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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Expression unterschiedlicher Spleil3varianten von Zelladh&sionsmolekilen in Tumoren
hat einen bedeutenden Einfluss auf das maligne Potential von Tumorzellen. Von dem
Zelladhésionsmolekil L1 (L1CAM) sind bisher zwei sowohl physiologisch als auch
pathologisch - in Nervengewebe und Tumorzellen - exprimierte Isoformen beschrieben. Die
full-length Isoform von L1CAM (FL-L1) spielt insbesondere bei der Entwicklung des
zentralen Nervensystems eine bedeutende Rolle. Die alternativ gespleiRte L1A(2,27) Variante
(SV-L1) wird hingegen tberwiegend von Zellen auRerhalb des zentralen Nervensystems und
von Tumorzelllinien unterschiedlichen  Ursprungs exprimiert.  Derzeit ist das
Zelladh&sionsmolekil L1 und seine Bedeutung in der Tumorprogression Gegenstand
intensiver Forschung. In klinischen Studien wurde bereits mehrfach gezeigt, dass die
Expressionsspiegel von L1CAM in Primértumoren unterschiedlichen Ursprungs mit einer
unglnstigen Prognose von Tumorpatienten korrelieren. Bei diesen Untersuchungen wurde
bisher jedoch nicht zwischen den beiden Isoformen des Zelladhdsionsmolekils L1
unterschieden. In einer Orientierungsanalyse konnte in der hier vorliegenden Arbeit unter
Verwendung von quantitativer RT-PCR mit Isoform-spezifischen Primern gezeigt werden,
dass in Gewebeproben von Metastasen ovariellen Ursprungs deutlich mehr SV-L1 als FL-L1
exprimiert wurde. Daraufhin stellte sich die Frage dieser Arbeit: Inwiefern beeinflusst die
Expression unterschiedlicher Isoformen des Zelladh&sionsmolekills L1 das metastatische
Potential von Tumorzellen? Zunachst wurde der metastasierungsfordernde Effekt des
Zelladhésionsmolekiils L1 in einem Xenograft-Metastasierungsmodell bestétigt, indem die
endogene L1CAM mRNA Expression in einer humanen Ovarialkarzinomzelllinie, unter
Verwendung der shRNAi-Technologie, supprimiert wurde. Um den Einfluss der
physiologisch vorkommenden Varianten FL-L1 und SV-L1 im Hinblick auf die hdmatogene
Metastasierung getrennt zu untersuchen, wurden diese selektiv in Tumorzelllinien
unterschiedlichen Ursprungs Uberexprimiert. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass
full-length LLCAM (FL-L1) und nicht die Tumorzell-assoziierte Spleivariante (SV-L1) das
metastatische Potential von Tumorzellen fordert. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die
Suppression beider Isoformen das metastatische Potential von Tumorzellen reduziert. Da FL-
L1 einen prometastatischen Effekt und SV-L1 keinen antimetastatischen Effekt aufwies,
unterstiitzen die erhobenen Daten die Erwégung von LLCAM als therapeutisches Zielmolekiil

einer Antikorper-basierten Therapie von Krebspatienten.
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2.1 Definition des Tumorbegriffs

Eine Volumenzunahme eines Gewebes durch eine verstarkte, autonome Vermehrung von
korpereigenen transformierten (entarteten) Zellen wird im engeren Sinne als Tumor (Syn.
Neoplasie) bezeichnet. Der Begriff sagt nichts Gber das biologische bzw. klinische Verhalten -
die Dignitat - des Krankheitsherdes aus. Man differenziert zwischen gutartigen (benignen)
und bosartigen (malignen) Tumoren. Benigne Tumoren wachsen langsam, expansiv-
verdréangend und sind meist gut begrenzt. Durch die Tumormasse kommt es im umliegenden
Gewebe haufig zu einer Druckatrophie und zur Kompression angrenzender anatomischer
Strukturen (Bocker et al.,, 2004). Benigne Tumoren zeichnen sich durch einen hohen
Differenzierungsgrad aus, d.h. sie haben dhnliche histologische und funktionelle
Eigenschaften wie das Normalgewebe, aus dem sie hervorgegangen sind. Sie fihren selten zu
schwerwiegenden Komplikationen und koénnen bei friihzeitiger Diagnostik und glinstiger
Lage chirurgisch entfernt werden. Maligne Tumoren wachsen lokal infiltrierend und sind zur
Metastasierung beféhigt. Unter der Metastasierung versteht man im Allgemeinen die
Loslésung einzelner Tumorzellen vom Primértumor und die anschliefende Besiedelung
sekundérer Organe. Maligne Primartumoren sind meist unscharf gegeniiber dem umliegenden
Normalgewebe abgegrenzt und gering differenziert, d.h. die Ahnlichkeit zum
Ursprungsgewebe ist verloren gegangen (Bocker et al., 2004). Aufgrund der unscharfen
Begrenzung und der frih eintretenden Tumorzelldissemination kdnnen maligne Tumoren
durch chirurgische Exzision hdufig nicht vollstdndig reseziert werden. Die Prognose von
Krebspatienten ist somit abhéngig von einer frihen Diagnosestellung. Da bei vielen malignen
Tumorerkrankungen Frihsymptome fehlen, befinden sich viele Patienten zum Zeitpunkt der
Diagnose bzw. zum Zeitpunkt der chirurgischen Therapie bereits im metastasierten Stadium
ihrer Erkrankung (Steeg, 1992). Bei den malignen Tumoren unterscheidet man zwischen
Karzinomen (epithelialen Ursprungs), Sarkomen (mesenchymalen Ursprungs) und den
Tumoren des lymphatischen Systems. Die Mehrheit der Tumoren geht aus dem
Epithelgewebe hervor (Karzinome), darunter Tumoren des Gastrointestinaltrakts, der Lunge,
der Haut, der Brustdriise, des Pankreas und des Ovars (Weinberg, 2007). Karzinome sind flr
uber 80% der Krebstodesfélle in der westlichen Welt verantwortlich (Weinberg, 2007). Die

restlichen malignen Tumoren gehen aus nicht-epithelialen Geweben hervor.
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2.2 Invasion und Metastasierung

