrillarin zu finden. Daraus 
kann gefolgert werden, dass pKi-67 in der DFC in einem Fibrillarin defizienten Teil des 
Kompartiments am Übergang zur granulären Komponente des Nukleolus lokalisiert ist.  

2.2.3.2  Die Translokation von pKi-67 in die perichromosomale Scheide 

Zu Beginn der Mitose werden die Strukturen des Zellkerns und der Nukleoli aufgelöst 
und müssen später in den sich trennenden Tochterzellen jeweils wieder neu formiert 
werden. Nach dem Zusammenbruch der Kernlamina und Desintegration der Nukleoli 
verteilt sich ein Teil der nukleolären Peptide im Zellplasma mit dort bislang unbekann-
ter Funktion. Andere nukleoläre Proteine, darunter Fibrillarin, B23/Nukleophosmin,  
einige ribosomale Proteine sowie pKi-67 streben nach massiver Phosphorylierung in die 
Peripherie der kondensierenden Chromosomen (Hernandez-Verdun, 1991) und bilden 
dort zusammen mit Peptiden der nukleären Matrix und einigen RNA-Molekülen die 
sogenannte perichromosomale Scheide (vergl. Abbildung 3). Diese Scheide, die die 
Chromosomen wie ein Handschuh umgibt, ist vermutlich an der Organisation der Chro-
mosomen beteiligt und könnte als provisorische Kernhülle eine Barriere gegen zyto-
plasmatische Proteine bilden. Gleichzeitig werden die Proteine der perichromosomalen 
Scheide zu gleichen Teilen auf die Tochterzellen aufgeteilt.  
Aufgrund der Kolokalisation von pKi-67 und der Topoisomerase II in der perichromo-
somalen Scheide (MacCallum & Hall, 2000b) wurde ein funktioneller Zusammenhang 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der perichromo-
somalen Scheide (nach Hernandez-Verdun, 1991; 
Hernandez-Verdun & Gautier, 1994). 

zwischen beiden Proteinen 
vermutet (Verheijen et al., 
1989b). Diese Hypothese 
fand zwar dadurch Unter-
stützung, dass sich die räu-
mliche Verteilung von 
pKi-67 stark von der der 
Onkogene c-myc und c-
myb oder RNA Polyme-
rase I und II, DNA Poly-
merase α  sowie den he-
terogenen nukleären Ribo-
nukleoproteinen (hnRNPs) 
unterschied (Bading et al., 

1989), sie konnte allerdings nicht verifiziert werden. 

2.3 Die klinische Relevanz des Ki-67 Antigens 

Für die Tumorforschung ist die Untersuchung der Proliferation somatischer Zellen von 
elementarem Interesse. Zum einen liegt in der unkontrollierten Zellteilung einer der 
Schlüssel für die Tumorentstehung, zum anderen wird in der Routinediagnostik die 
quantitative Erfassung der Zellproliferation benötigt, um das biologische Verhalten von 
Neoplasien zu prognostizieren.  
Die Zellteilungsrate, bzw. die Ermittlung der Wachstumsfraktion der Tumorzellen, 
dient oft als Gradmesser für die Malignität eines Tumors. In der "klassischen" histo-
pathologischen Tumordiagnose werden die Zellteilungsraten bzw. –indices anhand der 
sich in Mitose befindlichen Zellen bestimmt. Da diese Bestimmung jedoch sehr 
zeitaufwendig ist, wurde nach einfach einzusetzenden immunhistologischen  
"Proliferationsmarkern" gesucht. Einen solchen geeigneten Marker stellt der 
monoklonale Antikörper Ki-67 dar. Wie bereits beschrieben, konnte am Beispiel von 
PHA-stimulierten peripheren Lymphozyten gezeigt werden, dass die Expression des Ki-
67 Antigens 24 bis 36 h nach der Aktivierung der Zellen mit PHA nachweisbar ist 
(vergl. Abbildung 1). Weiterhin konnte in einem experimentellen "Tumor Xenograft 
Modell" gezeigt werden, dass der Index, der mit monoklonalen Antikörpern gegen das 
Ki-67 Antigen bestimmt wurde, exakt mit der Wachstumsfraktion korreliert 
(McCormick et al., 1993). In der histopathologischen Routine-Diagnostik ist es daher 
möglich, mit Hilfe von monoklonalen Antikörpern gegen das Ki-67 Antigen schnell und 
reproduzierbar die Wachstumsfraktion einer humanen Zell-Population 
immunhistologisch zu bestimmen (Brown & Gatter, 1990; Gerdes, 1990). 
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Zahlreiche retrospektive Studien zeigten, dass die Determinierung der Wachstumsfrak-
tion mit Ki-67 tatsächlich ein unabhängiger prognostischer Marker ist (Gerdes et al., 
1987; Grogan et al., 1988; Hall et al., 1988; Bouzubar et al., 1989; Holte et al., 1989; 
Nicholson et al., 1991; Tungekar et al., 1991; Wintzer et al., 1991; Fontana et al., 1992; 
Locker et al., 1992). In vielen Tumorentitäten, die untersucht wurden (vergl. Tabelle 1), 
besteht eine signifikante Korrelation zwischen den Mittelwerten des MIB-1 Markie-
rungsindex (prozentualer Anteil pKi-67 exprimierender Zellen) und der histopathologi-
schen Malignitätseinschätzung, wobei jedoch die individuellen Werte innerhalb der his-
topathologisch definierten Tumorstadien stark variieren. Aus diesem Grund sollte die 
Bestimmung der Tumor-Wachstumsfraktion mit pKi-67 eine objektive Hilfe zur Beur-
teilung eines Tumorfalls und von besonderer Bedeutung für die Auswahl einer individu-
ellen Tumortherapie sein.  
In Tabelle 1 werden drei Gruppen definiert, welche sich durch die prognostische Aus-
sagekraft von pKi-67 bei verschiedenen malignen Erkrankungen unterscheiden. Beim 
Mammakarzinom existiert z.B. eine signifikante statistische Korrelation des Ki-67 bzw. 
MIB-1 Markierungsindex mit klinischen Parametern und Überleben. Dies ist jedoch den 
meisten Publikationen zufolge nicht für das kolorektale Karzinom beschrieben worden. 
 
 
Tabelle 1: Relevanz des Ki-67 bzw. MIB-1 Markierungsindex in Bezug auf die Prog-
nose bei verschiedenen Tumorentitäten (modifiziert nach Brown & Gatter, 2002). 
 
Tumorentität Anzahl der Studien mit 

prognostischem Wert* 
Anzahl der Studien ohne 
prognostischen Wert* 

I    (>75 % der Studien mit prognostisch positivem Wert von pKi-67) 
Mammakarzinom  23 1 
Weichteiltumore  11 3 
Bronchialkarzinom 10 2 
Astrozytom  6 0 

 
II    (25 %-75 % der Studien mit prognostisch positivem Wert von pKi-67) 

Cervixkarzinom  5 6 
Prostatakarzinom  15 7 

 
III    (< 25 % der Studien mit prognostisch positivem Wert von pKi-67) 

Kolorektale Karzinome 2 10 
*Der prognostische Wert basiert auf statistisch signifikanten Korrelationen zwischen 
pKi-67 Expression und den erhobenen klinischen Parametern. 
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3 Bestimmung der molekularen Struktur von pKi-67 (OA 1 
und OA 2) 

Aufbau und molekulare Struktur des Antigens, das durch den monoklonalen Antikörper 
Ki-67 spezifisch gebunden wird, waren zunächst nicht bekannt und mussten daher erst 
aufgeklärt werden. Das Ki-67 Antigen, das nach der gängigen Nomenklatur für Proteine 
„pKi-67“ genannt wird, ist als sehr fragil beschrieben worden (Bruno & Darzynkiewicz, 
1992). Da keine Methodik zur Darstellung dieses Proteins bekannt war, sollte zunächst 
das Gen, das für dieses Antigen kodiert, mit Hilfe der Klonierung und Sequenzierung 
identifiziert und charakterisiert werden.  

3.1 Immunklonierung der pKi-67 cDNA 

Um die pKi-67 mRNA zu klonieren, wurde eine Lambda gt11 Expressions-Bibliothek 
(Genbank) aus cDNA (transkribierte mRNA) der humanen Zelllinie IM9 nach entspre-
chender Ausplattierung und Blotten auf eine Nitrozellulose-Membran mit Hilfe des 
monoklonalen Antikörpers Ki-67 auf spezifische Bindung untersucht („Immunoscree-
ning Methode“; vergl. OA 1 sowie Gerdes et al., 1991). Von 2*106 Plaques verschiede-
ner Lamda gt11-Klone konnten zehn positiv mit dem Antikörper reagierende Klone iso-
liert werden. Die Bereiche der Lambda-DNA, die die cDNA-Insertionen enthielten, 
wurden in den DNA-Einzelstränge generierenden Vektor M13mp18/19 umkloniert und 
mit Hilfe der Methode nach Sanger (Sanger et al., 1977) sequenziert, zunächst mittels 
radioaktiver Markierung und anschließender manueller Auswertung, später mit Hilfe 
eines automatischen Laser-Fluoreszenz-Sequenziergerätes („ALF“, Pharmacia, Upsala, 
Schweden). Die Sequenzanalysen wurden mit Hilfe eines Computerprogrammes 
(„MicroGenie Rel 7.1“, Beckmann Instruments, USA) untereinander sowie mit den 
Genbank-Sequenzen verglichen und analysiert. Überraschenderweise enthielten alle 
Insertionen dieser Klone homologe, repetitive Elemente von ca. 366 bp Länge, die sog. 
„Ki-67 Tandem-Repetitionen“. Jede dieser Repetitionen enthielt wiederum ein hoch-
konserviertes 66 bp langes Motiv, das sog. „Ki-67 Motiv“. Diese Sequenzen zeigen 
allerdings keine signifikanten Homologien mit den in Datenbanken (EMBL; GenBank) 
gespeicherten Sequenzen. Es ist daher davon auszugehen, dass pKi-67 zu einer eigenen 
Klasse von Proteinen gehört. 
Unter den zehn unabhängig isolierten Klonen befand sich mehrmals ein bestimmtes 
1092 bp großes Fragment. Nach der Umklonierung eines der 1092 bp großen Inserts in 
allen drei Leserastern in Expressionsvektoren (pEV-vrf 1, 2, 3) (Crowl et al., 1985) und 
Expression der Plasmide in Bakterien (Escherichia coli) wurden die rekombinanten 
Proteine isoliert. Anhand von Immun-Blots konnte demonstriert werden, dass die im 
richtigen Leseraster exprimierten Fragmente wiederum mit dem monoklonalen Antikör-
per Ki-67 reagierten (Gerdes et al., 1991). Northern Blot Analysen zeigten, dass das 
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1092 bp große Fragment mit über 9 kb großen mRNA-Molekülen aus proliferierenden 
Zellen hybridisierte (vergl. OA 1: Fig. 5), nicht jedoch mit mRNA-Molekülen aus 
ruhenden (G0-Phase) Zellen (Gerdes et al., 1991). Mit Hilfe des gleichen cDNA-Frag-
mentes konnte das Gen auf dem Chromosom 10q25-ter lokalisiert werden (Fonatsch et 
al., 1991). Dieses Ergebnis bestätigte eine frühere Arbeit (Schonk et al., 1989), in der 
gezeigt wurde, dass nur solche Mensch-Hamster-Hybridzellen pKi-67 produzierten, die 
das menschliche Chromosom 10 enthielten. Die exakte Lokalisierung auf Chromosom 
10q26.2 von Position 128966120 bp bis 128936575 bp (in umgekehrter Orientierung) 
wurde später durch die vollständige Sequenzierung des humanen Genoms bestätigt 
(McPherson et al., 2001).  
Aus der im Northern Blot ermittelten Größe der mRNA konnte geschlossen werden, 
dass das Protein ungewöhnlich groß sein musste. Bei einer kodierenden mRNA von ca. 
9-10 kb ist ein Molekulargewicht der translatierten Polypeptidkette von 300 bis 400 
kDa anzunehmen. Mit Hilfe einer einfachen, schnellen Protein-Präparationsmethode 
sowie einem für große Proteine geeigneten Immun-Blot konnte das native Ki-67 Protein 
schließlich aus Lysaten proliferierender Zellen als Doppel-Bande mit apparenten Mole-
kulargewichten von 345 kD bzw. 395 kD dargestellt werden (vergl. OA 1: Fig. 6). Das 
hierzu verwendete Solubilisierungsprotokoll eignete sich aber leider nicht zur weiteren 
Anreicherung des Proteins, u.a. weil es eine Denaturierung in SDS-haltigem Puffer ein-
schloss. 
Da es sich bei den durch die Immunklonierung identifizierten Fragmenten um homologe 
bzw. identische Fragmente handelte, die sich aber nicht überlappten, wurden weiter-
führende Strategien angewendet, um die vollständige cDNA mit einer vermuteten 
Gesamtgröße von über 9 kbp zu isolieren. Zunächst wurde das 1092 bp große Fragment 
(s.o.) als Hybridisierungssonde zum erneuten "Screening" der Lambda gt11 cDNA-Bib-
liothek (s.o.) verwendet. Dadurch konnten zwei weitere Klone mit homologen Sequen-
zen zu den Ki-67 Tandem-Repetitionen isoliert werden (vergl. OA 1). Von den insge-
samt fünf klonierten Fragmenten mit einer Länge von zusammen über 5000 bp über-
lappten aber nur zwei, so dass wir zu diesem Zeitpunkt nicht sicher sein konnten, ob die 
Fragmente ausschließlich zu einer einzigen cDNA gehörten. Mit Hilfe der reversen 
Transkription und der Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) gelang es uns dann, die 
fehlenden Abschnitte zwischen den Klonen zu amplifizieren. Die 5' und 3' Enden der 
cDNA konnten wir schließlich durch "Anker-Primer PCR-Methoden", insbesondere 
durch die RACE-PCR ("Rapid Amplification of cDNA Ends") (Frohman et al., 1988) 
isolieren (vergl. OA 1). 
Zur genauen Ermittlung der Transkriptions-Startstelle wurden das 5’ Ende der pKi-67 
cDNA mit Hilfe der RACE-PCR und drei unterschiedlichen Primern (Positionen: 644-
633, 347-365 und 118-138 bp) amplifiziert, kloniert und sequenziert. Von insgesamt 20 
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analysierten Sequenzen hatten zwölf identische 5’ Enden, während acht verkürzten 
Fragmenten entsprachen, die vermutlich durch unvollständige reverse Transkription der 
mRNA entstanden waren. Im Vergleich zur Sequenz der genomischen DNA (vergl. 3.2) 
war die erste Base am 5’ Ende der mRNA nicht identisch, da hier ein „C“ anstelle eines 
„T“ festgestellt wurde. Diese zusätzliche Base könnte durch posttranskriptionale Modi-
fikation („capping“) entstanden sein. Aus diesem Grunde wurde der Startpunkt der 
Transkription (Position 1) an der ersten übereinstimmenden Position zwischen cDNA 
und genomischer DNA festgelegt. Die Richtigkeit dieser Bestimmung wurde mittels 
PCR bestätigt, da alle Versuche zur Amplifikation von cDNA mit Primerpaaren, die je-
weils vor bzw. nach dem Startpunkt der Transkription spezifisch an die genomische 
DNA binden können, erfolglos blieben. 
Die vollständige cDNA hat eine Länge von 12.515 bp (EMBL-ID: „HSMKI67“ / AC: 
„X65550“; http://srs.embl-heidelberg.de). Überraschenderweise konnten wir eine 
zweite cDNA mit einer Länge von 11.435 bp isolieren (EMBL-ID: „HSMKI67A“ / AC: 
„X65551“), die sich von der 12,5 kbp cDNA durch die Abwesenheit eines vollständigen 
Exons von 1080 bp Länge (Exon 7) unterscheidet (vergl. OA 1: Fig. 3). Mit Hilfe der 
RT-PCR konnte gezeigt werden, dass beide mRNA-Formen in proliferierenden Zellen 
exprimiert werden.  
Am 3’ Ende der pKi-67 mRNA (strangabwärts nach dem Stopp-Kodon) konnten mehre-
re Konsensus-Sequenzen des sog. „Polyadenylierungssignals“ lokalisiert werden (vergl. 
OA 1: Fig. 3). Mit Hilfe der 3’RACE-PCR wurden dementsprechend drei unterschied-
liche Polyadenylierungsstellen identifiziert (vergl. OA 1: Fig. 2). Durch Northern-Blots 
konnten die entsprechenden, unterschiedlich langen mRNA-Spezies visualisiert werden 
(vergl. OA 1: Fig. 5).   