In Bezug auf den klinischen Verlauf und die klinische Symptomatik weisen Tumore ein
heterogenes Krankheitsbild auf. Abhéngig von der Primértumorlokalisation und von der
Dignitét des Primartumors, kdnnen Tumoren bei entsprechender therapeutischer Intervention
mit einer normalen Lebenserwartung einhergehen, oder unabhdngig von der Therapie zum
baldigen Tod des Patienten fiihren. Ab einer gewissen GroRe des Tumors kommt es durch die
Kompression von angrenzenden anatomischen Strukturen und Hohlsystemen zur
Beeintrachtigung wichtiger Organfunktionen. Geht der Primdrtumor in ein infiltratives
Wachstum Gber, kommt es zudem zur Zerstérung der normalen Gewebearchitektur.
Prozentual gesehen sterben nur 10% der Krebspatienten an ihrem Primértumor (Weigelt et al.,
2005). Die restlichen 90% der Krebstodesfélle sind nicht auf das Priméartumorwachstum
zurlickzufuhren, sondern vielmehr auf die Bildung von Metastasen (Weigelt et al., 2005). Als
Metastase wird ein Krankheitsherd in Lymphknoten (Lymphknotenmetastasen) oder anderen
Korpergeweben (Fern- oder Organmetastasen) bezeichnet. Metastasen entstehen aus
Absiedelungen einzelner Tumorzellen aus einem malignen Primértumor. Prinzipiell wird
zwischen der Tumorausbreitung tber die Lymphwege (lymphogene Metastasierung) und der
Tumorausbreitung ber das BlutgefaRsystem (hamatogene Metastasierung) unterschieden.
Der Prozess der hamatogenen Metastasierung ist in seiner Gesamtheit sehr komplex und lasst
sich in eine Abfolge von Einzelschritten (metastatische Kaskade) untergliedern. Die einzelnen
Schritte der metastatischen Kaskade sind das Abldsen einzelner Zellen vom Gewebeverband
des Priméartumors, das Durchbrechen der Basalmembran, die Interaktion der Tumorzellen mit
Thrombozyten, Lymphozyten und weiteren Komponenten des Blutes, das Eintreten der Zellen
in den Blutkreislauf, das Uberleben der Zellen im Blutstrom, die Adharenz von Tumorzellen
am Endothel, das Durchdringen des Endothels der BlutgefaRe sowie das Uberleben und das
Auswachsen der Tumorzellen in sekundédren Zielorganen (Fidler, 2003, Weinberg, 2007).
Dabei ist jeder dieser Schritte limitierend, d.h. prinzipiell kann an jedem dieser Schritte der
gesamte Prozess der Metastasierung anhalten (Fidler, 2003). Zudem wurde in Tumormodellen
gezeigt, dass die hamatogene Metastasierung ein ineffizienter Prozess ist. Selbst wenn in
Tumormodellen einige Schritte der metastatischen Kaskade ubersprungen werden und zur
Metastasierung befahigte Krebszellen direkt in den Blutkreislauf gespritzt werden, etablieren
nur 0,01% aller klonalen Tumorzellen metastatische Kolonien (Fidler, 1970). Der letzte
Schritt der metastatischen Kaskade, das Auswachsen der Tumorzellen in sekundéren
Zielorganen, wird als einer der ineffizientesten Schritte der metastatischen Kaskade erachtet
(Fidler, 2003). Da tber 80% der lebensbedrohlichen Tumore epithelialen Ursprungs sind, soll
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die metastatische Kaskade im folgenden Abschnitt am Beispiel von Karzinomen detaillierter
beschrieben werden (Weinberg, 2007). Die Dissoziation (Loslésung der Tumorzellen vom
Primartumor und die lokale Invasion) ist ein Balanceakt von mehreren ihr zu Grunde
liegenden Mechanismen. Dazu gehdren die Auflésung von Zell-Zell Kontakten, der Abbau
bzw. Umbau extrazellularer Gewebematrix, sowie die aktive Bewegung von Tumorzellen in
das angrenzende Gewebe (Nguyen et al., 2004). Eingeleitet wird der Prozess der Dissoziation
durch die Herauslosung einzelner epithelialer Zellen aus dem Gewebeverband des
Primartumors (Bocker et al., 2004). Im Zuge der Dissoziation kommt es zu einer Anderung in
der Expression von Zelladh&sionsmolekilen (cell adhesion molecule; CAM). Beispielsweise
wird E-Cadherin, ein CAM, welches die Tumorzell-Zell-Adh&sion vermittelt, vermindert
exprimiert. N-Cadherin hingegen, welches die Zelladhdsion von Tumorzellen an das Stroma
im Zuge der Invasion erleichtert, wird vermehrt exprimiert (Steeg, 2006). In der
Tumorigenese des Kolorektalkarzinoms kommt es schon in friihen Tumorstadien im Zuge der
Entwicklung einer hochgradigen Dysplasie, zu einer verminderten Expression des im
Normalgewebe exprimierten Zelladhdsionsmolekils DCC (Johnson, 1991). In humanen
Gewebeproben des Ovarialkarzinoms wurde eine Assoziation zwischen der reduzierten
Expression  des  Zelladhdsionsmolekiils ~ E-Cadherin  und  einem  niedrigem
Differenzierungsgrad der Tumorzellen festgestellt (VVoutilainen et al., 2006). Fir adharent
wachsende Zellen stellt der Verlust von Zell-Zell-Kontakten und von Zell-Matrix-Kontakten
einen apoptotischen Reiz dar. Im Normalfall kommt es zu einer Sonderform der Apoptose,
der sogenannten Anoikis, ein Prozess, der in metastasierenden Tumorzellen unterdriickt ist
(Mehlen und Puisieux, 2006). Ein weiterer Schritt der Invasion ist der enzymatische Abbau
(Degradation) von Komponenten der extrazellularen Matrix (EZM). Die EZM fillt als
wesentlicher Bestandteil von Geweben den Raum zwischen den Zellen aus
(Interzellularraum) und bietet eine Fixierungsmdglichkeit fur die in ihr eingebetteten Zellen.
Die EZM besteht hauptsachlich aus Hyaluronséure, Proteoglykanen, den Glykoproteinen
Fibronektin und Laminin und den Strukturproteinen Kollagen und Elastin (Welsch, 2002).
Der Abbau der Bestandteile der EZM wird durch die Produktion von Proteasen, durch die
Tumorzellen selbst und durch Zellen des angrenzenden Gewebes, ermdglicht. Zu den
bedeutendsten  Effektormolekilen der lokalen Invasion gehért die Gruppe der
Matrixmetalloproteineasen (MMPs). Diese werden hauptséchlich durch rekrutierte
Stromazellen wie Makrophagen, Mastzellen und Fibroblasten sezerniert (Weinberg, 2007).
MMPs induzieren zudem die Abspaltung l6slicher Wachstumsfaktoren und fordern auf diese

Weise die Invasion von Tumorzellen (Mimeault und Batra, 2007). Der Schritt der lokalen
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Invasion ermdglicht es in situ Karzinomen die Basalmembran, eine Sonderform der EZM,
welche hauptsachlich aus Kollagen Typ IV besteht, zu durchbrechen und folglich in einen
malignen Zustand berzugehen. Im Zuge der lokalen Invasion spielt unter anderem die aktive
Fortbewegung der Tumorzellen (Migration) Gber die Barriere der EZM eine bedeutende
Rolle. Der Vorgang der Migration einzelner Tumorzellen kann schematisch in die Bildung
von Ausstilpungen der Zelloberflache (Pseudopodien), in die Dehnung der Zelle und in die
Retraktion des hinteren Endes der Zelle untergliedert werden (Wolf und Friedl, 2006). Am
flihrenden Ende der migrierenden Zelle kommt es zur Aggregation von extrazelluldren
Matrix-Rezeptoren, welche sich tempordar an Komponenten des Stromas und der
Basalmembran anheften konnen (Bodcker et al., 2004). Als wichtigste Vertreter der
Matrixrezeptoren sind die Gruppe der Integrine und der Hyaluronsdurerezeptor CD44 mit
seinen Spleillvarianten zu nennen (Marhaba und Zoller, 2004; Wolf und Friedl, 2006).
Beispielsweise bindet Integrin agl34 das extrazellulare Matrixprotein Laminin und ist zudem an
der Ausbildung von onkogenen Rezeptortyrosinkinasen, darunter Met, der epidermale
Wachstumsfaktorrezeptor EGFR und erb2, beteiligt (Guo und Giancotti, 2004).
Zusammenfassend kommt es im Zuge der Invasion zu einer Anderung der adhésiven
Eigenschaften und zu einer verstarkten migratorischen Aktivitdt von Tumorzellen sowie zu
der Sekretion von Proteasen durch die Tumorzellen selbst und durch das Wirtsgewebe (Mc
Cawley und Matrisian, 2000). Im ndachsten Schritt der metastatischen Kaskade, der
Intravasation, treten Tumorzellen nach der Invasion der vaskuldren Basalmembran in den
Blutstrom ein (Mehlen und Puisieux, 2006). Bei der Intravasation - dem Eintreten der
Tumorzellen in das Blutgefal3system - spielen &hnliche Mechanismen wie bei der Invasion der
EZM eine beginstigende Rolle (Bocker et al.,, 2004). Das Unterdriicken apoptotischer
Mechanismen spielt im Zuge der Intravasation, dem Uberleben im Blutstrom, aber auch
wahrend der Extravasation eine bedeutende Rolle (Hanahan und Weinberg, 2000). Viele
Krebszellen sterben sofort nach dem Eintritt in den Blutstrom oder kurz nach der
Extravasation (Fidler, 1970), Gberwiegend durch mechanischen Stress oder durch Angriffe
des Immunsystems (Mehlen und Puisieux, 2006). Durch die Bildung von Tumorzellemboli,
eine Ummantelung mehrerer Tumorzellen mit Fibrin und Thrombozyten, und durch eine
verminderte Expression von HLA-Selbsterkennungsmolekilen werden die Tumorzellen,
insbesondere wahrend des Transports im Blutgefalsystem, vor Angriffen des Immunsystems
geschitzt (Bocker et al., 2004; Gupta und Massague, 2006). In experimentellen
Metastasierungsmodellen wurde gezeigt, dass die Zell-Zell Interaktion von Tumorzellen und

Thrombozyten kausal fir die Metastasierung ist, indem diese Interaktion inhibiert wurde
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(Nash et al., 2002). Bei der Extravasation, dem Auswandern zirkulierender Tumorzellen aus
dem Blutstrom, spielt die Adhasion der Tumorzelle an das Endothel der GefaBwand eine
bedeutende Rolle. Eine Interaktion von Tumorzellen mit neutrophilen Granulozyten, welche
unter anderem durch das Adhasionsmolekil ICAM-1 vermittelt wird, verstarkt die Bindung
von Tumorzellen an das Endothel der GefaBwand und somit auch die Extravasation und die
Invasion in das angrenzende Gewebe (Aeed et al., 1988; Slattery et al., 2004). Auch Integrine,
insbesondere ayf33 und o3B; Integrine, sind in den Prozess der Extravasation involviert, indem
sie die Zell-Zell-Adh&sion zwischen zirkulierenden Tumorzellen und Endothelzellen
vermitteln (Felding-Habermann et al., 2001, Wang et al., 2004). Zudem geben Tumorzellen
Wachstumsfaktoren ab, welche eine erhOhte Permeabilitdt der Blutgefale hervorrufen.
Beispielsweise wird durch den VEGF (vascular endothelial growth factor) die Auflésung
endothelialer Zellkontakte induziert, wodurch die Extravasation von Tumorzellen geférdert
wird (Gupta und Massagué, 2006). Im néchsten Schritt kommt es zur Absiedelung der
Tumorzellen in sekunddre Organe. Der Ort der Absiedelung ist nicht alleine durch die
hamatogenen  Metastasierungswege  erklarbar.  Aufgrund  von  organspezifischen
Membranrezeptoren metastasieren Tumorzellen bevorzugt in bestimmte Zielorgane
(Organpréferenz; Bocker et al., 2004). In experimentellen Metastasierungsmodellen wurde
gezeigt, dass sich Tumorzellen mittels Rezeptoren der Zelloberflache, beispielsweise durch
eine Interaktion zwischen Integrinen und Endothelzellen, bevorzugt an Arteriolen und
Kapillaren spezifischer Gewebetypen heften (Weinberg, 2007). Die nachste Hurde stellt das
Uberleben und die Proliferation der Tumorzellen in sekundaren Organen dar. Da einzeln
vorliegende Tumorzellen und Mikrometastasen anfallig fir die Apoptose sind (Luzzi et al.,
1998), ist fiir das Uberleben von Tumorzellen in sekundar befallenen Organen eine
Interaktion zwischen Tumorzellen und angrenzendem Stroma nétig (Mehlen und Puisieux,
2006). Fur das Auswachsen von Metastasen ist unter anderem die Versorgung der
Tumorzellen mit Nahrstoffen ein limitierender Faktor. Ab einer GrélRe von 1-2 mm ist eine
Metastase - in gleichem Male wie ein Primartumor - auf die Neubildung von BlutgefaRen
(Angiogenese) zur Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen, angewiesen. Kommt es nicht zu
einer Neubildung von BlutgefaRen, bleiben Tumorzellen ruhend (dormant), d.h. Proliferation
und Apoptose stehen im Gleichgewicht (Mehlen und Puisieux, 2006). Nach dem
vollstdndigen Ablauf der metastatischen Kaskade kann es, ausgehend von etablierten
Metastasen, erneut zur Ablésung und Invasion einzelner Tumorzellen im Rahmen der

sekundéaren Invasion kommen.
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2.3 ldentifikation von Zielmolekilen antimetastatischer Therapien

Etwa ein Drittel aller Krebspatienten befinden sich zum Zeitpunkt der Diagnose bereits im
metastasierten Stadium des Tumorleidens. Die Hélfte des restlichen Patientenguts entwickelt
unmittelbar nach Stellung der Diagnose oder nach chirurgischer Exzision des Primértumors
Metastasen (Steeg et al., 1992). Das ist ein Hinweis darauf, dass zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung bzw. zum Zeitpunkt der chirurgischen Therapie die initialen Phasen der
Tumorprogression bereits abgeschlossen sind. Daher ist es wichtig therapeutische
Zielmolekile zu identifizieren, die insbesondere in den spdten Phasen der metastatischen
Kaskade von Bedeutung sind. Die Identifikation von Zielmolekilen einer multifaktoriell
bedingten Erkrankung wie Krebs ist nicht einfach, obwohl oder vielleicht gerade weil bereits
5.000 bis 10.000 potentielle Zielmolekdle identifiziert wurden (Overall und Kleifeld, 2006).
Die Identifikation und die anschlieBende Validierung von Zielmolekilen sowie die
Beurteilung, ob ein Zielgen chemisch inhibiert werden kann, sind jedoch wesentliche Schritte
in der Entwicklung antimetastatischer Therapien. Es ist wichtig zwischen Zielmolekdlen,
Anti-Zielmolekilen und Counter-Zielmolekilen zu differenzieren. Zielmolekiile tragen
eindeutig zu der Progression der Erkrankung bei, wéhrend Anti-Zielmolekile physiologische
Aufgaben im Normalgewebe tbernehmen. Die sogenannten Counter-Zielmolekule sind
Molekiile mit Homologien zu einem Zielgen. Sie spielen jedoch keine bedeutende Rolle in
der Pathogenese der Erkrankung. Die Suppression von Zielmolekilen kann mdéglicherweise
eine transformierte Tumorzelle zerstéren, halt den Fortschritt der Erkrankung auf und stellt
idealerweise die Morphologie des Ursprungsgewebes wieder her. Hingegen kann die
Suppression von Anti-Zielgenen zu Klinisch nicht akzeptablen Nebenwirkungen, sowie zu
einer Verschlechterung der Prognose und der Uberlebensrate von Tumorpatienten fiihren.
Eine Hemmung von Counter-Targets fuhrt maoglicherweise zu unerwiinschten
Nebenwirkungen (Overall und Kleifeld, 2006; Folini et al., 2009). Die Entwicklung neuer
therapeutischer Zielmolekule basiert auf der Identifikation von Genen, welche insbesondere
bei Signaltransduktionswegen eine Rolle spielen, die in Tumorzellen vermehrt aktiviert sind.
Eine essentielle Methode Zielgene anti-metastatischer Therapien zu identifizieren, ist die
shRNAIi Technologie. Durch die Suppression von potentiellen Zielgenen auf mRNA Ebene
mittels der shRNAIi Technologie kann die Bedeutung humaner Zielgene in der

Tumorprogression evaluiert werden (Folini et al., 2009).

2.4 Die Bedeutung von Zelladhasionsmolekilen bei der Metastasierung
In vielen malignen Tumoren wird die Tumorprogression und Metastasierung mit einer

Anderung des Expressionsmusters von Zelladhasionsmolekiilen (CAMs) assoziiert (Cavallaro
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und Christofori, 2001). CAMs regulieren die Ausbildung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Kontakten und beeinflussen dadurch die Migration und Invasion von Zellen. CAMs kdnnen
Bindungen mit sich selbst (homophile Bindung) oder mit anderen Oberflachenproteinen
eingehen (heterophile Bindung). Des Weiteren kénnen sie die Zell-Zelladhdsion zwischen
Zellen vom gleichen Gewebetyp (homotype Adhdsion) oder zwischen verschiedenen
Zelltypen (heterotype Adhésion) vermitteln (Nguyen, 2004). Die frihen Phasen der
Metastasierung sind haufig mit einer Reduktion der Expression von CAMs assoziiert, welche
unter normalen Bedingungen Zell-Zell oder Zell-Matrix Interaktionen vermitteln. Der Verlust
der E-Cadherin vermittelten Zell-Zell-Adhé&sion korreliert beispielsweise mit der Invasion von
Melanomzellen (Zhang und Hersey, 1999) und ist flr viele Tumorarten ein wichtiger Schritt
flr den Erwerb eines invasiven Phanotyps (Hazan et al., 2004). Der dadurch bedingte Verlust
homotyper oder heterotyper Interaktionen erleichtert das Losen von Zellen vom
Primartumorverband und von der extrazellularen Matrix. Eine de novo Expression von CAMs
wird hingegen wahrend der spéateren Phasen der Metastasierung beobachtet. Die verminderte
Expression von E-Cadherin ist haufig mit einer vermehrten Expression der
Adhasionsmolekille N-Cadherin, CD44 oder L1CAM assoziiert (Reiss und Saftig, 2006).
Eine erneute Ausbildung von homotypen Interaktionen zwischen Tumorzellen tragt zum
Uberleben der Tumorzellen im Blutstrom bei (Nash et al., 2002). Die Ausbildung von
heterotypen Interaktionen spielt im Rahmen der Intravasation sowie auch im Zuge der
Extravasation bei der Adhdsion von Tumorzellen am Endothel von BlutgefaRen eine
bedeutende Rolle (Mimeault und Batra, 2007). CAMs beeinflussen das metastatische
Potential von Tumorzellen nicht nur Gber die Regulation von Zell-Zell und Zell-Matrix
Interaktionen. Sie beeinflussen zudem wichtige Signaltransduktionswege und sind somit
indirekt an der Regulation der Zellproliferation, Zellmigration, Zelldifferenzierung und der
Apoptose beteiligt (Christofori, 2003). Zu den bei der Tumorprogression wichtigen
Zelladhadsionsmolekiilen gehdren neben den Cadherinen, Integrinen, Selektinen und CD44-
Varianten die CAMs der Immunoglobulinsuperfamilie (Reiss et al., 2006). Die Gruppe der
Immunglobulinsuperfamilie wird durch eine variable Anzahl extrazellularer Immunglobulin-
ahnlicher Domaénen, welche Uber Disulfidgruppen verbunden sind, und durch eine variable
Anzahl von Fibronektin-Typ Ill-dhnlicher Wiederholungen charakterisiert (Crossin und
Krushel, 2000). Die funktionelle Bedeutung der Mitglieder der Immunglobulinsuperfamilie
ist sehr verschieden. Die meisten Mitglieder der Gruppe gehen homophile Bindungen mit
identischen CAMs auf Nachbarzellen ein und unterstiitzen auf diese Weise die Zell-Zell