3.2  Klonierung des kompletten pKi-67 Genlokus 

Zur Charakterisierung der gesamten Genstruktur einschließlich des Promotors und aller 
Introns wurde der gesamte genomische DNA-Abschnitt, der für das pKi-67 Gen kodiert, 
kloniert und sequenziert. Für die Klonierung der pKi-67 Introns  wurden verschiedene 
PCR-Techniken eingesetzt. Das pKi-67 Gen enthält insgesamt 14 Introns (vergl. OA 2). 
Introns mit einer Größe unter 2 kbp (Introns Nr. 1,3 und 6 bis 14) wurden durch Intron-
überspannende PCR mit genomischer DNA, die aus IM9-Zellen isoliert wurde, und 
Intron-flankierenden cDNA-Primern amplifiziert. Die größeren Introns 2, 4 und 5 sowie 
die 3’ und 5’ flankierenden Abschnitte vor dem ersten bzw. nach dem letzen Exon 
wurden mit Hilfe inverser PCR-Techniken amplifiziert („genomic walking“) (Triglia et 
al., 1988). Die Amplifikate wurden in M13mp18/19 kloniert und die isolierten M13-
Einzelstrang-DNAs mit Hilfe eines automatischen Laser-Fluoreszenz-Sequenziergerätes 
(ALF, Pharmacia, Upsala, Schweden) sequenziert. Die gesamte Sequenz, die aus allen 
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15 Exons und 14 Introns durch Sequenz-Abgleich („alignment“) konstruiert wurde, 
umfasste 29.627 bp. Einschließlich eines 74 bp großen Fragmentes der 5’ Region sowie 
264 bp aus der 3’Region wurden 29.965 bp des chromosomalen Genabschnitts von 
pKi-67 sequenziert (EMBL-ID: „HSAMAK67“ / AC: „X74107“; http://srs.embl-
heidelberg.de).  
Zur Klonierung eines größeren Abschnitts des Promotors im 5’ flankierenden Bereich 
wurde eine Hybridisierungssonde aus dem 5’ Bereich von pKi-67 zum "Screening" 
einer Bibliothek des Vektors „EMBL“ mit genomischen DNA aus der humanen 
Zelllinie HeLaS3 verwendet. Dadurch konnte ein mit der Hybridisierungssonde 
überlappender Klon von 14.041 bp Länge isoliert werden, der insgesamt 11.797 bp 
strangaufwärts („upstream“) vom 5’ Ende enthielt (EMBL-ID: „HSKI67“ / AC: 
„X94762“). Zusammen mit allen Exons und Introns sowie der 3’ flankierenden Region  
wurden insgesamt 41.688 bp des chromosomalen Genabschnitts von pKi-67 ermittelt.   

3.3  Sequenz-Analysen der pKi-67 mRNA und der abgeleiteten Peptid-Sequenz 

Das erste Startkodon („ATG“) für die Translation der pKi-67 mRNA liegt im zweiten 
Exon (Position 197 bp relativ zur cDNA). Der gesamte offene Leserahmen hat eine 
Länge von 9.768 (Exon 2 bis 15) bzw. 8.688 bp (Exon 2 bis 15 ohne Exon 7). Die bei-
den Isoformen der aus ihnen abgeleiteten pKi-67 Peptid-Sequenzen haben kalkulierte 
Molekulargewichte von 358.761 Da und 319.508 Da mit isoelektrischen Punkten bei 
pI=9,87 bzw. pI=9,94. Die Proteine sollten daher unter physiologischen Bedingungen 
stark positiv geladen sein; sie enthalten einen hohen Anteil an zufällig verteilten Lysin-
Aminosäuren (11,4 %). Der ebenfalls ungewöhnlich hohe Gehalt an zufällig verteilten 
Prolin-Aminosäuren (8,2 %) lässt vermuten, dass das Protein keine ausgeprägten alpha-
helikalen Domänen besitzt. Das von 13. Exon kodierte Zentrum beider Isoformen ent-
hält alle sechzehn aneinandergereihten Ki-67 Tandem-Repetitionen, die zwischen 42 % 
und 62 % identische Aminosäuren mit der 122 Aminosäuren langen Konsensus-Se-
quenz aufweisen (vergl. OA 1: Fig.3). Die 22 Aminosäuren der hochkonservierten 
Ki-67 Motive innerhalb dieser Repetitionen sind zu 71 % bis 100 % identisch. Obwohl 
es wahrscheinlich ist, dass die Repetitionen durch Tandem-Duplikationen entstanden 
sind, lässt sich dafür kein Beweis aus den Sequenzen selbst ableiten. Derartige Repeti-
tionen und Motive, die innerhalb der pKi-67 cDNA ungefähr zwei Drittel der gesamten 
Sequenz bilden, wurden bislang bei keinem anderen Protein beschrieben, mit Ausnahme 
des aus der in trockenen Halbwüstengebieten lebenden Kängururatte isolierten 
„chmadrin“-Proteins (Takagi et al., 1999), einem möglichen pKi-67 Equivalent dieser 
Spezies. Darüber hinaus konnten keine signifikanten Homologien zu bekannten Sequen-
zen bzw. zu Domänen anderer Proteine gefunden werden (Sequenzvergleich mit den in 
Gendatenbanken EMBL bzw. GenBank gespeicherten Sequenzen durch das Programm 
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„BLAST“; http:// www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ Blast.cgi). Lediglich eine FHA („Fork-
head-associated“) -Domäne  konnte mit Hilfe besonderer Suchalgorithmen für Konsen-
sus-Sequenzen in der aminoterminalen Region von pKi-67 zwischen den Aminosäuren 
26 und 76 lokalisiert werden (Hofmann & Bucher, 1995). FHA-Domänen wurden in 
einer Reihe von Proteinen gefunden, die in der Regulation des Zellzyklus involviert 
sind (z.B. DUN1 und RAD53 Protein Kinase aus Saccharomyces cerevisiae). Eine 
Funktion konnte dieser Domäne aber nicht zugeordnet werden. Auf den beiden 
Isoformen des Peptids sind außerdem insgesamt zehn Kern-Ziel-Erkennungssequenzen 
("nuclear targeting sites") (Chelsky et al., 1989; Silver, 1991) verteilt angeordnet, 
darunter acht sogenannte "bipartite nuclear targeting sites" (Dingwall & Laskey, 1991), 
die deutlich zeigen, dass das Ki-67 Protein aktiv in den Zell-Kern transportiert wird. 
Am C-terminalen Ende der Peptid-Sequenzen wurde eine potentielle ATP/GTP-
Bindungsstelle des Motivs A ("P-Loop") identifiziert, die auf eine mögliche Kinase-
Aktivität des Ki-67 Proteins hinweist. Über 200 potentielle Phosphorylierungs-Stellen 
(143 Phosphokinase C-, 89 Caseinkinase II- und zwei Tyrosinkinase-Stellen), 19 N-
Myristoylierungs- und drei Amidierungs-Stellen weisen auf eine vermutlich starke post-
translationale Modifizierung des Proteins hin. 10 starke und 40 schwache sog. P-E-S-T 
Sequenzen, die als potentielle Erkennungssequenzen für den Ubiquitin- und Proteasom-
abhängigen Abbau kurzlebiger Proteine dienen (Rogers et al., 1986) (vergl. OA 1: Fig. 
3), könnten eine Erklärung für die relativ kurze biologische Halbwertszeit und Labilität 
des Ki-67 Proteins bieten (Bruno & Darzynkiewicz, 1992). 
Wie bereits erwähnt, kodiert das zentrale Exon 13 für sechzehn aneinander gereihte 
Ki-67 Tandem-Repetitionen von ca. 122 Aminosäuren Länge, die jeweils ein stark kon-
serviertes, 22 Aminosäuren langes Ki-67 Motiv enthalten. Das Ki-67 Motiv ist offen-
sichtlich stark immundominant, da es die Epitope des originalen monoklonalen Antikör-
pers Ki-67, verschiedener Ki-67 äquivalenter monoklonaler Antikörper (Key et al., 
1992) sowie einer Reihe neuer monoklonaler Antikörper (MIB-1, MIB-2 und MIB-5) 
(Key et al., 1993b; Kubbutat et al., 1994) enthält, die durch Immunisierung mit dem re-
kombinant exprimierten 1092 bp Fragment (vergl. 3.1) hergestellt wurden. Da das 
Ki-67 Antigen auch in anderen Spezies als Homo sapiens sapiens mit Antikörpern 
gegen das Ki-67 Motiv nachgewiesen wurde (Falini et al., 1989), ist das Ki-67 Motiv 
wahrscheinlich eine wichtige Struktur zur Einleitung oder Aufrechterhaltung der Mitose 
in eukaryotischen Zellen. Computer-Vorhersagen der dreidimensionalen Struktur des 
Ki-67 Motivs, die mit verschiedenen Programmen durchgeführt wurden, ergaben 
wiederholt  eine Alphahelix (OA 1). Die sechzehn Alphahelices der Ki-67 Motive 
haben eine typisch amphophile Struktur, wie die Anordnung der geladenen und 
ungeladenen Aminosäuren zeigt: TPKEKAQALEDLAGFKELFQTP (geladene 
Aminosäuren sind unterstrichen; Epitop-Bereich von Ki-67 {FKEL} bzw. MIB-1 
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{FKELF} ist hervorgehoben). Es ist daher naheliegend zu spekulieren, dass das Ki-67 
Motiv für Wechselwirkungen mit anderen Makro-Molekülen oder Membranstrukturen 
verantwortlich ist (Duchrow et al., 1994b; Duchrow et al., 1995). 

3.4 Sequenz-Analyse der pKi-67 Intron-Exon Struktur  

Die genomische Struktur des pKi-67 Gens zusammen mit den Größenangaben zu allen 
Introns und Exons sowie die Sequenzen der Intron-Exon Übergänge („intron splice 
acceptor“ und „intron splice donor“) sind in Abbildung 4 sowie im Anhang (vergl. OA 
2: Fig. 2 und 4) dargestellt. Die pKi-67 Spleiß-Acceptor bzw. -Donor Sequenzen 
stimmen gut mit den dafür beschriebenen Konsensus-Sequenzen überein (Padgett et al., 
1986). Potentielle Verzweigungssignale („branch-sites“) (Breathnach & Chambon, 
1981) wurden, mit Ausnahme der Introns 7 und 10, jeweils 25 bis 60 bp strangaufwärts 
in den Spleiß-Acceptor-Sequenzen identifiziert. Während Intron 6 drei potentielle Ver-
zweigungssignale hat, verfügt Intron 7 nur über eine in unmittelbarer Nähe zu Exon 7. 
Diese ungewöhnliche Anordnung steht möglicherweise in Zusammenhang mit dem 
alternativen Spleißen von Exon 7, durch das es bei ungefähr jedem zweiten mRNA 
Molekül exkludiert wird.   

 

Abbildung 4: Struktur und exakte Lokalisation des pKi-67 Gens (MKI67) auf 
Chromosom 10q26.2 (schematische Darstellung nach „automatic annotation on 
eukaryotic genomes“, Ensembl joint project EMBL - EBI and the Sanger Institute, 
Wellcome Trust Genome Campus Hinxton, Cambridge, UK; 
http://www.ensembl.org) unmittelbar neben dem Gen PTPRE („protein tyrosine 
phosphatase, receptor type, epsilon“). 
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Durch Homologievergleiche (BLAST; http://www.ncbi.nlm.nih.gov /blast /Blast.cgi) 
der Sequenz: X74107 (vergl. 3.2) mit den in den Gendatenbanken (EMBL; GenBank) 
gespeicherten Sequenzen konnten mehrere der sog. hoch-repetitiven „Alu“-Kasetten in 
den folgenden Introns identifiziert werden: drei in Intron 4 (5760-6072 bp), drei in In-
tron 5 (7850-8164 und 9339-9651 bp) sowie ein kurzer Abschnitt in Intron 11 (15155-
15206 bp). Solche Alu-Kasetten kommen relativ häufig in intergenischen Sequenzen 
des humanen Genoms vor und sind als typisch für alle Primaten beschrieben worden 
(Schmid, 1996; Schmid, 1998). Weitere Homologien wurden nicht ermittelt. Ein beson-
derer Bereich von Exon 4 (4645-4984 bp) weist nur einen GC-Gehalt von 11,5 % auf. 
Dieser Bereich, der fast ausschließlich A- und T-Basen enthält, ist in sich gleichzeitig 
direkt und invers wiederholt. Wegen der alternierend auftretenden Purin- bzw. Pyrimi-
din-Basen könnte dieser Bereich die Konformation einer sog. „Z-Form“ DNA anneh-
men (Vorlickova & Kypr, 1985). 

3.5  Sequenz-Analysen der 5’ flankierenden Region und des Promotors von pKi-67  

Der Promotor definiert den Ort und die Häufigkeit der Transkription (mRNA-Synthese) 
eines Gens. Der unmittelbare DNA-Bereich um die Transkriptions-Startstelle bildet bei 
den Eukaryonten den basalen Promotor, d.h. die Bindungsstellen für die RNA-Polyme-
rase II sowie für „generelle Transkriptionsfaktoren“. Zwischen Position –30 und –25 bp 
(relativ zur Transkriptions-Startstelle) befindet sich häufig die sog. „TATA“-Box (Kon-
sensus-Sequenz: 5’-TATAAA-3’), ungefähr bei Position –70 bp die sog. „CCAAT“-
Box (Konsensus-Sequenz: 5’-GGCCAATCT-3’) sowie zwischen –60 bis –100 bp sog. 
„GC“-Boxen (Konsensus-Sequenz: 5’-GGGCGGG-3’) (Bucher & Trifonov, 1986; 
Bucher, 1990).  
Unmittelbar vor dem Transkriptions-Initiationspunkt (vergl. 3.1) von pKi-67 zwischen 
Position -1 und -6 befindet sich ein sog. Cap-Signal („cap-signal for transcription initia-
tion“; Konsensus-Sequenz: 5’-C-A-N-C/T-C/T-C/T -3’) (Bucher, 1990), dessen Vor-
handensein ein wichtiges Kriterium für den Startpunkt der Transkription darstellt. Der 
pKi-67 Promotor enthält weiterhin wahrscheinlich ein sog. „Inr“-Element (Initiator-Ele-
ment), da der Vergleich des Transkriptionsstarts des pKi-67 Gens mit der Konsensus-
Sequenz  von Inr für Säugetiere (C/T-C/T-A(+1)-N-T/A-C/T-C/T) eine Übereinstim-
mung von 57 % ergibt. Inr-Regionen können den exakten Startpunkt der Transkription 
determinieren und zusammen mit TATA-Boxen die Stärke des Kernpromotors modifi-
zieren (Smale, 1997). Die Funktion der Inr-Elemente ist der Funktion der TATA-Box 
gleichwertig, jedoch in ihrer Funktion nicht vollständig analog. Der basale Promotor 
von pKi-67 enthält aber weder eine TATA-Box noch eine sog. CCAAT-Box (vergl. OA 
2). Er kann daher zusammenfassend als „TATA0Inr+“ beschrieben werden.  
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Ein ca. 1 kbp großer Bereich um die Transkriptions-Startstelle von ca. –550 bis +450 bp 
ist sehr „GC“-reich (ca. 75 % G bzw. C). Dieser Bereich enthält dementsprechend sehr 
viele 5’-CG-3’ Dinukleotide, die potentielle Methylierungsstellen darstellen und typisch 
für eukaryontische Promotoren sind („CpG rich islands“). Solche GC-reichen Promotor-
Regionen in Abwesenheit von TATA- und CCAAT-Boxen werden normalerwiese 
konstitutiv exprimierten Genen zugeordnet („house keeping genes“) (Hoffman et al., 
1990; Hapgood et al., 2001).   
Unmittelbar vor der GC-reichen Region des pKi-67 Promotors, von Position -658 bis -
558 bp im 5’ Bereich befindet sich eine Alu-Kasette (vergl. 3.4). Durch Sequenz-Ver-
gleiche mit den in der Datenbank „Transfac“ (Wingender et al., 2000) (http://transfac. 
gbf.de) zusammengefassten Konsensus-Sequenzen findet man innerhalb der GC-reichen 
Region um den Initiationspunkt der Transkription eine Reihe von potentiellen Bin-
dungsstellen für Transkriptionsfaktoren. An mehreren Positionen befinden sich viele 
Konsensus-Sequenzen zur Bindung des Transkriptionsfaktors NF1 („nuclear factor 1“, 
CTF, „TGGCA-binding protein“; Positionen: -548, -394, -15, 79, 230 sowie weitere 
strangabwärts) und des ubiquitären Transkriptionsfaktors SP1 („GC-box binding trans-
acting transcription factor 1“; wichtigste Positionen: -203 -194, -182, -126, -99, -42), 
der bei der Aktivierung vieler eukaryotischer und viraler Promotoren eine Rolle spielt 
(Dynan & Tjian, 1983). SP1 gehört zu den C2H2-Typ Zinkfingerproteinen, deren DNA-
bindende Domäne drei tandemartig sich wiederholende Zinkfinger-Motive aufweist. 
Weitere potentielle Transkriptionsfaktoren sind das zur Tryptophan-Cluster Familie 
gehörende ETS1 („v-ets avian erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1“; Posi-
tionen: -217, -210, +446, +668, +735) und das zu den „Leuzin-Zippern“ gehörende AP1 
(„Fos/Jun“; Positionen: -194, +58, +769). Ferner wurde an Position –115 eine mögliche 
Bindungsstelle für USF („upstream stimulating factor)  in normaler, strangabwärts 
gerichteter Orientierung und an weiteren Stellen in umgekehrter Orientierung identifi-
ziert (–31, –18, +77, +104). USF gehört zu den „Helix-Loop-Helix“ [bHLH]  Proteinen. 
Bedeutend könnten auch zwei Konsensus-Sequenzen für MRE („metal response ele-
ments“) an Position -11 und -65, eine Konsensus-Sequenz für den Faktor NF kappa b an 
Position +159  in umgekehrter Orientierung sowie eine potentielle E2A-Bindungsstelle 
an Position +288 in normaler Orientierung sein. 
Am 5'-Ende des 2. Exons im untranslatierten Bereich liegen die sog. „Direct Repeat“ 
Boxen 1 und 2 von je 24 bp (vergl. OA 2). Sie enthalten je eine TATA-Box in umge-
kehrter Orientierung. Diese identischen, direkt hintereinander liegenden Boxen liegen 
aber mehrere hundert Basenpaare strangaufwärts des Transkriptionsstarts. Ob diese 
Doppel-Box eine regulative Funktion für pKi-67 besitzt, ist derzeit nicht bekannt. 
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3.6 Diskussion  