Adhasion. Fir viele CAMs wurde gezeigt, dass sie ebenfalls heterophile Bindungen mit
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Proteinen eingehen, von denen nur einige der Immunglobulinsuperfamilie angehtren. Auch
auf der gleichen Zelloberflache kommt es zu homophilen und heterophilen Interaktionen (cis-
Interaktionen) zwischen 1g-CAMs (Crossin und Krushel, 2000). Eines der bekanntesten
Molekiile der Immunglobulinsuperfamilie, das bei der Krebsentstehung eine Rolle spielt, ist
N-CAM. In vielen malignen Tumoren wird nicht nur ein Isoform-Switch von der adulten N-
CAM Isoform (120kDa) zu embryonalen N-CAM Isoformen (140 kDa oder 180 kDa),
sondern auch eine allgemeine Reduktion der N-CAM Expression beobachtet (Christofori,
2003). In manchen Tumoren, darunter das kleinzellige Bronchialkarzinom, das Mesotheliom
und in bestimmten neuroendokrinen Tumoren, ist N-CAM im Zuge der Tumorprogression
hochreguliert. Uber die biologischen Funktionen von N-CAM ist bisher noch nicht viel
bekannt. In einer Tumorzelllinie wurde aber bisher gezeigt, dass N-CAM mit dem FGF-R
interagieren kann und dadurch die Zell-Matrix Adhéasion beeinflusst (Cavallaro und
Christofori, 2004).

2.5 Die Bedeutung von SpleiBvarianten in der Tumordiagnostik und
Tumorprogression

Zur Diagnostik von Tumoren werden verschiedene Methoden eingesetzt, wobei neben
morphologischen und immunologischen Kriterien, zytogenetische und molekularbiologische
Techniken zunehmend an Bedeutung gewinnen. Heute kann in kirzester Zeit mittels
Mikroarraytechnologie oder quantitativer RT-PCR die Genexpressionssignatur von
Tumorgewebe ermittelt werden, was wesentlich zur Einteilung in Klinisch und prognostisch
relevante Subgruppen von Tumoren beitragen kann. Auf Basis der Genexpressionssignatur
von  Primartumoren konnen  Vorhersagen Uber die Aggressivitit und die
Metastasierungswahrscheinlichkeit gemacht werden. Die Ermittlung von
Expressionssignaturen liefert folglich eine Grundlage fur individuelle
Therapieentscheidungen. Ferner verbessern Genexpressionsanalysen das Verstandnis fur die
Pathologie verschiedener Tumoren und dienen der Identifikation potentieller Angriffsziele fir
neue Therapien (Van’t Veer et al., 2002; Hunter et al., 2003; Ramaswamy et al., 2003). Zu
beachten ist jedoch, dass die Aggressivitat von Tumoren durch die Expression verschiedener
Varianten eines Gens moduliert werden kann (Stauder et al., 1996; Shibuya et al., 1998). In
Genexpressionsstudien, die auf die Identifikation neuer Spleifdvarianten in Tumorgeweben
abzielten, wurden bisher hunderte alternativ gespleilRte Varianten verschiedener Gene
detektiert. Aber bis heute ist noch nicht viel (ber die unterschiedlichen biologischen
Funktionen von Spleillvarianten bekannt (Skotheim et al., 2007). Um den prognostischen

Wert von Genexpressionssignaturen zur Vorhersage der Aggressivitdit von Tumoren zu
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verbessern, sollten die biologischen Unterschiede von Spleillvarianten in der
Tumorprogression bestimmt werden. Diese Unterschiede sollten beriicksichtigt werden, um
die Diagnostik auf der Basis von Genexpressionsanalysen oder durch Verwendung von
Spleilvarianten-spezifischen Antikdrpern zu verbessern. Der Mechanismus des alternativen
SpleiBens ist in malignen Tumoren haufig fehlreguliert. Durch das alternative Spleil3en
konnen die biologischen Eigenschaften eines Genproduktes verdndert werden.
Unterschiedlich gespleiite Varianten eines Gens haben unterschiedliche, teilweise sogar
gegensétzliche Auswirkungen auf die Tumorprogression (Srebrow et al., 2006; Pajares et al.,
2007; Scotlandi et al.,, 2007). Eine Gruppe von Molekilen, von denen verschiedene
Spleilvarianten bekannt sind und die bedeutende Auswirkungen auf die Tumorprogression
und Metastasierung haben, sind die CAMs. Innerhalb der Gruppe der Zelladhésionsmolekile
wird die Bedeutung krebsspezifischer Spleiflvarianten derzeit intensiv untersucht (Venables,
2004). Alternatives SpleiRen von CAMs geht haufig mit einer Anderung der adhasiven
Eigenschaften von Zelladhasionsmolekiilen einher. Dadurch wird die Adh&sion zwischen
benachbarten Zellen sowie zwischen Zellen und der extrazelluldaren Matrix verandert,
wodurch wiederum das Invasionspotential von Tumorzellen beeinflusst wird (De Angelis et
al., 2001; Long et al., 2001; Jacob et al., 2002; Byun et al., 2006). Das am meisten untersuchte
Gen der Gruppe der alternativ gespleiRten CAMs ist das CD44 Zelladhasionsmolekiil. Uber
20 Isoformen des CD44 Transmembranproteins sind bekannt, wovon lediglich bestimmte
Varianten mit der Tumorprogression sowie einer kurzen Uberlebensdauer von

Tumorpatienten assoziiert sind (Venables, 2004).