pKi-67 kann als Protease-sensibles alkalisches Zellkern-Protein mit repetitiven Ele-
menten und einem hohen Gehalt an zufällig verteilten Prolin- (8,2 %) und Lysin-Ami-
nosäuren (11,4 %) beschrieben werden, das in zwei unterschiedlich großen Isoformen 
auftritt und das wahrscheinlich posttranslational modifiziert wird. pKi-67 ist für die 
Aufrechterhaltung des Zellzyklus wahrscheinlich absolut erforderlich. Jede der 
sechzehn Ki-67 Tandem-Repetitionen enthält ein konserviertes Ki-67 Motiv mit einem 
amphopilen und wahrscheinlich immundominanten Charakter. Erwähnenswert sind 
hunderte von potentiellen Phosphorylierungs- und anderen posttranslationalen 
Modifikations-Stellen sowie eine ATP/GTP Bindungsstelle am C-terminalen Ende. Das 
Ki-67 Protein akkumuliert von der G1-Phase zur Mitose, in der es seine maximale 
Konzentration in der Zelle erreicht. Unmittelbar nach Abschluss der Mitose erreicht das 
Ki-67 Protein sein Minimum, während es in ruhenden Zellen nicht nachweisbar ist. Die 
relativ kurze biologische Halbwertszeit des Proteins kann mit seiner hohen Protease-
Sensibilität aufgrund vorhandener Protease-Erkennungssequenzen erklärt werden. Diese 
Beobachtungen lassen vermuten, dass das Protein in jedem Zellzyklus de novo 
synthetisiert wird, ohne die Möglichkeit posttranskriptionaler oder posttranslationaler 
Regulation außer Betracht zu lassen. 
Da pKi-67 einen hohen Überschuss an positiv geladenen Aminosäuren aufweist, kann 
man eine Nukleinsäure-bindende Eigenschaft postulieren. Damit könnte man die be-
obachtete starke Anfärbung der Nukleoli während der G1-Phase erklären, die auf rein 
elektrostatischer Anziehung von pKi-67 durch de novo synthetisierte, negativ geladene 
rRNA beruhen könnte. Nach der Auflösung der Kernhülle ist pKi-67 überwiegend auf 
den Chromosomen lokalisiert (vergl. 2.2.3.2). Auch diese Bindung an die Chromoso-
men könnte auf der elektrostatischen Anziehung von pKi-67 durch die negativ geladene 
DNA beruhen. Es ist daher aufgrund der Aminosäurezusammensetzung nicht auszu-
schließen, dass pKi-67 eine Art Matrix der chromosomalen DNA bildet oder sogar zur 
Kondensation der Chromosomen beiträgt.  
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4 Expression und Regulation von pKi-67 in gastrointestinalen 
Karzinomen (OA 3 und OA 8) 

In zahlreichen retrospektiven Studien konnte gezeigt werden, dass die Determinierung 
der Wachstumsfraktion durch den immunhistologischen Nachweis der pKi-67 Expres-
sion für zahlreiche Tumorentitäten tatsächlich ein unabhängiger prognostischer Marker 
ist (vergl. 2.3). Der MIB-1 Markierungsindex als Maß der Expressionshäufigkeit von 
pKi-67 in Tumorgewebe findet heute als "Proliferationsmarker" in der Tumordiagnostik 
eine weitverbreitete Anwendung.  
Der ursprünglich zur Darstellung von pKi-67 verwendete monoklonale Antikörper  
Ki-67 hat aber den entscheidenden Nachteil, dass er ausschließlich bei Gefrierschnitten 
anwendbar ist. Aus diesem Grund wurde intensiv versucht, alternative mono- oder poly-
klonale Antikörper zu erhalten, die auch für routinemäßig in Formalin fixiertem und in 
Paraffin eingebettetem Gewebe geeignet sind. Mit konventionellen Methoden war es 
jedoch nicht gelungen, einen entsprechenden isospezifischen monoklonalen Antikörper 
zu erhalten. Erst nach der erfolgreichen Klonierung des für pKi-67 kodierenden Gens 
(vergl. 3.1) konnten rekombinante Teilstrukturen von pKi-67 bakteriell exprimiert und 
zur Herstellung neuer, isospezifischer mono- bzw. polyklonaler Antikörper gegen 
pKi-67 verwendet werden. Mit den aus diesen Versuchen hervorgegangenen Antikör-
pern der MIB-Serie (z.B. MIB-1, MIB-3, MIB-5) (Cattoretti et al., 1992; Key et al., 
1993a) (vergl. OA 1) konnte auch routinemäßig archiviertes Gewebe auf die Expression 
von pKi-67 untersucht werden.  
Im Gegensatz zu zahlreichen anderen Tumorentitäten, ist der MIB-1 Markierungsindex 
beim kolorektalen Karzinom nicht als prognostischer Marker anerkannt (vergl. 2.3 und 
Tabelle 1). Es stellt sich die Frage, ob bei Tumorzellen dieser Entität eventuell ein 
Unterschied zwischen mRNA und Protein-Expression feststellbar ist. Dies wäre anzu-
nehmen, wenn z.B. eine größere Fraktion der Zellen im Zellzyklus in der S/G2 Phase 
blockiert wären, weil sich dann die Halbwertszeit des Proteins von weniger als einer 
Stunde auf 60 Stunden erhöht (vergl. 2.2.2). Da unter diesen Umständen pKi-67 nicht 
nur in den aktiv proliferierenden Zellen, sondern auch in den  blockierten Zellen nach-
weisbar wäre, könnte dies zu einer falschen Einschätzung der Proliferationsaktivität 
dieser Tumorzellpopulation führen. Falls sich diese Hypothese als richtig erweisen 
sollte, könnte sie eine Erklärung dafür sein, warum der MIB-1 Markierungsindex nicht 
als prognostischer Marker beim kolorektalen Karzinom verwendbar ist. 
In zwei unabhängigen Untersuchungen wurde daher mit unterschiedlichen Methoden 
(vergl. OA 3 und OA 8) die pKi-67 mRNA Expression in kolorektalen Tumoren be-
stimmt und mit den MIB-1 Markierungsindices korreliert. Der Vergleich von mRNA 
und Proteinexpression sollte grundsätzlich Rückschlüsse auf die Regulation von pKi-67 
in kolorektalen Karzinomen ermöglichen. 
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4.1 Bestimmung der pKi-67 mRNA Expression durch quantitative PCR und 
Korrelation mit dem MIB-1 Markierungsindex  

Mit der quantitativen RT- PCR (qPCR) steht eine einfache, routinemäßig einsetzbare 
Methode zur Bestimmung der Expression der pKi-67 mRNA zur Verfügung. Gegenüber 
dem Northern Blot erfordert die qPCR keine radioaktiven Isotope und ist wesentlich 
sensitiver. Unter Verwendung eines exogenen homologen Standards und eines ELISA-
Quantifizierungssystems wurde eine schnelle und kostengünstige Methode zur Bestim-
mung der pKi-67 Expression in Tumorgeweben etabliert. 

4.1.1 Konstruktion eines exogenen homologen Standards und Quantifizierung der 
pKi-67 mRNA 

Als qPCR-Standard wurde ein DNA-Fragment verwendet, das bei gleicher Länge und 
sonst identischer Sequenz gegenüber der nativen cDNA eine zusätzliche Restriktions-
schnittstelle (HindIII) aufweist. Dieser Standard wurde durch gezielten Einzelbasenaus-
tausch („site-directed mutagenesis“) mit Hilfe der zweistufigen („nested“) PCR unter 
Verwendung von drei Primern und eines klonierten 1037 bp pKi-67 cDNA Fragmentes 
als Template hergestellt und in den Vektor (PCRII; 3,9 kbp) kloniert (vergl. OA 3). Das 
resultierende Plasmid wurde mittels Sequenzierung überprüft und in einer definierten 
Konzentration der kompetetiven PCR zugesetzt.  
In der qPCR wurde eine definierte Menge der aus tiefgefrorenem Tumorgewebe isolier-
ten Gesamt-RNA nach reverser Transkription zusammen mit dem exogenen homologen 
Standard mit wie folgt modifizierten Primern amplifiziert: ein Primer war biotinyliert, 
der andere enthielt die Konsensus-Sequenz zur spezifischen Bindung an das sog. 
„GCN4-Protein“. Die PCR-Produkte wurden schließlich mit Hilfe des CAPTA-GENE-
GCN4-ELISA (Fa. Pharmacia, Freiburg) quantifiziert. Bei dieser Methode wird das 
Amplifikat über die GCN4 spezifische Sequenz an das auf der Oberfläche der ELISA-
Plattenbodens fixierte GCN4-Protein gebunden. Nach verschiedenen Waschschritten 
werden die am anderen Ende des gebundenen DNA-Fragmentes befindlichen Biotin-
Reste mittels Streptavidin-gekoppelter alkalischer Phosphatase und eines geeigneten 
Farb-Substrates quantifiziert. Zur Unterscheidung der Produkte aus nativer cDNA und 
Standard-DNA wurden sowohl HindIII-verdaute als auch unverdaute Amplifikate 
jeweils in Doppelansätzen bestimmt, wobei die Konzentration der verdauten DNA dem 
Wert der nativen cDNA und die Differenz aus den Konzentrationen der unverdauten 
und verdauten DNA dem Wert des Standards entsprach. Der Standard-Wert wurde 
schließlich verwendet, um die Konzentration der nativen cDNA zu normalisieren (vergl. 
OA 3). 
Zur Überprüfung, ob die beschriebene Methode zur Quantifizierung über eine ausrei-
chende Genauigkeit verfügt, wurde eine Verdünnungsreihe (1:1, 1:10, 1:50, 1:100, 
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1:500 und 1:1000) des amplifizierten Standards hergestellt und in einer Doppelbestim-
mung im CAPTA-GENE-GCN4-ELISA eingesetzt. Nach der Analyse der Extinktions-
Werte zeigte sich eine deutlich lineare Korrelation zu den  cDNA-Konzentrationen 
(Pearson-Koeffizient r=0,99). Zur Überprüfung der Spezifität der PCR wurde die Se-
quenz von fünf zufällig ausgewählten Produkten bestimmt. 

4.1.2 Korrelation von pKi-67 mRNA Expression und MIB-1 Markierungsindex 
mit klinischen Parametern sowie untereinander  

Mit Hilfe der dargestellten Methode zur Quantifizierung (vergl. 4.1.1) wurde die pKi-67 
mRNA retrospektiv aus dem tiefgefrorenen Tumorgewebe von 25 Patienten bestimmt, 
die von 1994 bis 1995 in der Klinik für Chirurgie des Universitätsklinikums Schleswig-
Holstein, Campus Lübeck, wegen eines primären kolorektalen Tumors operiert worden 
waren. In der Tumorbank der Klinik für Chirurgie waren diese Tumore in flüssigem 
Stickstoff gelagert. In die Untersuchung eingeschlossen wurden dreizehn weibliche und 
zwölf männliche Patienten mit einem medianen Alter von 68 Jahren. Der jüngste Patient 
war 47 Jahre der älteste 80 Jahre alt. Die mediane Nachbeobachtungszeit betrug 49 Mo-
nate (1 bis 54 Monate). Die postoperative Tumor-Stadieneinteilung nach dem pTNM-
Klassifizierungs-System der UICC (Union Internationale Contre le Cancer, Genf, 
Schweiz) (Hermanek & Sobin, 1987) ergab: fünf Tumore im Stadium I (20 %), sechs im 
Stadium II (24 %), und jeweils sieben in den Stadien III und IV (je 28 %). Sechzehn 
Tumore (65 %) waren mäßig (G2) und 9 (35 %) schlecht differenziert (G3). Eine kura-
tive Resektion (R0) erfolgte bei sechzehn Patienten (65 %).  
Der mittlere pKi-67 mRNA Gehalt aller untersuchten Tumore betrug 1,09 amol pro µg 
isolierter Gesamt-RNA (Median=0,88 amol; Bereich: 0,2 - 4,38 amol). In dem zur Kon-
trolle ebenfalls untersuchten Tumor-freien Gewebe fanden wir deutlich geringere Werte 
(Median=0,1; Bereich 0,1 - 0,6 amol). Eine signifikante Korrelation des pKi-67 mRNA 
Gehaltes wurde mit dem Tumor-Stadium (p<0,001), dem Tumor-Invasionsgrad (pT; 
p=0,014), dem Lymphknotenstatus (pN; p<0,001) sowie dem Fernmetastasenstatus 
(pM; p=0,004) ermittelt, nicht jedoch zum Tumor-Differenzierungsgrad.  
Um festzustellen, ob zwischen dem Gehalt der Tumore an pKi-67 mRNA und der Prog-
nose der Patienten ein Zusammenhang besteht, wurde die Gruppe der Patienten mit 
pKi-67 mRNA-Konzentrationen gleich oder oberhalb des Medians mit der Gruppe der 
Patienten mit Werten unterhalb des Medians verglichen. Es zeigte sich, dass die Gruppe 
von Patienten mit den niedrigen pKi-67 mRNA Konzentrationen (<Median) eine signi-
fikant (p=0,014) bessere Überlebensprognose (Kaplan & Meier, 1958) besaß, als die 
Gruppe der Patienten mit den entsprechend hohen Werten (>=Median). 
Von jeweils denselben Tumorgewebeproben wurden ebenfalls immunhistologisch die 
Markierungsindices mit dem monoklonalen Antikörper MIB-1 bestimmt, also das Ver-
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hältnis von pKi-67 exprimierenden Tumorzellen zur Gesamtzahl der Tumorzellen 
(vergl. OA 3). Die MIB-1 Markierungsindices der 25 untersuchten Tumore betrugen 
zwischen 42 % und 84 % bei einem Mittelwert von 60 % (Median= 61 %) und korre-
lierten signifikant mit dem Tumor-Stadium (p<0,001), dem Tumorinvasionsgrad (pT; 
p=0,032) dem Lymphknotenmetastasen-Status (pN; p<0,001) sowie dem Fernmetasta-
sen-Status (pM; p<0,001). Zum Tumordifferenzierungs-Grad bestand keine signifikante 
Korrelation. Ein Vergleich der Überlebensprognose der Gruppe der Patienten mit 
Indices gleich oder oberhalb des Medians mit der Gruppe der Patienten mit Indices 
unterhalb des Medians ergab lediglich einen grenzwertig signifikanten Zusammenhang 
(p=0,05) zwischen niedrigen Indices und besserer Prognose.  
Durch den Vergleich der erhobenen Daten von 25 kolorektalen Karzinomen wurde 
ermittelt, dass hohe Werte im MIB-1 Markierungsindex ebenso hohen Werten des 
pKi-67 mRNA Gehaltes gegenüber standen. In Bereichen niedrigerer Werte zeigte sich 
dieser Zusammenhang dagegen nicht so deutlich. Statistisch ergab sich für alle Werte 
ein linearer Pearson-Korrelationskoeffizient von r=0,75. 

4.1.3 Ausblick zur quantitativen pKi-67 PCR in der Diagnostik  

Die verwendete Methode zur Quantifizierung bietet eine einfache und schnelle Mög-
lichkeit, spezifisch den pKi-67 mRNA Gehalt in Gewebeproben zu quantifizieren. Die 
in einigen Arbeiten erwiesene  Korrelation zwischen dem MIB-1 Markierungsindex und 
der Überlebenszeit wurde für das kolorektale Karzinom nicht hinreichend bestätigt, weil 
u.a. die sehr geringe Zahl an eingeschlossenen Tumoren keine endgültigen 
Rückschlüsse zulässt. In der beschriebenen Arbeit konnte aber erstmals gezeigt werden, 
dass die Bestimmung des pKi-67 mRNA-Gehaltes in kolorektalen Tumoren als 
prognostischer oder prediktiver Marker in Betracht kommen könnte. Eine andere 
Arbeitsgruppe konnte ebenfalls zeigen, dass die pKi-67 mRNA ein besserer 
Proliferationsmarker ist als das Protein selbst (Tan et al., 1999). Da sich im klinischen 
Alltag die Tumortherapie häufig lediglich an der Tumor-Stadieneinteilung orientiert, 
könnte sich die Bestimmung der Ki-67 Antigen mRNA-Expression zukünftig als 
wertvolle zusätzliche diagnostische Hilfe erweisen. 

4.2 Quantifizierung der pKi-67 mRNA Expression durch in situ Hybridisierung 
mit einer pKi-67 spezifischen Sonde und Korrelation mit dem MIB-1 
Markierungsindex 

Neben der Bestimmung der pKi-67 mRNA Expression durch quantitative RT-PCR 
(qPCR, vergl. 4.1) wurde eine zweite Methode zur Darstellung der pKi-67 mRNA-Ex-
pression gewählt, die in situ Hybridisierung. Anders als die qPCR ist die in situ Hybri-
disierung eine bildgebende Methode. Sie ist daher in Bezug auf die Auswertung 
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vergleichbar mit der immunhistologischen Färbung durch monoklonale Antikörper, wie 
z. B. MIB-1.  

4.2.1 In situ Hybridisierung mittels spezifischer Sonde für die pKi-67 mRNA 

Zur Herstellung einer spezifischen Digoxygenin- (DIG-) markierten cRNA-Sonde 
wurde ein 420 bp langes, amplifiziertes Fragment aus Exon 13 der pKi-67 cDNA in 
einen „Standardvektor“ (pCRII, Invitrogen, Karlsruhe) kloniert und mit Hilfe des „DIG 
RNA labelling kits“ (Roche, Mannheim) zur in vitro Transkription als Template ver-
wendet. Durch die Verwendung jeweils eines von zwei möglichen Promotoren (T7 bzw. 
SP6) nach entsprechender Linearisierung des Plasmids durch eine geeignete Restrik-
tionsendonuklease (HindIII bzw. Eco RV) konnte die Transkriptionsrichtung bestimmt 
werden. Dadurch konnte entweder eine Sense- oder Antisense-Sonde produziert 
werden. Die Antisense-Sonde wurde zur Hybridisierung mit der pKi-67 mRNA und die 
sense-Sonde als Negativkontrolle verwendet.  
Die in situ Hybridisierung wurde modifiziert nach Höfler (Höfler et al., 1986) durchge-
führt (vergl. OA 8). Nach Entparaffinierung, Rehydrierung und weiteren Vorbehand-
lungsschritten (u.a. Inkubation in 0,2 M HCl, Proteolyse mit Proteinase K, Nachfixie-
rung in Paraformaldehyd und Inkubation in 0,175 % Essigsäureanhydrid in 100 mM 
Triethanolamin) der Formalin-fixierten, ultradünnen (0,4 µm) Serienschnitte wurde die 
denaturierte, DIG-markierte cRNA-Sonde unter sehr stringenten Bedingungen (54°C, 
50 % Formamid) mit den Gewebeschnitten mindestens acht Stunden lang hybridisiert. 
Im Anschluß an mehrere, ebenfalls sehr stringente Waschschritte, wurde die hybridi-
sierte Sonde mit Hilfe von an „Alkalischer Phosphatase“ konjugierten „Anti-DIG“ 
monoklonalen Antikörpern (Roche, Mannheim) sowie der Farbreaktion mit NBT/BCIP 
(4-Nitro-Blau-Tetrazolium-Chlorid / 5-Brom-4-Chlor-3-Indolyl-Phosphat) nachge-
wiesen. 

4.2.2 Korrelation des pKi-67 mRNA in situ Hybridisierungsindex und MIB-1 
Markierungsindex mit klinischen Parametern sowie untereinander  

Mit Hilfe der dargestellten Methode zur in situ Hybridisierung (vergl. 4.2.1) wurde die 
pKi-67 mRNA retrospektiv aus dem routinemäßig fixierten Tumorgewebe von 47 Pa-
tienten bestimmt, die von 1988 bis 1996 in der Klinik für Chirurgie des Universitäts-
klinikums Schleswig-Holstein, Campus Lübeck, wegen eines primären kolorektalen 
Tumors operiert worden waren. Es handelte sich um 24 weibliche und 23 männliche 
Patienten, die zum Zeitpunkt der Operation zwischen 52 und 87 Jahre (mit einem 
Median von 69 Jahren) alt waren. Die postoperative Tumor-Stadieneinteilung nach dem 
pTNM-Klassifizierungs-System der UICC ergab: acht Tumore im Stadium I (17 %), 
dreizehn im Stadium II (28 %), zehn im Stadium III (21 %), und sechzehn im Stadium 
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IV (34 %). 27 Tumore (57 %) waren mäßig (G2) und 20 (43 %) schlecht differenziert 
(G3). Eine kurative Resektion (R0) erfolgte bei 29 Patienten (62 %). Die mediane 
Nachbeobachtungszeit betrug 73 Monate (1 bis 170 Monate). 
Die Auswertung der 47 Tumor-Gewebeproben ergab einen mittleren pKi-67 in situ Hy-
bridisierungsindex der Tumorzellen von 42 % (Median=42 %; Bereich: 9 % – 79 %). 
Der mittlere MIB-1 Markierungsindex der Tumorzellen lag mit 60 % (Median=59 %; 
Bereich: 26 % – 94 %) vergleichsweise deutlich höher. Aus diesem Grund konnte auch 
keine sehr gute Korrelation der Werte untereinander festgestellt werden (linearer 
Pearson-Korrelationskoeffizient r=0,105). Während für 32 Patienten (68 %) die Abwei-
chung beider Indices maximal 30 % ausmachte, war der MIB-1 Markierungsindex bei 
15 Patienten (32 %) mehr als 30 % größer als der pKi-67 in situ Hybridisierungsindex 
(vergl. OA 8: Fig. 1). 
Es wurde versucht, beide Indices mit den verfügbaren klinischen Parametern zu korre-
lieren. Eine signifikante Korrelation des pKi-67 in situ Hybridisierungsindex wurde 
weder mit dem Alter, Geschlecht, Tumor-Stadium, Tumor-Differenzierungsgrad, noch 
der pT-, pN- bzw. pM-Kategorie festgestellt. Der MIB-1 Markierungsindex korrelierte 
lediglich mit dem Tumor-Differenzierungsgrad (p= 0,024). 25 Patienten (53 %) verstar-
ben innerhalb der Nachbeobachtungszeit. Um festzustellen, ob zwischen den Indices 
und der Prognose der Patienten ein Zusammenhang besteht, wurde für beide Indices je-
weils die Gruppe der Patienten mit Indices gleich oder oberhalb des Medians mit der 
Gruppe der Patienten mit Indices unterhalb des Medians verglichen (Kaplan & Meier, 
1958). Es zeigte sich für beide Indices kein signifikanter Unterschied (vergl. OA 8: Fig. 
3 und 4). Überraschenderweise ergab aber der Vergleich der Gruppe von fünfzehn 
Patienten mit mehr als 30 % Unterschied zwischen beiden Indices mit der Gruppe von 
32 Patienten mit kleinerer Differenz eine signifikant bessere Prognose (p=0,012) für die 
erste Gruppe (vergl. OA 8: Fig. 5). Bezogen auf die ausschließlich kurativ resezierten 
Patienten ergibt sich ebenfalls eine signifikant bessere Prognose (p<0,05) für die erste 
Patientengruppe mit der hohen Differenz der Indices (>30 %). Die mediane Überlebens-
zeit dieser Patientengruppe betrug 151 Monate gegenüber 78 Monaten für die Patienten 
der zweiten Gruppe mit kleinerer Differenz der Indices.  

4.2.3 Schlussfolgerungen aus dem Vergleich des pKi-67 mRNA in situ 
Hybridisierungsindex mit dem MIB-1 Markierungsindex 

Die verwendete Methode der in situ Hybridisierung ist als bildgebendes Verfahren ge-
eignet, die Expression von pKi-67 mRNA darzustellen. Auch für die in dieser Studie 
untersuchten Tumore konnte für das kolorektale Karzinom keine Korrelation des MIB-1 
Markierungsindex bzw. des pKi-67 mRNA in situ Hybridisierungsindex mit der Prog-
nose der Patienten festgestellt werden. Die eingangs dieser Untersuchung gestellte 
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Frage (vergl. 3), ob bei kolorektalen Tumorzellen zwischen mRNA und Protein-Expres-
sion eventuell ein Unterschied besteht, konnte für ungefähr jeden dritten Patienten 
positiv beantwortet werden. Das bedeutet, dass pKi-67 in den Tumorzellen  dieser 
Patienten nachweisbar ist, obwohl eindeutig keine de novo Synthese von pKi-67 
stattgefunden haben konnte. Bei einer Halbwertszeit des Proteins von normalerweise 
weniger als einer Stunde (vergl. 2.2.2) ist dies aber praktisch nicht möglich. Da in 
Zellzyklus-blockierten Zellen die Halbwertszeit auf bis zu 60 Stunden ansteigt (van 
Oijen et al., 1998), ist es naheliegend zu vermuten, dass bei diesen Tumorzellen 
ebenfalls der Zellzyklus blockiert gewesen sei könnte. In der Konsequenz werden bei 
der immunhistologischen Markierung mehr Zellen pKi-67 positiv gezählt, als 
tatsächlich aktiv proliferieren. Damit würde die Wachstumsfraktion nicht zuverlässig 
ermittelt werden. Für einen Teil der Patienten würde also eine schlechtere Prognose 
erwartet werden als tatsächlich gerechtfertigt wäre. Die Daten dieser Studie belegen 
ebenso wie zahlreiche andere Veröffentlichungen zur prognostischen Relevanz beim 
kolorektalen Karzinom (Kubota et al., 1992; Ofner et al., 1996; Baretton et al., 1996; 
Kyzer & Gordon, 1997; Jansson & Sun, 1997; De Jong et al., 1998; Handa et al., 1999; 
Buglioni et al., 1999; Mairinger et al., 1999; Brown & Gatter, 2002; Allegra et al., 
2003), dass der MIB-1 Markierungsindex keine oder sogar eine negative Korrelation 
zur Überlebensrate aufweist. Durch die Kombination des MIB-1 Markierungsindex mit 
dem pKi-67 in situ Hybridisierungsindex wäre es aber grundsätzlich möglich, 
Karzinome mit Zellzyklus-arrettierten Tumorzellen zu identifizieren. Aufgrund der 
festgestellten günstigen Prognose der Patientengruppe mit diesem Tumorzelltyp würde 
sich ggf. der hörere Aufwand lohnen, weil therapeutische Maßnahmen so u. U. 
individuell besser abgestimmt werden könnten. 

4.3 Diskussion  

Mit Hilfe der hier zusammengefassten Arbeiten wurden mehrer Ziele verfolgt. Neben 
der Frage der prognostischen Relevanz von mRNA- und Proteinexpression des pKi-67 
Gens sollte anhand der kolorektalen Tumore untersucht werden, ob neben der transkrip-
tionalen Regulation von pKi-67 grundsätzlich andere Mechanismen eine wichtige Rolle 
spielen könnten. Insbesondere mit Hilfe der in situ Hybridisierung konnte dazu ein 
interessantes Ergebnis festgestellt werden. Da keiner der 47 untersuchten kolorektalen 
Tumoren signifikant häufiger pKi-67 mRNA exprimierte als das Protein, kann eine 
posttranskriptionelle Regulation praktisch ausgeschlossen werden. Damit werden 
andere Untersuchungen bestätigt, die die auschließliche Regulation dieses Gens über 
die de novo Transkription bzw. die Degradation über für den Ubiquitin- und Proteasom-
abhängigen Abbauweg kurzlebiger Proteine (Rogers et al., 1986)  beschrieben haben 
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(vergl. 2.2.2). Die Möglichkeiten der posttranslationalen Modifikation und Regulation 
von pKi-67 bleiben hiervon jedoch unberührt (vergl. 3.3). 
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5 Untersuchungen zur Funktion von pKi-67 (OA 4 bis OA 7)  
Obwohl - wie bereits ausführlich dargelegt – pKi-67 mit zellbiologischen und immun-
chemischen Methoden sehr gut charakterisiert (vergl. 2), die primäre Struktur aufgeklärt 
(vergl. 3) und das Expressionsverhalten in Tumorzellen erforscht war (vergl. 4), blieb 
die exakte Funktion dieses Proteins weiterhin unbekannt. Das größte Problem bei der 
Erforschung von pKi-67 sind seine Größe und Instabilität. Deshalb lag es nahe zu ver-
suchen, die Funktion von pKi-67 indirekt mit Hilfe von molekularbiologischen und bio-
chemischen Methoden aufzuklären. Zuerst wurde untersucht, welche Veränderungen 
bezüglich der Zellproliferation eintreten, wenn die Expression von pKi-67 inhibiert 
wird bzw. wenn rekombinante Teilstrukturen von pKi-67 in den Zellen exprimiert 
werden. Die Identifizierung von Proteinen, die mit pKi-67 interagieren, sollte dann dazu 
dienen, ein genaueres Bild der Funktion von pKi-67 zu ermitteln.  