2.6 Die Bedeutung des Zelladhasionsmolekils L1 in der Tumorprogression

Ein weiteres Zelladhasionsmolekiil, das in der Tumorprogression eine bedeutende Rolle spielt
und alternativ gespleiBt werden kann, ist das Zelladh&sionsmolekil L1. Es hat eine
molekulare Masse von 200-220 kDa und ist Mitglied der Immunglobulinsuperfamilie.
L1CAM besteht aus einer extrazellularen Domane, einer hydrophoben Transmembrandoméne
und einer kurzen zytoplasmatischen Domine (De Angelis et al., 2001). Uber die extrazellulare
Doméne, die aus sechs Immunglobulin-ahnlichen Doméanen und flnf Fibronektin-dhnlichen
Wiederholungen besteht, kann LLCAM sowohl homophile Bindungen als auch heterophile
Bindungen mit  weiteren CAMs, extrazellularen Matrixmolekiilen oder
Signaltransduktionsmolekilen eingehen. Dadurch wird das Adhé&sions-, Migrations- und
Invasionsverhalten der Zellen beeinflusst. Die intrazellulare Doméne von L1CAM ist in
hohem MaRe konserviert und spielt eine Rolle bei der Signaltransduktion. Sie wird nicht
unmittelbar fiir die Zelladhdsion bendtigt, ist jedoch ber die Signaltransduktion und tber die
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Endozytose von L1CAM an der Regulation der Zell-Adhé&sion beteiligt (Schaefer et al.,
1999). Uber zwei Regionen der intrazellularen Doméne ist LICAM iber eine Bindung mit
Ankyrin und ERM-Proteinen (Ezrin-Radixin-Moesin) mit dem Zytoskelett verbunden (Davis
et al., 1994; Maness und Schachner 2007). Die Bindung an das Zytoskelett ist dynamisch und
abhangig vom Bindungszustand der extrazellularen Domane (Hortsch et al., 1998) sowie vom
Phosphorylierungsgrad der zytoplasmatischen Domane (Crossin und Krushel, 2000). Die
Expression von L1CAM in Tumorgewebe korreliert mit einer schlechten Prognose von
Tumorpatienten und dem Auftreten von Metastasen in spateren Tumorstadien (Thies et al.,
2002; Allory et al, 2005, Boo et al, 2007; Kaifi et al, 2007). Bei
Ovarialkarzinompatientinnen und Endometriumkarzinompatientinnen wird LICAM Stadien
abhangig exprimiert und stellt einen prognostischen Marker fiir das Uberleben der Patienten
dar (Fogel et al., 2003). Bei Kolorektalkarzinompatienten wird die LLCAM Expression mit
der Ausbreitung von Mikrometastasen, einer schlechten Prognose sowie einer kurzen
Uberlebensdauer assoziiert (Boo et al., 2006; Kaifi et al., 2007). In humanem
Kolorektalkarzinomgewebe und Ovarialkarzinomgewebe wurde LLCAM Uberwiegend an der
invasiven Front lokalisiert (Euer et al., 2005; Gavert et al., 2005). LLCAM wird jedoch nicht
nur aufgrund von zahlreichen klinischen Studien und der Uberexpression in Tumorgewebe
mit der Tumorprogression in Verbindung gebracht, sondern auch aufgrund der biologischen
Eigenschaften des Zelladhasionsmolekiils. Die Uberexpression von L1CAM in Tumorzellen
fuhrt zu einer verstarkten Migration und Invasion verschiedener Zelllinien in vitro.
Beispielsweise fordert LICAM die transendotheliale Migration von Melanomzellen (Voura et
al., 2001) und eine Expression von L1CAM in 3T3 Fibroblasten fihrt in vitro zu einer
verstarkten Migration auf verschiedenen Bestandteilen der extrazellularen Matrix, darunter
Vitronektin, denaturiertes Kollagen Typ | und Laminin-1 (Siletti et al., 2004). Daruber hinaus
sind LLICAM transfizierte Kolonkarzinomzellen invasiver und bilden gréRere Tumoren in
Nacktmé&usen aus (Gavert et al., 2005). Innerhalb unserer Arbeitsgruppe konnte L1CAM
bereits als potentielles, therapeutisches Zielgen identifiziert werden: Durch den Einsatz einer
gegen L1CAM gerichteten Antikorpertherapie konnte das intraperitoneale Tumorwachstum
der humanen Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip, sowie die Tumorzelldissemination und die
Bildung von Aszites in einem Xenograft-Modell der Maus dosisabhéngig und signifikant
reduziert werden (Arlt et al., 2006). Dartiber hinaus konnte kirzlich gezeigt werden, dass
L1CAM bei der Metastasierung des Kolonkarzinoms eine bedeutende Rolle spielt. Die
Expression von L1CAM in Kolonkarzinomzellen induziert in einem spontanen

Metastasierungsmodell der Maus die Ausbildung von Metastasen in der Leber (Gavert et al.,
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2007). Uber die grundlegenden Mechanismen wie LICAM zur Tumorprogression beitragt ist
noch nicht viel bekannt. Bisher wurde gezeigt, dass LICAM die epitheliale-mesenchymale
Transition epithelialer Zellen fordert und dadurch zu einem migratorisch aktiveren Phénotyp
beitragt (Shtutman et al., 2006). In einer Mammakarzinomzelllinie wurde gezeigt, dass
L1CAM einen mesenchymalen Ph&notyp hervorruft, indem es E-Cadherin aus Adherens-
Junctions freildsst und dadurch die 3-Catenin abhéangige Signaltransduktion fordert (Shtutman
et al., 2006). In nicht-epithelialen Zellen hingegen wurde gezeigt, dass die lésliche Form von
L1CAM die Migration durch eine Bindung an Integrine fordert (Mechtersheimer et al., 2001).
Daruber hinaus beeinflusst L1ICAM direkt oder indirekt die Signaltransduktion. In
Fibroblasten und einer murinen Melanomzelllinie férdert LLCAM die Migration und Invasion
in Anwesenheit von Serum oder PDGF (platlet derived growth factor) tber eine nachhaltige
Aktivierung des MAPK-ERK Signaltransduktionswegs, wodurch Gene induziert werden, die
mit einer erhohten Invasivitat und Motilitat assoziiert sind. Dazu gehdren die Rz-Untereinheit
der Integrine, die kleinen GTPasen RhoC und Rac-1, die Cysteinproteasen Cathepsin B und L
sowie das Zelladhdsionsmolekil CD44 (Siletti et al., 2004). Daruber hinaus wurde gezeigt,
dass eine direkte Interaktion von L1CAM-dhnlichen Molekilen mit dem EGF Rezeptor
moglich ist, die zu einer Induktion der Tyrosinkinaseaktivitit des Rezeptors fuhrt (Islam et al.,
2004). Hierdurch wird B-Catenin phosphoryliert und in den Zellkern transloziert, wodurch die
Interaktion zwischen E-Cadherin und p-Catenin zerstért wird (Shtutman et al., 2006).
Aulerdem kann L1CAM direkt tber eine heterophile Bindung mit dem FGF-Rezeptor
interagieren. Auf diese Weise stimuliert LICAM das Auswachsen von Axonen (Kulahin et
al., 2008). Das Signaling tber den FGF-Rezeptor ist zudem an der Regulation der

Zellproliferation, der Migration und der Zelldifferenzierung beteiligt.

2.7 Die biologischen Funktionen der Exons 2 und 27 des L1 Zelladh&sionsmolekiils

Es wurde bereits gezeigt, dass LICAM bei der Tumorprogression eine wichtige Rolle spielt
(Fogel et al., 2003). Bisher wurde jedoch nicht zwischen den beiden Isoformen des L1-
Zelladhésionsmolekdils unterschieden. Neben der neuronalen Isoform von LICAM (FL-L1)
wurde eine nicht-neuronale Isoform (SV-L1) des Zelladhasionsmolekils identifiziert, die
durch alternatives SpleiRen der LLCAM mRNA erzeugt wird (Reid et al., 1992). Die
neuronale L1 Isoform besteht aus 28 kodierenden Exons und spielt eine Rolle bei der
Entwicklung des Nervensystems, indem sie das Auswachsen von Neuriten und Axonen, die
Adhésion von Neuronen und die Migration von Nervenzellen fordert (De Angelis et al., 2001,
Jacob et al., 2002). Zellen aulRerhalb des Nervensystems, darunter B-Zellen, Schwann-Zellen,
Astrozyten und Oligodendrozyten sowie Epithelzellen des Intestinums und der Niere,
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exprimieren die nicht-neuronale Isoform von L1 (Jouet et al., 1995; Takeda et al., 1996; De
Angelis et al., 2001). In verschiedenen Tumorzelllinien, isoliert aus epithelialen Tumoren,
Sarkomen, Lymphomen und Tumoren neuroendokriner Abstammung, wird ebenfalls
uberwiegend die SpleiRvariante des L1 Zelladhdsionsmolekiils exprimiert (Euer et al., 2004;
Shtutmann et al., 2006). In der nicht-neuronalen Isoform von L1 fehlt das Exon 2 und das
Exon 27, wahrend die neuronale Isoform von LICAM beide Exons beinhaltet. Das alternative
Spleilien der beiden Exons 2 und 27 ist gekoppelt (De Angelis et al., 2001; Jouet et al., 2005;
Shtutman et al., 2006). Das Exon 2 befindet sich in der extrazellularen Domane vor der ersten
Immunglobulindoméne. Es kodiert fir eine aus funf Aminosduren bestehende Sequenz
(YEGHH). Uber die Bedeutung der beiden Exons bei der Metastasierung ist bisher nicht viel
bekannt. Einige biologische Funktionen der Exons im Nervensystem konnten bereits
identifiziert werden. Es wurde gezeigt, dass das Exon 2 flr die homophile Bindung und fur
die optimale Bindung neuronaler Liganden benétigt wird (De Angelis et al., 2001). Das Exon
27 befindet sich in der Nahe der Mitte der zytoplasmatischen Domane und kodiert fur eine
aus vier Aminosauren bestehende Sequenz, die RSLE Sequenz. Diese Aminosauresequenz
bildet mit dem vorausgehenden Tyrosin das YRSL Motiv, welches eine bedeutende Rolle bei
der clathrinabhangigen Endozytose spielt (Kamiguchi et al., 1998). Durch diesen
Mechanismus kann die Verteilung von L1CAM auf der Zelloberflache innerhalb von Minuten
reguliert werden. Da der nicht-neuronalen LLCAM Variante die RSLE Sequenz und damit
auch das YRSL Motiv fehlt, kann die LLCAM SpleiRvariante im Vergleich zur neuronalen
L1CAM Isoform weniger schnell internalisiert werden. Der Mechanismus der
clathrinabhéngigen Endozytose spielt bei der Verlangerung und Verzweigung von Neuriten,
der Regulation der Zell-Zelladhdsion und bei der Migration eine bedeutende Rolle
(Kamiguchi et al., 1998a; Kamiguchi et al., 1998b; Long et al., 2001; Cheng et al., 2005).
Daruber hinaus wird die Endozytose von L1CAM fiir die Aktivierung des MAPK-ERK-
Signaltransduktionswegs benétigt (Schaefer et al., 1999; Needham et al., 2001). Uber diesen
Signaltransduktionsweg wird die Migration und Invasion von Fibroblasten und murinen
Melanomzellen in vitro gefordert (Siletti et al., 2004). Es wurde bereits gezeigt, dass die
Expression der SV-L1CAM Isoform in der humanen Ovarialkarzinomzelllinie OVM-Z-2 die
Adhésion an Laminin (Bestandteil der EZM) im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhoht
(Euer et al., 2005). Der Einfluss der beiden LICAM Isoformen auf das metastatische Potential

von Tumorzellen wurde bisher jedoch noch nicht eingehend untersucht.
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L1CAM F

v, - DOO@OO@O@@L [ [ [ ] COOH

extrazellular intrazellular
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/ \