5.1 Inhibition der Zellteilung durch Antisense-Oligonukleotide  

Die Abhängigkeit des Zellzyklus von der Expression des Ki-67 Proteins wurde erstmals 
mit Hilfe der 3H-Thymidin Inkorporation in IM9-Zellen  untersucht, die zuvor mit 
Sense- bzw. Antisense-Oligonukleotiden (0,5 bis 20 µM) inkubiert wurden. Die Oligo-
nukleotide waren spezifisch für die ersten 20 kodierenden Basen der pKi-67 mRNA. 
Die 3H-Thymidin Inkorporation wurde Dosisabhängig von den Antisense- nicht aber 
von den Sense-Oligonu-
kleotiden inhibiert (vergl. 
OA 1 und Abbildung 5). 
Dieses Ergebnis wurde 
ebenfalls durch die Arbeit 
anderer Autoren bestätigt 
(Maeshima et al., 1996; 
Kausch et al., 2003).  
Aus diesen Erkenntnissen 
wurde geschlossen, dass 
die Expression von pKi-67 
eine wichtige Vorausset-
zung oder sogar absolute 
Notwendigkeit für die 
Aufrechterhaltung des 
Zellzyklus ist (vergl. 
OA 1). 

Abbildung 5: pKi-67-Antisense Inhibition. IM-9 
Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen 
eines pKi-67 spezifischen Antisense-Oligonukleotids 
(bp 197-218) (● ) bzw. dazu komplementären Sense-
Oligonukleotids  (○ ) sowie 0,5µCi 3H-Thymidin 
inkubiert. Dargestellt ist die 3H-Thymidin-Inkorpo-
ration der Zellen. (aus OA_1: Fig. 7) 
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5.2 Inhibition der Zellteilung durch Antisense-RNA exprimierende Plasmide 

Für die Durchführung von Expressionsstudien mit Antisense-RNA wurde der durch 
Tetracyclin regulierbare Expressionsvektor pTRE der Firma Clontech (Heidelberg) 
gewählt, in den ein kurzes N-terminales Teilstück von pKi-67 in Antisense-
Orientierung kloniert wurde (Fragment „AS“, vergl. OA 5: Fig. 1). Dieser Vektor wurde 
in HeLa (HT-OFF) Zellen transient transfiziert, die das Tetracyclin-Regulator-Plasmid 
„pTet OFF“ permanent enthielten. In Tetracyclin-freiem Medium exprimierten die 
transfizierten Zellen für 48 Stunden die Antisense-Plasmide, während durch die Zugabe 
von Tetracyclin bzw. Doxycyclin die Expression unterdrückt wurde (vergl. OA 4 und 
OA 5). Um die Effekte des in das Plasmid klonierten Fragmentes zu ermitteln, wurden 
Zellen mit und ohne Expression jeweils miteinander verglichen. Mit Hilfe der RT-PCR 
wurde festgestellt, dass nach Inkubation mit Tetracyclin bzw. Doxycyclin die 
Antisense-RNA Expression allerdings nicht vollständig zu unterdrücken war.  
Die Expression der nativen pKi-67 mRNA und des Proteins konnte durch Expression 
der Antisense-RNA zwar deutlich reduziert, jedoch nicht ganz ausgeschaltet werden 
(vergl. OA 4: Fig. 5 und 6 sowie OA 5: Fig. 3). Die mittels Immunhistologie unter-
suchte Protein-Expression ergab interessanterweise, dass nicht die Anzahl der gefärbten 
Zellen, sondern die Färbeintensität innerhalb der Kerne abnahm. 
Es zeigte sich, dass Antisense-RNA exprimierende HT-OFF Zellen das Nukleotid-Ana-
logon BrdU (Brom-Deoxyuridin) in erheblich geringerem Maß in die sich replizierende 
DNA einbauten als die mit Doxycyclin blockierten Kontrollen (vergl. OA 4: Fig. 3). 
Durchflusszytometrische Zellzyklus-Analysen ergaben, dass die Inhibition der pKi-67 
Expression in HeLa-Zellen durch die Antisense mRNA produzierenden transient trans-
fizierten Plasmide zu einer Verringerung von Zellen führte, die sich in der S-Phase 
befanden (vergl. OA 4: Fig. 4 sowie OA 5: Fig. 2).  
Diese Ergebnisse bestätigen allgemein die Inhibition der Zellteilung durch pKi-67 spe-
zifische Antisense-Oligonukleotide (vergl. 5.1). Der verminderte BrdU-Einbau deutet 
auf eine verlangsamte bzw. unterbrochene DNA-Replikation hin, also auf eine Verlang-
samung bzw. Inhibition des Zellzyklus in der späten G1-, der frühen S-Phase und/oder 
beim Übergang von der S- zur G2/M-Phase. Eine Akkumulation von Zellen in der G1-
Phase könnte dagegen allein mit einer Blockierung des Übergangs von der G1- zur S-
Phase erklärt werden.  
Zusammengefasst lassen diese Ergebnisse vermuten, dass pKi-67 eine wichtige Rolle 
beim Übergang von der G1- zur S-Phase, sowie zur Komplettierung der S-Phase haben 
könnte. 
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5.3 Expression rekombinanter Teilstrukturen von pKi-67 

In das Tetracyclin-regulierbare Plasmid pTRE (vergl. 5.2) wurden ebenfalls vier ver-
schiedene Teilstrukturen der cDNA von pKi-67 kloniert und in HT-OFF Zellen für 48 
Stunden transient (vergl. OA 4 und OA 5) bzw. stabil exprimiert (vergl. OA 6). Um eine 
korrekte Expression zu ermöglichen, wurden die rekombinanten pKi-67 Fragmente am 
5’ Ende durch ein Translations-Initiierungssignal (Kozak-Sequenz) und am 3’ Ende 
durch ein Stopp-Kodon ergänzt. Zusätzlich wurde zu jedem Fragment ein weiteres 
Fragment konstruiert, das eine Erkennungssequenz zum gezielten Kern-Transport 
(Kern-Transportsignal) vor dem Stopp-Kodon enthielt. Mit Hilfe dieser Kern-
Transportsignale werden Proteine effektiv vom Zytoplasma in den Kern transportiert. 
Die Unterteilung des pKi-67 Gens in diverse Teilstrukturen war notwendig, da die ge-
samte cDNA für Expressionsstudien überproportional groß ist. Die Teilstücke wurden 
entsprechend des Aufbaus von pKi-67 wie folgt ausgewählt (vergl. OA 5: Fig. 1A bzw. 
OA 6: Fig. 1A): ein repräsentativer Teil des zentralen Exons 13 mit drei von sechzehn 
homologen Tandem-Repetitionen (Fragment „3R“), jeweils das N- (Fragment „N“: vom 
Startkodon in Exon 2 bis Exon 12, aber ohne Exon 7) bzw. C- terminale Ende (Frag-
ment „C“: von Exon 14 bis zum Stoppkodon in Exon 15) sowie das 1080 bp große, 
alternativ gespleißte Exon 7 (Fragment „7“). 
Die korrekte Expression der pKi-67 Teilstrukturen wurde mit Hilfe von cDNA-Amplifi-
kation (PCR; vergl. OA 4: Fig. 1 und OA 5: Fig. 1B) bzw. Immunblots (vergl. OA 4: 
Fig. 2, OA 5: Fig. 1C und OA 6: Fig. 1C) überprüft. Wie schon zuvor beschrieben 
(vergl. 5.2), wurde auch hier festgestellt, dass nach Inkubation mit Tetracyclin bzw. 
Doxycyclin die Expression der Teilstrukturen nicht immer vollständig zu unterdrücken 
war.  

5.3.1 Expression von drei „Ki-67 Tandem-Repetitionen“ aus Exon 13      

Die transiente bzw. stabile Expression der drei Ki-67 Tandem-Repetitionen aus Exon 13 
ohne Kern-Transportsignal (Fragment „3Rs“; vergl. OA7: Fig.1) führte zu einer Akku-
mulation des rekombinanten Proteins im Zytoplasma (vergl. OA 4 bis 8). Die Expres-
sion des endogenen pKi-67 wurde durch die Expression der drei Ki-67 Tandem-Repeti-
tionen im Zytoplasma teilweise noch wirksamer herunterreguliert als nach der Expres-
sion der Antisense-RNA (vergl. 5.2). Dies wurde durch RT-PCR, immunhistologisch 
mit MIB-1 und anhand von Immunblots ermittelt (vergl. OA 4: Fig. 5 und 6, OA 5: Fig. 
3 sowie OA 6: Fig. 2A). Auch BrdU wurde in erheblich geringerem Maß in die sich 
replizierende DNA eingebaut (vergl. OA 4: Fig. 3). Die durchflusszytometrischen 
Zellzyklus-Analysen ergaben ebenfalls, dass die Expression der drei Ki-67 Tandem-
Repetitionen zu einer Abnahme von Zellen führte, die sich in der S-Phase befanden 
(vergl. OA 4: Fig.4 und OA 5: Fig. 2).  
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Wie zu erwarten, führte die Expression der rekombinanten Repetitionen mit Kern-
Transportsignal (Fragment „3Rn“; vergl. OA7: Fig.1) zu einer vergleichsweise geringen 
Akkumulation im Zytoplasma. Überraschenderweise wurden aber keine Kerne mehr 
durch MIB-1 markiert (vergl. OA 6: Fig. 2B und 2C), d.h. im Kern konnte kein immun-
histologischer Nachweis des Antigens mit MIB-1 durchgeführt werden, obwohl dieser 
monoklonale Antikörper eigentlich sowohl endogenes pKi-67 als auch die in den Kern 
transportierte rekombinante Teilstruktur binden sollte (vergl. OA 6: Fig. 1A). Dagegen 
war endogenes wie rekombinantes pKi-67 im Immunblot mit MIB-1 unverändert im 
Kern nachweisbar (vergl. OA 6: Fig. 1B und 1C). Auch mit Hilfe der pKi-67 spezifi-
schen monoklonalen Antikörper MIB-2, MIB-13 und MIB-21, die das endogene pKi-67 
in anderen Regionen binden als MIB-1 (vergl. OA 6: Fig. 1A), konnte das endogene 
pKi-67 jedoch unvermindert immunhistologisch nachgewiesen werden (vergl. OA 6: 
Fig. 2A und 3). Im Gegensatz zu den Ergebnissen nach der Expression der Antisense-
RNA (vergl. 5.2) und der drei Tandem-Repetitionen ohne Kern-Transportsignal (s.o.) 
wurde durch die Expression der drei Ki-67 Tandem-Repetitionen mit Kern-Transport-
signal die Expression von endogenem pKi-67 nicht oder in einem weit geringerem Maß 
herunterreguliert. Dies wurde mittels RT-PCR, immunhistologisch mit MIB-2, MIB-13 
und MIB-21 und anhand von MIB-1 Immunblots gezeigt (vergl. OA 5: Fig. 3 sowie OA 
6: Fig. 1C, 2A und 3). Während BrdU wiederum in deutlich geringerem Maß in die sich 
replizierende DNA eingebaut wurde (Zingler, 1997), ergaben durchflusszytometrische 
Zellzyklus-Analysen, dass der Anteil von Zellen in der S-Phase in diesem Fall weniger 
stark abnahm (vergl. OA 5: Fig. 2).  
Die festgestellte Hemmung der endogenen pKi-67 Expression durch die transiente 
Expression der drei Ki-67 Tandem-Repetitionen aus Exon 13 ohne Kern-Transportsig-
nal lässt sich möglicherweise damit erklären, dass eine gegenseitige Bindung beider 
Proteine innerhalb des endoplasmatischen Retikulums (Ross, 1998) den Transport in 
den Kern behindert oder dass die repetitiven Strukturen des rekombinanten Proteins mit 
den für die Faltung von pKi-67 verantwortlichen Chaperonen kompetetiv interagieren 
und die Reifung des nativen pKi-67 behindern. Da diese Hemmung bei der Expression 
der drei Ki-67 Tandem-Repetitionen aus Exon 13 mit Kern-Transportsignal marginali-
siert war, ist die letztere Vermutung eher zu verwerfen. Dagegen deutet die Nichtnach-
weisbarkeit des endogenen pKi-67 durch MIB-1 auf eine Maskierung des MIB-1 Epi-
topes im Kern hin, vermutlich ebenfalls durch eine Protein-Interaktion der rekombinan-
ten pKi-67 Teilstruktur mit dem entsprechenden Abschnitt des endogenen Proteins. Des 
weiteren könnte auch eine Störung der posttranslationalen Modifikationen, z.B. eine 
Phosphorylierung des MIB-1 Epitopes, zur Nichtanfärbbarkeit im Kern beitragen. Da es 
auch in Tumorzellen gelegentlich zu einer massiven Akkumulation von endogenem 
pKi-67 im Kern kommt (vergl. OA 3 und 10), wurde die Hypothese aufgestellt, dass die 
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beobachtete Nichtanfärbarkeit auch bei immunhistologisch gefärbten Dünnschnitten 
von Tumorgewebe auftreten könnte.  
Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden retrospektiv Dünnschnitte von routinemäßig 
fixierten Proben kolorektaler Karzinome mit den für pKi-67 für unterschiedliche Domä-
nen spezifischen monoklonalen Antikörpern MIB-1 und MIB-21 markiert. Die jewei-
ligen Markierungsindices wurden ermittelt und miteinander verglichen. Bei einem Teil 
(ca. 10 %) der untersuchten Karzinome wurde tatsächlich ein signifikanter Unterschied 
bei der Ermittlung der Ki-67 Markierungsindices durch MIB-1 bzw. MIB-21 festgestellt 
(vergl. OA 6: Fig. 5). Dieses Ergebnis bestätigt daher, dass bei massiver Überexpression 
von pKi-67 bzw. der rekombinanten pKi-67 Tandem-Repetitionen die Epitope, an die 
MIB-1 spezifisch bindet, im Zellkern grundsätzlich maskiert oder modifiziert werden 
können, so dass MIB-1 nicht mehr daran binden kann.   
Dieses Ergebnis könnte eine zusätzliche Erklärung dafür geben, warum der MIB-1 Mar-
kierungsindex beim kolorektalen Karzinom häufig keine oder sogar eine negative Kor-
relation zur Überlebensrate aufweist (vergl. 4.2.3). Als Konsequenz wäre die Empfeh-
lung abzuleiten, die Ermittlung des MIB-1 Markierungsindex beim kolorektalen Karzi-
nom durch weitere Untersuchungsmethoden, z.B die immunhistologische Färbung mit 
MIB-21 oder die pKi-67 in situ Hybridisierung (vergl. 4.2) zu ergänzen. 

5.3.2 Expression des N-terminalen Endes (Exons 2 bis 12 ohne Exon 7), des C-
terminalen Endes (Exons 14 und 15) und von Exon 7 

Die transienten Expressionen der N- bzw. C-terminalen Enden sowie von Exon 7 
wurden analog zur Expression der Ki-67 Tandem-Repetitionen entweder ohne (Frag-
mente „Ns“, „Cs“, „7s“) oder mit (Fragmente „Nn“, „Cn“, „7n“) zusätzlichem Kern-
Transportsignal durchgeführt. Mit Hilfe von RT-PCR und Immunblot wurde die 
korrekte Expression der Fragmente auf der mRNA- bzw. Protein-Ebene überprüft 
(vergl. OA 5: Fig.1B und 1C).  
Vergleichbar mit der Expression der drei pKi-67 Tandem-Repetitionen ohne Kern-
Transportsignal (Fragment 3Rs), wurde die native pKi-67 mRNA von den Fragmenten 
Nn, Ns und Cn vollständig und von dem Fragment Cs schwach herunterreguliert. Diese 
Effekte konnten auch auf Proteinebene bestätigt werden, da die Banden der 
entsprechenden Fragmente im Immunblot deutlich schwächer angefärbt wurden (vergl. 
OA 5: Fig. 3). Dagegen beeinflussten die Fragmente 7s und 7n die native pKi-67 
Expression nicht oder nur in geringfügigem Maß, genauso wie es schon zuvor für die 
drei pKi-67 Tandem-Repetitionen mit Kern-Transportsignal (Fragment 3Rn) 
beschrieben wurde (vergl. 5.3.1).  
Die durchflusszytometrischen Zellzyklus-Analysen ergaben, dass die Expression der 
Fragmente Nn, Ns, Cn und Cs genauso wie die Expression der Antisense-RNA (Frag-
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ment AS; vergl. 5.2) und des Fragmentes 3Rs (vergl 5.3.1) zu einer Abnahme von 
Zellen führten, die sich in der S-Phase befanden (vergl. OA 5: Fig. 2). Lediglich die 
Fragmente 7s und 7n zeigten vergleichbar mit dem Fragment 3Rn geringen Einfluss auf 
die Verteilung der Zellen im Zellzyklus. Die gute Übereinstimmung der Ergebnisse 
bezüglich der nativen pKi-67 Expression und dem Einfluss auf den Zellzyklus lassen 
eine funktionelle Beziehung dieser Ereignisse wahrscheinlich erscheinen. 

5.4 pKi-67 und Apoptose 

Der zuvor beobachtete Effekt von pKi-67 auf den Zellzyklus (vergl 5.2 und 5.3) legte 
die Vermutung nahe, dass pKi-67 auch einen Einfluss auf den programmierten Zelltod 
(Apoptose) haben könnte, da die Apoptose, verallgemeinert, auf dem Wiedereintritt in 
den Zellzyklus beruht. Aus diesem Grund wurden mit den Fragmenten AS, Ns, Nn, 7s, 
7n, 3Rs, 3Rn, Cs und Cn transient transfizierte HT-OFF Zellen mit FITC-markierten 
spezifischen Antikörpern gegen das Spaltungsprodukt der Poly ADP-Ribose 
Polymerase (PARP) markiert (vergl. OA 5) und durchflusszytometrisch analysiert. 
PARP ist ein 116 kDa großes Kernprotein, dass durch DNA-Strangbrüche aktiviert wird 
(Germain et al., 1999). Während der Apoptose wird PARP von den Caspasen 3 und 7 in 
je ein 85 kDa und 25 kDa großes Fragment gespalten.  
Die Auswertung der durchflusszytometrischen Analysen ergab, dass allein die Zugabe 
des Doxycyclins als Transkriptionsblocker der verwendeten Plasmide die Apoptoserate 
der transfizierten Zellen innerhalb von 48 Stunden um ca. 10 % erhöhte (vergl. OA 5: 
Fig.4). Mit Ausnahme der Fragmente AS und 7n ergab die Transkription der meisten 
pKi-67 Teilstrukturen eine verringerte Apoptoserate. Daraus kann geschlossen werden, 
dass die Expression dieser Fragmente den apoptotischen Effekt von Doxycyclin auf 
diese Zellen teilweise oder ganz neutralisiert, also dass sie einen anti-apoptotischen 
Effekt haben. Da die Inhibition der nativen pKi-67 Expression durch Antisense-RNA 
(Fragment AS) keinen Netto-Einfluss auf die Zu- oder Abnahme apoptotischer Zellen 
hat, ist ein direkter Einfluss von nativem pKi-67 auf den programmierten Zelltod eher 
unwahrscheinlich. Auf indirektem Wege könnte pKi-67 aber durchaus für den Fortgang 
der Apoptose erforderlich sein. Aufgrund der Verwendung der PARP-Methode zur 
Apoptose-Bestimmung, könnte ein direkter Zusammenhang mit der gleichzeitig festge-
stellten Verringerung von S-Phase Zellen (vergl. 5.3.1 und 5.3.2) bestehen. 
Zusammengefasst zeigten alle exprimierten pKi-67 Fragmente, die die Zellzyklusver-
teilung beeinflussten, einen leichten anti-apoptotischen Effekt, nicht jedoch das Anti-
sense-Konstrukt. Eine ander Arbeitsgruppe ermittelte dagegen, dass Zellen, deren 
pKi-67 Expression durch Antisense-Oligonukleotide inhibiert war, eine erhöhte 
Apoptoserate aufwiesen und dass apoptotische Zellen grundsätzlich kein pKi-67 ent-
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hielten (Kausch et al., 2003). Weitere Versuche müssen daher noch klären, inwieweit 
pKi-67 tatsächlich Einfluss auf die Apoptose hat. 

5.5 pKi-67 in Zellen mit hohem Protein-Umsatz 

Wie beschrieben, ist es möglich, pKi-67 in Zellzyklus-arretierten Zellen nachzuweisen 
(vergl. 4.2.3). Zwar wurde stets ausgeschlossen, dass ruhende bzw. differenzierte Zellen 
pKi-67 exprimieren, es gibt aber zahlreiche Hinweise, dass pKi-67 als ribosomaler Ka-
talysator wirken könnte (MacCallum & Hall, 2000b). Die Identifizierung von Interak-
tionspartnern, die mit dem Nukleolus assoziiert sind (vergl. 5.6 und OA 7), sowie die 
Lokalisierung von pKi-67 im Nukleolus - dem Ort der Ribosomen-Assemblierung - 
während der Interphase (vergl. Abbildung 2) untermauern, dass pKi-67 in den Lebens-
zyklus der Ribosomen involviert sein könnte. Die Hypothese, dass pKi-67 die Zahl der 
Ribosomen pro Zelle beeinflussen könnte und damit die Proteinproduktion allgemein, 
sollte daher an differenzierten Zellen mit hohem Protein-Umsatz überprüft werden, die 
demzufolge pKi-67 in den Nukleoli enthalten sollten. Zu diesem Zweck wurde Pan-
kreas- und Kolon-Gewebe sowie Knochenmarkzellen immunhistologisch untersucht. 
Nach entsprechender Identifizierung der sekretorischen Zellen konnten aber weder die 
Nukleoli noch andere Zellkompartimente dieser Zellen mit MIB-1 markiert werden 
(vergl. OA 5: Fig. 5). In den Nukleoli differenzierter Zellen mit hohem Proteinumsatz 
konnte demzufolge ebenfalls kein pKi-67 nachgewiesen werden. Daraus kann geschlos-
sen werden, dass pKi-67 in differenzierten Zellen zur Ribosomen-Assemblierung nicht 
erforderlich ist.   

5.6 Identifizierung von Proteinen, die mit pKi-67 interagieren 

Ein genaueres Bild über die Funktionen von pKi-67 im Zellzyklus könnte man wahr-
scheinlich erhalten, wenn im Detail bekannt wäre, mit welchen anderen Proteinen 
pKi-67 in vivo interagieren kann. Aus diesem Grund wurde versucht, über ein Genbank-
„Screening“ mit Hilfe des Hefe 2-Hybrid Systems Interaktionspartner von pKi-67 zu 
identifizieren.  

5.6.1 Genbank-„Screening“ mit Hilfe des Hefe 2-Hybrid Systems  

Als „Target“ wurden Teilstrukturen von pKi-67 eingesetzt. Diese Fragmentierung war 
wegen der Größe der cDNA erforderlich und erlaubte außerdem ein differenzierteres 
Vorgehen als die Klonierung der gesamten cDNA. Allerdings wurde dadurch das 
„Screening“ der Genbank („Matchmaker“; Clontech, Heidelberg) entsprechend auf-
wendiger. Die gesamte pKi-67 cDNA wurde in folgenden vier Teilstücken in den Tar-
getvektor „pAS2.1“ des Hefe 2-Hybrid Systems II der Firma Clontech (Heidelberg) 
kloniert (vergl. OA 7: Fig. 1A): 



 36 

a) drei der „Ki-67 Repeats“ aus Exon 13 (Fragment „3R“) 
b) der N-terminale Bereich der kurzen „Splicing“-Variante (Fragment „N“: vom 

Startkodon in Exon 2 bis Exon 12, aber ohne Exon 7)  
c) Exon 7  (Fragment „7“) 
d) der C-terminale Bereich (Fragment „C“: von Exon 14 bis zum Stoppkodon in 

Exon 15)  
Zusammen repräsentieren diese Fragmente nahezu die komplette cDNA von pKi-67. 
Nachdem die im „Matchmaker“-Genbankvektor „pGAD GH“ klonierte cDNA aus 
HeLa-Zellen für jedes der vier Teilstücke 1,5 bis 3 mal (entsprechend 0,9 bis 1,8 x 107 
unabhängigen Klonen) primär „gescreent“ worden war, wurden insbesondere für die 
Teilstruktur 3R aus Exon 13 eine Vielzahl von Klonen als putative Bindungspartner 
isoliert und sequenziert. Die tandemartig angeordneten Ki-67 Repetitionen sind für ein 
breites Spektrum an Interaktionen prädestiniert, da sie u.a. die immundominanten, 
alphahelikalen Ki-67 Motive enthalten (vergl. 3.1, 3.3 und 3.6). Aufgrund der großen 
Anzahl (ca. 170) wurden die putativen Bindungspartner je nach ihrer Funktion einer der 
folgenden Gruppen zugeordnet: DNA-Helikasen, Zellzyklus-Proteine, signaltransduzie-
rende Proteine sowie ribosomale Proteine.  
Alle o.g. putativen Bindungspartner wurden über ein zusätzliches Verfahren („Mating“; 
vergl. OA 7) verifiziert sowie einer weiteren unabhängigen Überprüfung unterzogen. 
Nach Retransformation aller Plasmide wurden die jeweiligen Bindungsstärken zwischen 
pKi-67 und den identifizierten Proteinen in den Hefezellen über die Expression des Re-
portergens lacZ quantifiziert (vergl. OA 7: Fig. 1B, 1C und 1D). Dadurch konnten Pro-
teine mit signifikanter Bindung an die pKi-67 Teilstrukturen für eingehendere Untersu-
chungen auswählt werden (vergl. OA 7: Tab. 1). 
Die Bindung der Serin/Threonin Kinasen Pak2, S6-Kinase und Caseinkinase II an das 
Fragment 3R sind besonders erwähnenswert, da pKi-67 während des Zellzyklus in 
hohem Maß an den Aminosäuren Serin/Threonin bzw. Tyrosin phosphoryliert wird 
(MacCallum & Hall, 1999; Endl & Gerdes, 2000b). Als ein möglicher Antagonist zu 
den Protein Kinasen kommt die katalytische Untereinheit der Protein Phosphatase 2A in 
Frage, die ebenfalls an das pKi-67 Fragment 3R binden kann. Das Ran-bindende Pro-
tein 7 (RanBP7), auch als Importin 7 bekannt, ist in den Transport von Makromolekülen 
durch die Kernlamina involviert (Jakel & Gorlich, 1998; Jakel et al., 1999). Weiterhin 
wurden vier verschiedene Helikasen als mögliche Bindungspartner der Tandem Repeti-
tionen identifiziert. Als besonders interessant könnte sich die Wechselwirkung von 
FHA („Forkhead-associated“)-Domänen tragenden Proteinen an Exon 13 erweisen, 
zumal pKi-67 wahrscheinlich selbst zu dieser Klasse von Proteinen gehört (vergl. 3.3). 
Während für das Fragment 7 kein Bindungspartner identifiziert werden konnte, inter-
agierte das Fragment N mit den Proteinen MCM2, mit dem Ran-bindenden Protein 9 
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(RanBP9) sowie vier ribosomalen Proteinen. Die MCM-Proteine kontrollieren während 
der Zellteilung den Eintritt in die S-Phase und den Beginn der DNA-Replikation 
(Todorov et al., 1994). RanBP9 organisiert das Verankern der Mikrotubuli am Zentro-
som und ist ebenfalls während der Mitose aktiv (Nakamura et al., 1998). Die Bindung 
von Fragment C an die Heterochromatin-bindenden Proteine 1 α und γ (HP1Hs α und 
β) eröffnet die Möglichkeit, dass pKi-67 auch in das Verankern der Chromosomen an 
die Innenseite der Kernlamina involviert ist. 

5.6.2 Verifizierung der putativen Bindungspartner 

Beim Hefe 2-Hybrid System handelt es sich um ein artifizielles System, durch das mög-
licherweise auch falsch-positive Interaktionen identifiziert werden könnten. In Hefezel-
len als Modell-Organismus werden zudem die meisten post-translationalen Proteinmo-
difikationen nicht oder nicht korrekt ausgeführt. Ein großer Teil der Phosphorylierun-
gen, Glykosylierungen, Methylierungen usw. ist speziesspezifisch und kommt deshalb 
in Hefezellen nicht vor, da diesen die nötigen Enzyme fehlen. Um Interaktionen aus-
zuschließen, die auf  Saccharomyces cerevisiae beschränkt sind und um eine Verifizie-
rung der gefundenen Wechselwirkungen zu erhalten, wurden die in den Hefezellen 
gefundenen putativen Bindungspartner von pKi-67 im Säugetier-Modell („Mammalia 2-
Hybrid System“; Clontech, Heidelberg) überprüft (Alam & Cook, 1990; Fearon et al., 
1992). Mit Hilfe dieses Systems können eventuell Proteine aussortiert werden, die im 
Hefe- nicht aber im Säugetiermodell an pKi-67 binden.  
Alle als Target verwendeten pKi-67 Teilstrukturen sowie die putativen Bindungspartner 
wurden deshalb in die entsprechenden Vektoren „pM“ bzw. „pVP16“ des Mammalia 2-
Hybrid  Systems umkloniert (vergl. OA 7). Die jeweiligen Bindungsstärken zwischen 
pKi-67 und den identifizierten Proteinen wurden über die Expression des Reportergens 
CAT  (Chloramphenicol-Acetyl-Transferase) in HeLa S3 Zellen 48 Stunden nach der 
Transfektion quantifiziert. Die Ergebnisse (vergl. OA 7: Fig. 2A, 2B und 2C) 
bestätigten im wesentlichen die zuvor gemessenen Bindungen. Für Zellzyklus-relevante 
Proteine sowie DNA-Strukturproteine wurden noch festere Bindung als zuvor 
festgestellt. Dafür könnten sekundäre Modifikationen verantwortlich sein, die in den 
Hefezellen nicht vorkommen. Dagegen blieben die Bindungen an ribosomale Proteine 
ungefähr konstant.  
Für einige der identifizierten Proteine wurde die Bindung an pKi-67 zusätzlich durch 
Immunpräzipitation untersucht. Nach der Koexpression der entsprechenden Plasmide in 
HEK293-Zellen („Human Embryonic Kidney Cell Line“; vergl. OA 7), wurden die 
Bindungspartner mittels Antikörper gegen den Hybridanteil des translatierten Target-
vektors aus dem Zelllysat präzipitiert. Die entsprechenden Bindungspartner wurden an-
schließend im Immunblot durch Antikörper gegen den Hybridanteil des 
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Genbankvektors spezifisch markiert. Falls die Bindungspartner in vivo interagieren, 
sollte eine Bande bei 63 kD (Fragment 3R) bzw. 116 kD (Fragment N) nachweisbar 
sein. Für alle untersuchten Proteine konnte dieser Nachweis geführt werden (vergl. OA 
7: Fig. 3). Ein besonders intensiver Präzipitationsnachweis erfolgte bei den Protein-
paarungen von pKi-67-3R mit PPP2A (Protein Phosphatase 2A), RanBP7, S6 Kinase, 
Clusterin, das ribosomale Phosphoprotein P0 („Acidic Ribosomal Protein“) und RBBP7 
(Retinoblastoma-bindendes Protein) sowie von pKi-67-N mit MCM2 und RanBP9. 

5.7 Selbst-Interaktion von pKi-67 

Aus den Ergebnissen zur Expression von Teilstrukturen in den HT-Off bzw. HT-On 
Zellen (vergl. 5.3.1 und 5.3.2) wurde u.a. gefolgert, dass pKi-67 auch mit sich selbst 
interagieren könnte. Deshalb wurde eine mögliche paarweise Bindung der pKi-67 Teil-
strukturen untereinander mit Hilfe des Mammalia 2-Hybrid Systems untersucht. Die 
Fragmente 3R, N, 7 und C wurden in den entsprechenden Genbankvektor (pVP16) klo-
niert und mit den gleichen Fragmenten im Targetvektor (pM) in HeLa S3-Zellen ko-
transfiziert (vergl. OA9). Die Zellen wurden wie zuvor (vergl. 5.6.2) nach 48 Stunden 
lysiert. Der Reporter CAT (Chloramphenicol-Acetyl-Transferase), der bei erfolgreicher 
Bindung exprimiert wird, wurde anschließend quantifiziert (vergl OA 7: Fig. 2D). 
Es zeigte sich, dass die Assoziierung von pKi-67-N an die repetitive Region (3R) sehr 
stark ist, vergleichbar mit der als Positiv-Kontrolle eingesetzten Bindung zwischen P53 
an dem „large T-Antigen“. Der C-Terminus von pKi-67 zeigte dagegen mit allen ande-
ren Teilstrukturen keine Interaktionen. Interessanterweise reagierten die repetitiven 
Strukturen aus Exon 13 von pKi-67 nicht mit sich selbst. Dies wurde nach der Expres-
sion von drei Tandem-Repetitionen in HeLa-Zellen als eine mögliche Erklärung der 
beobachteten Effekte angenommen (vergl. 5.3.1).  
Die nachgewiesene starke Bindung des N-terminalen Endes an die repetitive Region 
von Exon 13 könnte möglicherweise auf die Bildung ringförmiger, multimerer oder 
sogar netzförmiger Formen von pKi-67 im Zellkern hindeuten. 