5. TAT GAA GGA CAC CAT GTG...3f

SV-L1ICAM .QIPEELVMEP... ..FGEYSDNE ...

5‘..GAA TTG ATG...3*

Abbildung 1: Schematische Darstellung der neuronalen und nicht-neuronalen Isoform von
L1CAM: Das L1 Zelladhasionsmolekil verfugt tber sechs Immunglobulin-dhnliche Domanen
(dunkelgrau) und funf Fibronektin-&hnliche Wiederholungen (hellgrau), welche sich auf der
extrazelluldaren Seite der Membran befinden. Exon 2 befindet sich vor der ersten Ig-ahnlichen
Domane. Die Aminosauresequenz lautet YEGHH (Tyr-Glu-Gly-His-His). Exon 27 befindet sich in der
Mitte der zytoplasmatischen Doméne. Die Aminosduresequenz lautet RSLE (Arg-Ser-Leu-Glu). Zu
sehen sind Ausschnitte aus der Aminosdauresequenz der neuronalen (FL-LICAM) und der nicht-
neuronalen Isoform (SV-L1CAM) von L1 (Abbildung modifiziert nach De Angelis et al., 2001).
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Bisher ist noch nicht bekannt, welche Variante des L1 Zelladh&sionsmolekiils, die LICAM
Spleilvariante (SV-L1CAM = L1(A2,27)) oder die neuronale LICAM Variante (FL-L1CAM
= full-length LLCAM), das metastatische Potential von Tumorzellen fordert. Daher war es
Ziel dieser Arbeit die Effekte der Tumorzell-assoziierten Spleivariante und der neuronalen-
L1CAM Variante, welche im Gegensatz zur Spleil3variante die Exons 2 und 27 enthélt, auf
das metastatische Potential von Tumorzellen unterschiedlichen Ursprungs getrennt zu
untersuchen. Um einen Einblick in die Expressionsverhaltnisse der beiden LICAM Varianten
in Metastasen ovariellen Ursprungs zu bekommen, sollten zunéchst die Expressionslevel der
L1CAM Varianten in Gewebeproben von Patienten mit metastasiertem Ovarialkarzinom
untersucht werden. AnschlieBend wurde - unter Verwendung der shRNAi-Technologie - die
Auswirkung einer simultanen Suppression aller LICAM Isoformen auf das metastatische
Potential von Tumorzellen analysiert. Uber retroviralen Gentransfer wurde eine gegen
L1CAM gerichtete shRNA in eine humane Ovarialkarzinomzelllinie eingebracht. Die
Auswirkung des simultanen knock down der L1CAM Varianten wurde in einem
experimentellen Metastasierungsmodell untersucht. Als nachstes wurde der Effekt der FL-
L1CAM Variante und der SV-L1CAM Variante auf das metastatische Potential von
Tumorzellen (T-Zell-Lymphomzellen und Fibrosarkomzellen) verglichen. Durch eine
Uberexpression der Tumorzell-assoziierten SpleiRvariante bzw. eine Uberexpression der
neuronalen LICAM Variante in einer humanen Fibrosarkomzelllinie und einer murinen T-
Zell-Lymphomzelllinie wurde das metastatische Potential der Zelllinien in einem Xenograft-

Modell der Maus und in einem syngenen Metastasierungsmodell untersucht.
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4.1 Versuchstiere

Fur das SKOV3 und das HT1080 Xenograft-Metastasierungsmodell (siehe 4.2.1, 4.2.2)
wurden weibliche, pathogenfreie und immunsupprimierte CD1nu/nu Nacktmduse (Charles
River, Sulzfeld) im Alter von 7-9 Wochen und einem mittleren Gewicht von 20 g verwendet.
Fur das L-CIl.5s Metastasierungsmodell (siehe 4.2.3) wurden weibliche, pathogenfreie und
immunkompetente Tiere des Mausstammes DBA/2 (Charles River, Sulzfeld) im Alter von 8 -
10 Wochen verwendet. Vor Versuchsbeginn wurden die Versuchstiere jeweils eine Woche
unter Standardbedingungen gehalten. Die Versuchstiere wurden mittels zervikaler Dislokation
oder mit CO; getétet. Anschlielend wurden sofort Leber und Lunge der Mause entnommen.
Fur RNA-Analysen wurden der rechte Lungenfligel, sowie einige Teile der Leber in
flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur Aufarbeitung bei -80°C gelagert. Der linke
Lungenflugel und der Lobus sinister- und Lobus dexter medialis hepatis wurden mit X-Gal-
Losung inkubiert, sodass sich die Tumorzellen bzw. Metastasen auf der Lungen- bzw.

Leberoberflache unter Verwendung der X-Gal-Farbemethode (siehe 4.2.4) blau anfarbten.

4.2 Metastasierungsmodelle

4.2.1 SKOV3 Xenograft-Metastasierungsmodell

In dieser Arbeit wurde fur die Evaluierung des Einflusses der LLCAM Isoformen auf die
hamatogene Metastasierung von Tumorzellen das SKOV3 Xenograft- Metastasierungsmodell
der Maus verwendet. Die Anzahl der zu inokulierenden Tumorzellen sowie der optimale
Zeitpunkt fur das Auszahlen der Metastasen in der Lunge wurden in Vorexperimenten
bestimmt (unvertffentlichte Daten von Mathias Arlt und eigene unverdffentlichte Daten).
Zunachst wurden SKOV3iplacZ Zellen (siehe 4.3.1) auf eine Zellzahl von 2,5 x 10° Zellen/ml
eingestellt, in Phosphat gepufferter Saline Lésung (phosphate buffered saline, PBS, ohne Ca*
und Mg, Biochrom KG, Berlin) gewaschen und bis zur Inokulation auf Eis gelagert. VVor der
Aufnahme mit einer 1 ml-Spritze und einer Kaniile (27 GA7/s, 0,4 x 21, Rose GmbH, Trier)
wurden die Zellen mehrmals in regelmaBigen Abstanden resuspendiert. 5 x 10° SKOV3iplacZ
Zellen wurden in 200 pl PBS (pH = 7,4) aufgenommen und intravends in die Vena caudalis
von CD1nu/nu Nacktmé&usen inokuliert. Dieses Modell fuhrt innerhalb von 3 - 4 Wochen nach
Tumorzellinokulation zur Ausbildung von gut sichtbaren Lungenmetastasen. Am Tag 26 nach
Tumorzellinokulation wurden die Mause geopfert. Der rechte Lungenfligel wurde
entnommen und fiir nachfolgende Analysen in flissigem Stickstoff schockgefroren. Der linke

Lungenfligel wurde mit X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-Galactopyranosid) gefarbt
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(siene 4.2.4). Die Metastasen wurden anschlieBend unter dem Olympus SZX-ILLK200
Mikroskop Lichtmikroskop (Hamburg) bei 40facher VergroBerung ausgezahlt. Die
Ubersichtsaufnahmen wurden mit einer Nikon 100 Digitalkamera (Tokyo, Japan), welche
dem Lichtmikroskop befestigt wurde, fotografiert. Sie wurden in Form von JPG-Dateien

gespeichert und anschlief3end in Power Point importiert.

4.2.2 HT1080 Xenograft-Metastasierungsmodell

Das HT1080 Xenograft- Metastasierungsmodell ist ein  bereits etabliertes
Metastasierungsmodell (Schweinitz et al., 2004, Kopitz et al., 2005). Etwa drei Wochen nach
intravendser Inokulation von humanen HT1080 Fibrosarkomzellen kommt es zur Ausbildung
von gut zahlbaren Metastasen in der Lunge sowie zur Ausbildung von Mikrometastasen in der
Leber (scattered Phanotyp) (Schweinitz et al., 2004; Kopitz et al., 2005). In dieser Arbeit
wurden 1x10° HT1080lacZ-K15-Zellen (siehe 4.3.1), aufgenommen in 200pl PBS, in die
Vena caudalis von CD1nu/nu Nacktmausen inokuliert. Am Tag 21 nach der
Tumorzellinokulation wurden die Mause geopfert. Der rechte Lungenfligel aller
Versuchstiere wurde entnommen und fur nachfolgende Analysen in flissigem Stickstoff
schockgefroren. Der linke Lungenflugel aller Versuchstiere wurde zunéchst in 2 % - Formalin
in 1 x PBS fixiert und anschliefend zur Darstellung der Metastasen auf der Lungenoberflache
mit X-Gal-Losung (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-p-D-Galactopyranosid) geférbt (siehe 4.2.4).
Die Metastasen wurden unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt. VVon reprasentativen Lungen
der jeweiligen Gruppen wurden Ubersichtsaufnahmen mit einer Nikon 100 Digitalkamera

(Tokyo, Japan) angefertigt.

4.2.3 L-CIl.5s Metastasierungsmodell

Das L-CIl.5s-T-Zell Lymphom-Modell ist ein bereits etabliertes Metastasierungsmodell
(Kriiger et al., 1994a). Mit diesem syngenen Metastasierungsmodell l&sst sich der Einfluss
von metastasierungs-assoziierten Faktoren auf die Schritte der metastatischen Kaskade - ab
dem Uberleben der Zellen im Blutstrom - analysieren (Banke et al., 2005; Gerg et al., 2008).
Aufgrund der Aggressivitat der murinen T-Zell-Lymphomzelllinie (L-C1.5s) kommt es bereits
sechs Tage nach der Inokulation der Tumorzellen in die Vena caudalis von DBA/2 Mé&usen
zur Ausbildung von gut sichtbaren und gut z&hlbaren Makrometastasen (Metastasen mit
einem Durchmesser > 0,2 mm) und vereinzelt auch zur Ausbildung von Mikrometastasen
(Metastasen mit einem Durchmesser < 0,2 mm). Ab dem siebten Tag kommt es zu einer
zunehmenden Ausbildung von Mikrometastasen. Diese entstehen durch die Absiedelung

einzelner Tumorzellen von den Makrometastasen im Rahmen der sekundaren Invasion. Das
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Zielorgan der Metastasierung ist die Leber. Folglich ist mit diesem Modell eine detailgenaue
Abbildung einer aggressiven Lebermetastasierung binnen weniger Tage moglich (Kriger et
al., 1994a; Banke et al., 2003). Ein weiterer Vorteil dieses Modells ist eine geringe Streuung
der Metastasenzahl innerhalb der einzelnen Versuchsgruppen. In dieser Arbeit wurden 5000
lacZ-markierte T-Zell-Lymphomzellen, aufgenommen in einem Volumen von 200 ul PBS, in
die Vena caudalis von DBA/2 Mausen injiziert. Eine Woche nach der Tumorzellinokulation
wurden die Mause geopfert. Flr die Quantifizierung der Lebermetastasierung wurden der
Lobus sinister medialis hepatis und der Lobus dexter medialis hepatis X-Gal gefarbt. Die
Metastasen wurden unter Verwendung des Olympus SZX-ILLK200 Mikroskops (Hamburg)
ausgezahlt. Die Ubersichtsaufnahmen von ausgewahlten Lebern, welche fiir die jeweiligen
Gruppen reprasentativ waren, wurden ebenfalls wie oben beschrieben (siehe 4.2.2)

aufgenommen.

4.2.4 X-Gal Farbung von Organen

Eine geeignete Technologie fiir die Quantifizierung der Metastasierung ex vivo ist die X-Gal-
Féarbemethode. Durch diese bereits etablierte Methode konnen Tumorzellen lokalisiert werden
(Kriger et al., 1994a; Kruger et al., 1998) und bis auf das Niveau einzelner Zellen beurteilt
werden. Folglich erlaubt diese Methode die Beurteilung des Metastasierungsmusters. Alle
verwendeten Tumorzelllinien waren zuvor schon mit dem Markergen lacZ transduziert. Das
lacz Gen, gewonnen aus E.coli Bakterien, kodiert spezifisch fur das Enzym R-D-
Galaktosidase, welches das chromogene Substrat X-Gal (5-Brome-4-Chloro-3-Indoyl-3-D
Galaktopyranosid) intrazelluldr zu einem blauen Farbstoff umwandelt (Pearson et al., 1963).
Zunéchst wurden die Organe unmittelbar nach Entnahme in einer Waschldsung (1 x PBS)
gewaschen und anschliefend mit einer Fixierlésung (135 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na,HPO,4, 1,4 mM K;HPO, 2 % (w/v) Formaldehyd, 0,2 % (w/v) Glutaraldehyd) fur
eineinhalb Stunden inkubiert. Um die Fixierlésung volistdndig zu entfernen, wurden die
Organe anschlieBend drei Mal mit 1 x PBS gewaschen. Nach diesen Schritten erfolgte die
Inkubation der Organe (Lunge und Leber) in X-Gal-Férbeldosung. Die Lésung wurde fir alle
Tierversuche frisch zubereitet, indem die X-Gal-Stammlésung (4 % X-Gal in Di-methyl-
fluorid (DMF)) und die X-Gal-Ausgangsfarbelésung (135 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10
Na,HPO4, 1,4 mM K,HPO,, 2,5mM KsFe(CN)s, 2,5 mM K,Fe(CN), 6,1 mM MgCl,, 0,0005
% (v/v) Na-Deoxycholat, 0,001 % (v/v) NP40, pH 7,1) im Verhaltnis 1:40 gemischt wurden.
Die Organe wurden in der X-Gal-Férbelosung fur mehrere Stunden bei 37°C im Dunkeln
inkubiert. Die Intensitdt der bldaulichen Féarbung der Metastasen wurde wéhrend der
Inkubation mehrmals kontrolliert. AnschlieBend wurden die Organe bei 4°C (ber Nacht
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gelagert. Am nachsten Morgen wurden sie mindestens zwei Mal mit 1 x PBS gewaschen. Zur
Langzeitlagerung wurden sie in einer Losung 1 x PBS mit einem Anteil von 2% Formalin
aufgehoben (Standard Labor).

4.3 Zellexperimentelle Methoden

4.3.1 Verwendete Zelllinien

Alle unten genannten Zelllinien sind stabil mit dem bakteriellen lacZ-Reportergen transfiziert,
welches fir das Enzym 3-D-Galactosidase kodiert. Durch die enzymatische Umsetzung des
Féarbereagenz  Bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-Galaktopyranosid  (X-Gal, Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Steinheim) kénnen Tumorzellen nicht nur in vitro, sondern auch ex vivo zur

Darstellung von Metastasen in den Organen angefarbt werden (Kriiger et al., 1999).

a) SKOV3ip-lacZ: Die SKOV3ip Zelllinie ist eine humane Ovarialkarzinomzelllinie

epithelialen Ursprungs, welche von Ellen Vitetta (University of Dallas, Texas, USA)
zur Verfiigung gestellt wurde. Die SKOV3ip Zelllinie wurde bereits eingesetzt, um die
Auswirkungen von L1CAM auf das intraperitoneale Tumorwachstum von CDZ1nu/nu
Méusen zu untersuchen (Arlt et al., 2006). SKOV3ip Zellen wachsen adharent und
sind in immundefizienten M&usen tumorigen.

b) HT1080-K15-lacZ: Die HT1080 Zelllinie ist eine humane Fibrosarkomzelllinie

mesenchymalen Ursprungs, welche von Agnes Noel (Universitat Liege, Luttich,

Belgien) zur Verfiigung gestellt wurde. Die HT1080-K15-lacZ-Zelllinie wurde bereits
mehrfach eingesetzt, unter anderem um die Auswirkungen einer Cystatin C
Uberexpression im Wirtsgewebe auf die experimentelle Metastasierung dieser
Zelllinie in die Lunge zu untersuchen (Kopitz et al., 2005; Kopitz et al., 2007).
HT1080 Zellen wachsen adhérent und sind ebenfalls in immunsupprimierten Méausen
tumorigen.

c) L-Cl.5s-lacZ: L-Cl.5s Zellen sind murine T-Zell-Lymphomzellen lymphatischen
Ursprungs. Die in dieser Arbeit verwendeten L-Cl.5s Lymphomzellen sind lacZ
markierte, aus der Leber einer weiblichen DBA/2 Maus reisolierte, maligne
Tumorzellen des Methylchloanthren-induzierten T-Zelllymphoms L 1578Y/E (Eb)
(Schirrmacher et al., 1979; Kriger et al., 1994a; Kriger et al., 1994b).

d) 293T: 293T-Zellen (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) sind humane embryonale
Nierenzellen. Sie sind stabil mit dem Simian virus 40 (SV-40) T Antigen transduziert.