5.8 Einfluss von pKi-67 auf andere Zellzyklus-abhängige Proteine 

Aufgrund seiner möglichen Bindung an Importin 7 (RanBP7) wurde die Hypothese auf-
gestellt, dass pKi-67 die Lokalisation von Zellzyklus-abhängigen Proteinen, wie die der 
Cycline oder Cyclin-abhängigen Kinasen (cdk), beeinflussen könnte. Eine funktionelle 
Verbindung zwischen pKi-67 und Cyclin B wurde auch von anderen Arbeitsgruppen  
vorgeschlagen (Endl & Gerdes, 2000a). Die Cycline B1 und B2 sind während der Inter-
phase hauptsächlich im Zytoplasma lokalisiert. Sie bilden zusammen mit cdk1 den „Mi-
tose-promoting factor“ (MPF) und werden erst während des Übergangs von der G2- zur 
M-Phase aktiv durch Importine in den Kern transportiert (Hagting et al., 1998; Moore et 
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al., 1999). MPF phosphoryliert u.a. das Histon H1 und löst so die Chromosomenkon-
densation aus. 
Um die zellulären Effekte von pKi-67 auf Cyclin B und andere Zellzyklus-abhängige 
Proteine zu untersuchen, wurde das bereits beschriebene Tetracyclin-regulierbare 
Expressionssystem verwendet (vergl. 5.2 und 5.3). Die verschiedenen pKi-67 Teilstruk-
turen wurden neben der Antisense-RNA in HT-OFF Zellen für 48 Stunden transient 
bzw. stabil exprimiert (vergl. OA 7). Die Zellen wurden immunhistologisch und über 
das Immunblot-Verfahren auf die Expression von Cyclin A, Cyclin B1, cdk1 und cdk2 
untersucht.  
Während die Expression der pKi-67 Teilstrukturen sowie der Antisense-RNA keinen 
Einfluss auf Konzentrationsänderungen von Cyclin A, Cyclin B, cdk1 und cdk2 hatte 
(vergl. OA 7: Fig. 4B und 5B), bewirkte die Expression der Fragmente 7n und 3Rn eine 
Translokation von Cyclin B vom Cytoplasma zu den Nukleoli (vergl. OA 7: Fig. 4A). 
Auch cdk2 war, wenn auch in geringerem Maß, nach Transfektion und Expression der 
Plasmide mit dem Fragmenten 3Rn in den Nukleoli nachzuweisen (vergl. OA 7: Fig. 
5A), im Gegensatz zu den Kontrollen, den anderen pKi-67 Teilstrukturen sowie Cyclin 
A und cdk2. 
Aus diesen Ergebnissen kann gefolgert werden, dass bestimmte Domänen von pKi-67 - 
Exon 7 sowie die Tandem-Repetitionen aus Exon 13 – selektiv den Transport von 
Cyclin B bzw. MPF durch die Kernlamina verursachen können, wenn sie selbst über ein 
zusätzliches Kern-Transportsignal in den Kern transloziert werden. Insofern kann die 
eingangs aufgestellte Hypothese bestätigt werden, dass pKi-67 aufgrund seiner mögli-
chen Bindung an Importine die Lokalisation von Zellzyklus-abhängigen Proteinen 
beeinflussen könnte. 

5.9 Diskussion 

Ziel dieses Abschnitts der Arbeiten war es, die Funktion von pKi-67 durch Antisense-
Inhibition, Expression rekombinanter pKi-67 Teilstrukturen sowie durch Identifizierung 
von Proteinen, die mit pKi-67 interagieren, näher zu definieren.  

5.9.1 Inhibition der Zellteilung durch Antisense- bzw. Teilstrukturen von pKi-67  

Die transiente Expression von Fragmenten hat den Nachteil, dass die möglichen Effekte 
immer geringer als zu erwarten ausfallen, weil aus technischen Gründen nicht alle Zel-
len einer Kultur transfiziert werden können und nicht-transfizierte Zellen die Ergebnisse 
beeinflussen. Dieser Nachteil entfällt bei stabil exprimierten Plasmiden. Allerdings 
zeigte sich, dass das Tet-System ein wenig durchlässig („leaky“) ist, so dass auch 
Transkriptions-blockierte Zellen immer kleine Mengen der Fragmente produzieren. 
Zellen, die fortwährend kleine Mengen der rekombinanten pKi-67 Fragmente enthalten, 
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können aber möglicherweise durch Selektionsdruck schon nach wenigen Zellpassagen 
stark verändert sein. Darum wurden die Experimente zur Messung des Einflusses der 
Expression von pKi-67 Fragmenten auf den Zellzyklus transient durchgeführt.  
Die durchflusszytometrischen Zellzyklus-Analysen ergaben, dass die Expression der 
meisten Teilstrukturen von pKi-67, mit Ausnahme von Exon 7, die Zahl der Zellen in 
der S-Phase genauso bzw. sogar in stärkerem Maße verringerten als die Inhibition der 
pKi-67 Expression durch die Antisense-Konstrukte. Diese Wirkung hatten die drei 
Ki-67 Tandem-Repetitionen aber nur ohne Kern-Transportsignal, also wenn dieses Teil-
stück aus Exon 13 im Zytoplasma exprimiert wurde. Am wirksamsten war das im Zyto-
plasma exprimierte C-terminale Ende, das zu einer starken Verschiebung der Zellen von 
der S- zur G1-Phase führte.  
Aus den Erkenntnissen, die mit Hilfe des Hefe bzw. Mammalia 2-Hybrid Systems 
gewonnen wurden (vergl. OA 7), sowie einer anderen Arbeit zufolge (Scholzen et al., 
2002), wurde geschlossen, dass das C-terminale Ende von pKi-67 mit dem Heterochro-
matin-bindenden Protein HP1 interagiert. HP1 ermöglicht die Bindung der Chromoso-
men an die Innenseite der Kernlamina am Ende der Mitose. Aus diesem Grund würde 
man bei der rekombinanten Expression dieser Teilstruktur eine Blockierung des Zell-
zyklus am Ende der Mitose bzw. am Anfang der frühen G1-Phase erwarten. Dies könnte 
den gemessenen Anstieg der G1-Phase Zellen bei unverändertem Anteil an G2/M-Phase 
Zellen erklären.    
Zusammenfassend kann aus diesen Ergebnissen geschlossen werden, dass die Expres-
sion verschiedener pKi-67 Teilstrukturen neben der Expression des nativen Proteins 
auch die Zellteilung insgesamt inhibiert. Deshalb besteht wahrscheinlich ein direkter 
Zusammenhang zwischen der pKi-67 Konzentration im Zellkern und dem Fortschreiten 
des Zellzyklus (Scholzen & Gerdes, 2000). Die beobachtete Bindung von pKi-67 (vergl. 
OA9) an die DNA-Synthese kontrollierenden Proteine MCM2 (Todorov et al., 1994) 
und p95 (Varon et al., 1998) führt zu der Vermutung, dass pKi-67 auch in die Entschei-
dung zur Initiierung der DNA-Replikation involviert sein könnte. Weiterhin kann aus 
den Ergebnissen abgeleitet werden, dass pKi-67 selbst-reguliert ist, da die Expression 
der meisten Domänen von pKi-67 die Transkription des nativen Proteins behindert.     

5.9.2 pKi-67 als Interaktionspartner  

Die beiden 2-Hybrid Systeme (Hefe und Mammalia) erwiesen sich als komplexe und 
sehr ergiebige Klonierungssysteme, die weitreichende Funktionsstudien von pKi-67 
über seine Bindungspartner ermöglichte. Neben ribosomalen Proteinen wurden ver-
schiedene DNA- sowie Zellzyklus-assoziierte Proteine als potentielle Interaktionspart-
ner ermittelt.  
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Die festgestellte Bindung an ribosomale Proteine ist konsistent mit der Hauptlokalisa-
tion von pKi-67 in der dichten fibrillären Komponente (DFC) des Nukleolus  während 
der Interphase (Braun et al., 1988; Kill, 1996; MacCallum & Hall, 2000b). In Bezug auf 
diese Lokalisation war bisher keine Funktion bekannt. In Ergänzung zu unseren Ergeb-
nissen wurde von einer anderen Arbeitsgruppe ein weiteres Protein, NIFK („nucleolar 
protein interacting with the FHA domain of pKi-67“), als weiterer Bindungspartner von 
pKi-67 identifiziert (Takagi et al., 2001). Die Assoziation von pKi-67 mit DNA-asso-
ziierten Proteinen ist naheliegend, da pKi-67 selbst DNA binden kann (MacCallum & 
Hall, 2000a) und Bestandteil des kompakten Chromatins ist  (Kreitz et al., 2000). Die 
Bindung von Zellzyklus-assoziierten Proteinen an pKi-67 stimmt gut mit dem Expres-
sionsmuster von pKi-67 und der Tatsache überein, dass die Koinkubation mit pKi-67 
spezifischen Antisense-Oligonukleotiden bzw. -RNA (vergl. OA 1, OA 4 und OA 5), 
Mikroinjektion von pKi-67 spezifischen Antikörpern (Starborg et al., 1995) oder die 
Expression von rekombinanten pKi-67 Teilstrukturen (vergl. OA 4 bis OA 6) die Zell-
teilung behindert bzw. den Zellzyklus verlangsamt.   
Die Expression der rekombinanten Fragmente 7n und 3Rn im Zellkern verursachte 
selektiv die Translokation von Cyclin B zum Nukleolus (vergl. OA 7). In Hinblick auf 
die funktionelle Beziehung von pKi-67 mit Cyclin B (Endl & Gerdes, 2000a), kann des-
halb die Hypothese aufgestellt werden, dass pKi-67 bei der Relokalisation von MPF in 
die Nukleoli beteiligt ist. Der Transport von MPF durch die Kernlamina erfolgt zu 
Beginn der Mitose, also unmittelbar vor der Desintegration der Nukleoli, die möglicher-
wiese durch Phosphorylierung von Nukleoli-Proteinen (einschließlich pKi-67) durch 
MPF (Cyclin B - cdk1) initiiert wird. pKi-67 könnte also eine wichtige Funktion bei der 
Auflösung der Nukleoli zu Beginn der Mitose haben. 
Umgekehrt könnte auch die Reintegration der Nukleoli nach Abschluß der Mitose durch 
pKi-67 katalysiert werden. Während der Mitose befindet sich pKi-67 innerhalb der peri-
chromosomalen Scheide (vergl. 2.2.3.2 sowie Abbildung 3) und ist dort mit vielen 
nukleolären Proteinen assoziiert. Interessanterweise wird eine direkte oder indirekte 
Bindung von pKi-67 an die Bereiche um die durch rDNA definierten Nukleolären Orga-
nisations Regionen (NOR) während der Mitose verhindert (Traut et al., 2002). Nach 
Abschluß der Mitose könnte die Interaktion von pKi-67 mit verschiedenen DNA-Heli-
kasen zunächst die chromosomale Dekondensation im Bereich um die NORs initiieren, 
wo die Neubildung der Nukleoli erfolgt. Dies wird auch von zahlreichen Ergebnissen 
gestützt, die darauf hindeuten, dass die pKi-67 Tandem-Repetitionen in der frühen G1-
Phase mit zahlreichen nukleolären Proteinen sowie mit DNA interagiert (vergl. OA 4 
bis OA 7). Eine weitere Funktion von pKi-67 könnte daher sein, eine schnelle Rückbil-
dung der Nukleoli zu bewirken und damit für die zügige Neu-Synthese von Ribosomen 
zu sorgen. Auch die Bindung von pKi-67 an RBBP7, das für die korrekte Lokalisation 
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wichtiger Faktoren bei der Chromatin-Neubildung sorgt (Gregory & Horz, 1998; 
Bridger et al., 1998; Dhalluin et al., 1999; Gregory et al., 2001), unterstützt diese 
Hypothese.  
Die festgestellte Interaktion des C-Terminus von pKi-67 mit den Heterochromatin-
bindenden Proteinen HP1Hs α und β wurde auch durch andere Arbeitsgruppen bestätigt 
(Kametaka et al., 2002; Scholzen et al., 2002). Über das Heterochromatin sind die 
Interphase-Chromosomen mit der Kernlamina verbunden (Ye & Worman, 1996; Ye et 
al., 1997; Koike et al., 2000). Die rekombinante Expression des C-Terminus von pKi-67 
führt zu einer Ablösung der Interphase-Chromosomen von der Kernlamina (MacCallum 
& Hall, 2000b), wodurch in den Zellen Apoptose ausgelöst wird (Starborg et al., 1995; 
Bridger et al., 1998). Das Heterochromatin enthält auch die rDNA (Gene der rRNA), 
die im Kern der Nukleoli lokalisiert sind (vergl. 2.2.3.1 sowie Abbildung 2), wo pKi-67 
in der Interphase lokalisiert ist. Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass pKi-67 in 
der frühen G1-Phase auch eine wichtige Rolle bei der Verankerung des Heterochro-
matins an der Kernlamina spielen könnte. 
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6 Diskussion zur Funktion von pKi-67 
Das Ziel der in dieser Schrift zusammengefassten Arbeiten war die Erforschung der 
Funktion von pKi-67. Mit der Bestimmung der primären Struktur (vergl. 3) wurde die 
Grundlage für die nachfolgenden Arbeiten geschaffen. Neben den Erkenntnissen aus 
dem Expressionsverhalten in Tumorzellen (vergl. 4), diente vor allem die Suche nach 
Interaktionspartnern mit den Hefe und Mammalia 2-Hybrid Systemen sowie die Studien 
mit dem Tetracyclin-regulierbaren Expressionssystem (vergl. 5) der Aufstellung einer 
Hypothese zur Funktion von pKi-67. 
Wie beschrieben, ist die Expression und Lokalisation von pKi-67 stark Zellzyklus-ab-
hängig (vergl. 2). In ruhenden bzw. differenzierten Zellen wird pKi-67 nicht exprimiert. 
Mit Beginn der späten G1-Phase und während der gesamten Interphase ist pKi-67 haupt-
sächlich mit den Nukleoli assoziiert. In der späten G2-Phase beginnen die 
Chromosomen zu kondensieren, während die Nukleoli ihre Integrität verlieren und sich 
auflösen. pKi-67 breitet sich in der Prophase netzartig über das gesamte Nukleoplasma 
aus. Von der Metaphase bis zur Anaphase bildet es um die Chromosomen eine 
Netzstruktur, die sich in der Telophase wieder auflöst. Während die Chromosomen 
dekondensieren, bildet pKi-67 eine große Anzahl diskreter Foki im Nukleoplasma aus, 
die mit der Kernhülle assoziiert sind. In der sehr frühen G1-Phase beginnt sich pKi-67 
mit den neu bildenden Nukleoli erneut zu assoziieren. Für den Fall, dass die Zelle nicht 
erneut in den Zellzyklus eintritt, wird pKi-67 rasch über den Ubiquitin- und Proteasom-
abhängigen Weg abgebaut. 
Aus den Erkenntnissen der hier zusammengefassten sowie zahlreichen weiteren Arbei-
ten konnte folgende, umfassende Hypothese zur Funktion von pKi-67 aufgestellt 
werden (vergl. OA 7: Fig. 6):  
Zum Ende der G2-Phase dirigiert pKi-67 Cyclin B1 und damit den MPF („Maturation 
Promoting Factor“; Cyclin B-cdk1-Komplex) in die Nukleoli. MPF bewirkt die massive 
Phosphorylierung der Nukleolus-Proteine sowie von Histon H1. Hierdurch bricht der 
Nukleolus zusammen und die Chromosomen beginnen zu kondensieren. Der Zusam-
menbruch des Nukleolus wird durch die Wechselwirkung von pKi-67 mit Casein 
Kinase II (vergl. OA 7), Protein Kinase C (Endl & Gerdes, 2000b) und einer 
unbestimmten cGMP-abhängigen Kinase verstärkt. pKi-67 besitzt mehrere Konsensus-
Sequenzen für diese Kinase und im Nukleolus ist eine der größeren Ansammlungen von 
cyclischem GMP im Kern zu finden. Der Start der Chromosomen-Kondensation wird 
wahrscheinlich durch die Wechselwirkung mit den verschiedenen DNA-Helikasen und 
dem putativen pKi-67 Interaktionspartner PAK2 (vergl. 5.6.1) induziert, welche u.a. in 
der aktiven Form Histon H4 phosphorylieren. Die H3-Histone werden wahrscheinlich 
durch die als Bindungspartner von pKi-67 gefundene ribosomale S6-Kinase 
phosphoryliert.  
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Im Anschluss an die Hyperphosphorylierung beginnt pKi-67 mit der Ausbildung des 
Netzes um die Chromosomen. Die beschriebene Möglichkeit zur Selbstbindung des N-
Terminus an die Tandem-Repetitionen von pKi-67 könnte die Ausbildung komplexer 
Polymere innerhalb der perichromosomalen Scheide unterstützen. Weiterhin könnten 
die frei zugänglichen Tandem-Repetitionen eine Vielzahl von Proteinen binden, die 
schon im 2-Hybrid System detektiert wurden. 
Die Bindung der im N-Terminus von pKi-67 lokalisierten FHA-Domäne an Hklp2 bzw. 
NIFK (Sueishi et al., 2000; Takagi et al., 2001) konnte über das hier beschriebene 2-
Hybrid-Verfahren nicht verifiziert werden, weshalb die Hypothese, dass pKi-67 über 
die FHA-Domäne zur Trennung der Chromosomen während der Mitose beiträgt, nicht 
übernommen wird.  
Am Ende der Mitose wird pKi-67 zusammen mit anderen Proteinen des Nukleolus 
vermutlich durch Protein Phosphatase 2A dephosphoryliert, wodurch die Rückbildung 
der Nukleoli beginnt. Die Dekondensation der Chromosomen wird möglicherweise 
durch die Wechselwirkung von pKi-67 mit dem Retinoblastoma bindenden Protein 7 
(RBBP7) eingeleitet. RBBP7 dirigiert den „Chromatin Assembly Factor“, „Chromatin 
Remodelling Factor“ sowie Histon Acetyltransferase und Histon Deacetylase zu ihren 
DNA-Bindungsstellen (Gregory & Horz, 1998; Bridger et al., 1998; Dhalluin et al., 
1999; Gregory et al., 2001). Damit hätte pKi-67 eine mögliche Funktion beim Remodel-
lieren des Chromatins im Anschluss an die Mitose.  
pKi-67 wird möglicherweise über die Wechselwirkung seines C-Terminus mit den 
Heterochromatin Proteinen, die ihrerseits mit den Lamin-Rezeptoren interagieren, an 
die Chromosomen-Verankerungsorte an der Innenseite der Kernmembran dirigiert. 
Gebunden an die Tandem-Repetitionen werden so wiederum DNA-Helikasen in räum-
liche Nähe zu diesen Regionen gebracht, die zur schnelleren Dekondensation der Chro-
mosomen beitragen, wodurch schneller Heterochromatin entwunden wird, die Trans-
kription einsetzen kann und zügig Ribosomen gebildet werden. Dies alles findet an den 
NORs (Nukleolären Organisations Regionen) statt, wo sich die Nukleoli neu bilden. 
Diese mögliche Funktion wird dadurch unterstrichen, dass nach Überexpression des C-
Terminus von pKi-67 eine Ablösung der Chromosomen von der Innenseite der Kern-
membran zu beobachteten war, wodurch Apoptose in den Zellen ausgelöst wurde 
(MacCallum & Hall, 2000b). Diese Abläufe an der Innenseite der sich neu bildenden 
Membran werden sehr wahrscheinlich durch Myristoylierung der fünf „Myristoylation 
Sites“ in Exon 13 unterstützt. Die Verankerung von pKi-67 an der Innenseite der Mem-
bran würde die Translationsfreiheitsgrade von 3 auf 2 beschränken. Dadurch würde die 
Diffusion – ähnlich wie bei Proteinen der äußeren Zellmembran - auf zwei Dimen-
sionen beschränkt und erheblich beschleunigt werden. Möglicherweise bindet pKi-67 
einen großen Teil der ribosomalen Proteine, die es auch im 2-Hybrid System gebunden 
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hat. Dies sind zwar relativ „unspezifische“ Bindungen, aber pKi-67 könnte als „Carrier“ 
dieser Proteine zu einer schnelleren Reassoziation der Nukleoli beitragen.  
Im weiteren Verlauf der postmitotischen G1-Phase nimmt die Phosphorylierung des 
Proteins wieder zu, wodurch die Interaktionen des Proteins zusammenbrechen und das 
Protein verstärkt zum Nukleolus tendiert. In dieser Phase wurde eine Abnahme der 
Heterochromatin-Regionen, außer im Bereich der NORs, beobachtet (Bridger et al., 
1998). Zu den neugebildeten Nukleoli findet das Protein wahrscheinlich durch Assozia-
tion mit schon vorhandenem pKi-67 oder den neu gebildeten rRNAs. Möglicherweise 
orientiert sich das Protein durch das Fehlen von anderweitigen Bindungsstellen für 
pKi-67 in den Bereich um die reformierenden Nukleoli. Damit kann der Zyklus von 
Neuem beginnen.  
Der hier dargestellten Hypothese zufolge kann pKi-67 sowohl vor der Mitose die Des-
integration der Nukleoli und die Kondensation der Chromosomen als auch nach der 
Mitose die Reassoziierung der Nukleoli sowie die Dekondensation der Chromosomen 
durch seine Fähigkeit zur Bindung multipler Proteine katalysieren. Diese gegensätzli-
chen Funktionen werden wahrscheinlich durch den Phosphorylierungsstatus von pKi-67 
gesteuert. Beim G2/M-Übergang wird pKi-67 massiv phosphoryliert, wodurch die bio-
chemischen Eigenschaften des unter physiologischen Bedingungen sonst stark positiv 
geladenen Proteins drastisch geändert werden. Dies allein könnte die Desintegration der 
Nukleoli unterstützen sowie die Bindung an Interaktionspartner und die Struktur des 
Proteins beeinflussen. Am Ende der Mitose wird pKi-67 wieder dephosphoryliert, wo-
durch die Eigenschaften wieder umgekehrt werden. Dies wird u.a. durch die Tatsache 
untermauert, dass die Detektion von pKi-67 durch MIB-1 bzw. Ki-67 offensichtlich 
stark vom Phosphorylierungsstatus abhängig ist (vergl. OA 6). 
Es erscheint zwar unwahrscheinlich, dass ein einzelnes Protein alle diese dargestellten 
Funktionen ausüben kann. Die Hypothese ist vielmehr so zu verstehen, dass pKi-67 
diese Funktionen durch räumliche Näherung der ausführenden Enzyme beschleunigt. 
Eine Beeinträchtigung von pKi-67 sollte damit nicht zu einer absoluten Blockierung der 
Mitose führen, diese aber verlangsamen. Dies kann durch zahlreiche Ergebnisse der hier 
zusammengefassten Arbeiten bestätigt werden (vergl. OA 1, OA 4 und OA 5). Ähnli-
ches wurde auch nach Injektion von pKi-67 spezifischen Antikörpern in Zellen 
(Starborg et al., 1996) bzw. Inkubation von Zellen mit Antisense-Oligonukleotiden 
(Maeshima et al., 1996; Kausch et al., 2003) beobachtet.  
 
Die Ergebnisse der in dieser Schrift zusammengefassten Original-Artikel bilden eine 
Grundlage zum Verständnis der Funktion und Regulation von pKi-67 im Zellzyklus und 
könnten mit zukünftig zu erwartendenden weiteren Erkenntnissen möglicherweise zu 
einer verbesserten Diagnose und Therapie von Tumorpatienten beitragen. 
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7 Zusammenfassung 
Das humane Antigen pKi-67 ist durch den monoklonalen Antikörper Ki-67 definiert 
und wird ausschließlich in proliferierenden Zellen exprimiert. Untersuchungen zur 
Lokalisation von pKi-67 ergaben, dass es sich während der Interphase (aktive Phasen 
der Zellteilung mit Ausnahme der Mitose) hauptsächlich in den Nukleoli (Orte der 
rRNA-Transkription) befindet. Während der Mitose ist pKi-67 dagegen auf der 
Oberfläche der kondensierten Chromosomen nachweisbar.  
 
Die Klonierung und Sequenzierung der cDNA von pKi-67 ergab, dass es sich um ein 
Protease-sensibles, alkalisches Zell-Kern Protein mit repetitiven Elementen (sechzehn 
homologe „Ki-67 Tandem-Repetitionen“ von je ca. 122 Aminosäuren) und einem hohen 
Gehalt an zufällig verteilten Prolin- und Lysin-Aminosäuren handelt, das in zwei unter-
schiedlich großen Isoformen (345 kD bzw. 395 kD) auftritt und das wahrscheinlich 
posttranslational modifiziert wird, insbesondere durch Phosphorylierung. Als moleku-
lare Ursache der unterschiedlich großen Isoformen wurde das alternative Spleißen des 
1080 bp großen Exon 7 festgestellt. Jede der sechzehn Ki-67 Tandem-Repetitionen, die 
von Exon 13 kodiert werden, enthält ein hochkonserviertes „Ki-67 Motiv“ mit einem 
amphophilen und wahrscheinlich immundominanten Charakter. 
Antisense-Inhibitionsversuche ergaben, dass pKi-67 für die Aufrechterhaltung des 
Zellzyklus wahrscheinlich absolut erforderlich ist. Untersuchungen zur Expression des 
pKi-67 Gens ergaben, dass pKi-67 ausschließlich über die de novo Transkription bzw. 
die Degradation über den Ubiquitin- und Proteasom-abhängigen Abbauweg kurzlebiger 
Proteine reguliert wird. Bei Auftreten eines Zellzyklus-Arrests kann die Halbwertzeit 
des Proteins aber erheblich ausgedehnt sein. Anhand des Vergleichs der mRNA und 
Proteinexpression in kolorektalen Tumoren konnten posttranskriptionelle Regulations-
mechanismen von pKi-67 praktisch ausgeschlossen werden.  
Über ein 2-Hybrid-Klonierungs-System wurden zahlreiche Interaktionspartner von 
pKi-67 identifiziert. Demzufolge interagiert pKi-67 vor allem mit Proteinen des 
Nukleolus sowie verschiedenen DNA- sowie Zellzyklus-assoziierten Proteinen. Die 
festgestellte Interaktion des C-Terminus von pKi-67 mit den Heterochromatin-binden-
den Proteinen HP1Hs α und β wurde mehrfach durch andere Arbeitsgruppen bestätigt. 
Die identifizierte Bindung von pKi-67 an Importin 7 (RanBP7) könnte die Lokalisation 
von Cyclinen oder Cyclin-abhängigen Kinasen (cdk) beeinflussen. Weitere Versuche 
ergaben, dass die Expression rekombinanter Fragmente aus Exon 7 und 13 von pKi-67 
im Zellkern selektiv die Translokalisation von Cyclin B zum Nukleolus verursachte. 
Cyclin B bildet mit p34cdc2 (cdk1) am Ende der Interphase einen aktiven Komplex, 
den „Maturation Promoting Factor“ (MPF), der wahrscheinlich alle Ereignisse initiiert, 
die eine Interphasezelle zur Mitose führen. 
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Aus diesen sowie weiteren Erkenntnissen aus Versuchen zur Expression rekombinanter 
Teilstrukturen konnten für pKi-67 folgende, nach Domänen aufgeteilte Funktionen vor-
geschlagen werden:  
Die N-terminale Domäne, die in der mRNA Exon 1 bis 12 umfasst, reguliert die Inter-
aktionsfähigkeit von pKi-67 und befähigt das Protein zur Selbstassoziation und Polyme-
risation.  
Der mittlere Bereich, der 16 Tandem-Repetitionen aus Exon 13 enthält, vermittelt eine 
Vielzahl von Bindungen, die es dem Protein ermöglichen, als „Carrier“ zu funktionieren 
und die der Grund für die Assoziation mit den Nukleoli sind. Wahrscheinlich dirigieren 
die Tandem-Repetitionen Cyclin B und damit den MPF selektiv in die Nukleoli und 
initiieren damit die massive Phosphorylierung der nukleolären Proteine einschließlich 
pKi-67. 
Der C-Terminus, der in der mRNA das Ende von Exon 13 sowie die Exons 14 und 15 
umfasst, bedingt die Affinität zu Heterochromatin. Dadurch trägt der C-Terminus in der 
frühen G1-Phase des Zellzyklus zur Verankerung der Chromosomen an der Innenseite 
der Kernmembran bei. Diese Funktionen finden jedoch nicht beliebig auf allen Chromo-
somen statt, sondern nur im Bereich der Nukleoli bzw. der der „Nukleolären Organisa-
tions Regionen“ (NOR). 
 
Den Ergebnissen der in der Habilitationsschrift zusammengefassten Original-Artikel 
zufolge ist die wichtigste Funktion von pKi-67 die Regulation der Desintegration und 
Reformation der Nukleoli. Im Rahmen dieser Funktion induziert bzw. unterstützt es 
ebenfalls teilweise die Kondensation und Dekondensation der Chromosomen. Die 
Expression, Phosphorylierung, Dephosphorylierung sowie Degradation von pKi-67  
folgt dabei einem Zyklus, der parallel zum Zellzyklus verläuft.
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10 Anhang 
Im Anhang sind die folgenden, in dieser Schrift zusammengefassten Original-Artikel, 
wiedergegeben: 
 
1. Schlüter C*, Duchrow M*, Wohlenberg C, Becker MHG, Key G, Flad HD, Gerdes J 

(1993) The Cell Proliferation-associated Antigen of Antibody Ki-67: A Very 
Large, Ubiquitous Nuclear Protein with Numerous Repeated Elements, 
Representing a New Kind of Cell Cycle-maintaining Proteins. J. Cell Biol. 123: 
513 – 522  

 (*both authors contributed equal) 
2. Duchrow M, Schlüter C, Wohlenberg C, Flad HD, Gerdes J (1996) Molecular 

characterization of the gene locus of the human cell proliferation-associated 
nuclear protein defined by monoclonal antibody Ki-67. Cell prolif. 29: 1 – 12 

3. Duchrow M, Häsemeyer S, Broll R, Bruch HP, Windhövel U (2001) 
Assessment of proliferative activity in colorectal carcinomas by quantitative 
RT-PCR. Cancer invest. 19: 596 – 604 

4. Duchrow M, Schmidt MHH, Zingler M, Anemüller S, Bruch HP, Broll R (2001) 
Suppression of Cell Division by Ki-67 Antisense-RNA and Recombinant 
Proteins. Cell. Physiol. Biochem. 11, 2001: 331 – 338 

5. Schmidt MHH, Broll R, Bruch HP, Duchrow M (2002) Proliferation marker pKi-67 
affects the cell cycle in a self-regulated manner. J. Cell. Biochem. 87: 334 – 441 

6. Schmidt MHH, Broll R, Bruch HP, Duchrow M (2002) The proliferation marker 
pKi-67 becomes masked to MIB-1 staining after expression of its tandem 
repeats. Histochem. Cell Biol. 118: 415 – 422 

7. Schmidt MHH, Broll R, Bruch HP, Bögler O, Duchrow M (2003) 

The proliferation marker pKi-67 organizes the nucleolus during the cell cycle 
depending on Ran and Cyclin B. J. Pathol. 199: 18 – 27 

8. Duchrow M, Ziemann T, Bruch HP, Broll R (2003) Colorectal carcinomas with high 
MIB-1 labeling indices but low pKi-67 mRNA levels correlate with a better 
prognostic outcome. Histopathology 42: 566 – 574 
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