In dieser Arbeit wurde diese Zelllinie aufgrund ihrer guten Transduzierbarkeit als
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Verpackungszelllinie zur Herstellung retroviraler Partikel verwendet (Du Bridge et al.,
1987; Amrutlal et al., 2006).

4.3.2 Zellkulturmedien

a) L-Cl.5s-lacZ: Zur Kultivierung der Suspensionszelllinie wurde RPMI 1640 Medium
(Biochrom, Berlin, Deutschland) verwendet, welches mit 10 % (v/v) fotalem
Kélberserum (FKS, PAA Gold, Linz, Deutschland), 20 mM L-Glutamin (Biochrom,
Berlin, Deutschland), 100 mM Hepes (Gibco, Karlsruhe, Deutschland), 0,55 mM
Asparagin (Sigma, Deisenhofen, Deutschland), 0,27 mM Arginin (Sigma,
Deisenhofen, Deutschland) und 0,5 mM pB-Mercaptoethanol (Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) erganzt wurde.

b) HT1080-K15-lacZ, SKOV3-lacZ und 293T:. Zur Kultivierung der adharent
wachsenden SKOV3 und HT1080 Zellen wurde DMEM (Biochrom, Berlin,
Deutschland), erganzt mit 10 % (v/v) fotalem Kalberserum, 20 mM L-Glutamin
(Biochrom, Berlin, Deutschland), 100 mM Hepes (Gibco, Karlsruhe, Deutschland),
0,55 mM Asparagin (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) und 0,27 mM Arginin

(Sigma, Deisenhofen, Deutschland) verwendet.

4.3.3 Kultivierung von Zellen

Alle verwendeten Zelllinien wurden in einem Zellkulturinkubator (Scientific CO, Water
Jacketed Incubator, Thermo Quest, Egelsbach, Deutschland) unter folgenden Bedingungen
kultiviert: 5 % CO,, 37°C und 95 % Luftfeuchtigkeit. Flr die Suspensionszelllinie L-CI.5s
wurden Zellkulturflaschen (TTP, Trasadingen, Schweiz, T25 oder T75) verwendet. L-CIl.5s-
Zellen wurden dreimal wochentlich in einem Splitverhéltnis von 1:4 bis 1:10 passagiert. Die
adhérent wachsenden Zelllinien SKOV3 und HT1080 wurden in 6 cm oder 10 cm groRRen
Zellkulturschalen (TTP, Trasadingen, Schweiz) kultiviert. Vor dem Ablésen wurden die
Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschlieend mit 0,5 bzw. 1 ml Trypsin/EDTA pro 6
bzw. 10 cm Zellkulturschale abgeltst. Die Zellpassage aller adharenten Zelllinien erfolgte
dreimal wdchentlich in einem Splitverhaltnis von 1:3 oder 1:4 bei einer Konfluenz von 70 bis
80 %.

4.3.4 Bestimmung der Zellzahl

Adhérent wachsende Zelllinien wurden zunédchst mit Trypsin/EDTA abgelést und
anschlieBend im Zellkulturmedium aufgenommen. Suspensionszelllinien wurden nach
Resuspension sofort in ein 10 ml Falcon (TTP, Trasadingen, Schweiz) gegeben. Nach

erneuter Resuspension wurden 100 pl aus den 10 ml Falcons entnommen und mit dem
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gleichen Volumen Trypanblau-L&dsung (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) in einer 96-well -
Platte vermischt. 100 pl wurden aus dem 96-well enthnommen und in eine Neubauer
Zahlkammer (Assistent, Sondheim, Deutschland) tberfuhrt. Die Trypanblau-Lésung férbt tote
Zellen blau an, wodurch die Unterscheidung zwischen toten und lebenden Zellen ermdglicht
wird. Je nach Zelldichte wurden zwei diagonal gegeniberliegende oder alle vier grof3en
Kastchen der Zahlkammer (Tiefe: 0,1 mm, Flache 0,0025 mm?) ausgezahlt. Demzufolge
betrug das Volumen anndherungsweise 0,1 pl (2 Kastchen) oder 0,2 pl (4 Kastchen).
Abhangig von der Anzahl der ausgezéhlten Kastchen wurde die Zellzahl durch Multiplikation
mit dem Faktor 10° (2 Késtchen) oder 5 x 10° (4 Késtchen) ermittelt.

4.3.5 Kotransfektion von 293T-Zellen zur Herstellung retroviraler
Zellkulturiberstande und Gewinnung retroviraler Zellkulturtberstande

Fiir die Herstellung von Retroviren wurden am Vorabend der Kotransfektion 2 x 10° 293T-
Zellen pro 10 cm Schale (TPP, Trasadingen, Schweiz) ausgesat. Am nachsten Tag wurde
zwei Stunden vor Beginn der Kotransfektion das Medium gewechselt. Flr die Transfektion
wurden jeweils 10 pg des Transferplasmids und der Helferplasmide pHIT60 (gag und pol;
Soneoka et al., 1995) und HCMV-VSVG (env; Yee et al.,, 1994) in einem Eppendorfgefal
vermischt. Die Plasmidlésung wurde mit ddH,O auf 30 ul Gesamtvolumen aufgefllt und
anschlieBend mit 61 pl CaCl, und 409 pl ddH,O versetzt. In einem 15 ml Falcon-Réhrchen
(TPP, Trasadingen, Schweiz) wurden 500 pul 2 x HBS (0,5 % (w/v) HEPES, 0,8 % (w/v)
NaCl, 0,37 % (w/v) KCI, 0,125 % (w/v), Na,HPO, x 2H,0, 0,1 % Glukose, pH 7,1)
vorgelegt. Die Plasmid-CaCl,-Losung wurde zu der 2 x HBS-Ldsung tropfenweise in das
Falcon Réhrchen zugegeben. Gleichzeitig wurde Uber eine Pasteurpipette Luft eingeblasen.
Nach 20 Minuten Inkubation unter der Sterilbank wurde das Gemisch zu den zu
transfizierenden 293T-Zellen gegeben. Acht Stunden nach der Transfektion wurde das
Medium einmal gewechselt. Nach 24 stiindiger Inkubation des Transfektionsansatzes wurde
der Zelliberstand mit den retroviralen Partikeln, zur Vermeidung von Scherkréaften, vorsichtig
abgenommen und filtriert (Sterilfilter 0,45 pum PorengroBe; TPP, Trasadingen, Schweiz).
Entweder wurde der Zelliiberstand sofort zur Retrovirusinfektion verwendet oder aliquotiert
und bei -80° eingefroren (Standard Labor).

4.3.6 Transduktion adharenter Zellen

In dieser Arbeit wurden SKOV3lacZ Zellen retroviral mit einer gegen humanes L1CAM
gerichteten shRNA transduziert. Auflerdem wurden HT1080lacZ Zellen und SKOV3lacZ
Zellen retroviral mit einem fur FL-LICAM und SV-L1CAM kodierenden Retrovirus

transduziert. SKOV3lacZ Zellen wurden zusitzlich mit einem fiur L1A27 kodierenden
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Retrovirus transduziert. Hierfiir wurden am Vortag 1,5 x 10° SKOV3lacZ Zellen oder 1 x 10°
HT1080lacZ Zellen in 6 cm Zellkulturschalen (TPP, Trasadingen, Schweiz) ausgesét. 24 h
nach Aussaat wurde das Medium der Zellen abgenommen und die Zellen wurden mit warmen
PBS gewaschen. Anschliefend wurden 500 ul Virusuberstand (versetzt mit 5 pl Polybren, ¢ =
8 ng/ml) direkt auf die Zellen gegeben. Die Infektionszeit betrug zwei Stunden bei 37°C. Alle
15 Minuten wurden die Ansétze geschwenkt, um eine Austrocknung der Zellen zu vermeiden.
Nach zwei Stunden wurden die Zellschalen mit einem Durchmesser von 6 cm mit 4 ml
Medium aufgefiillt (Standard Labor).

4.3.7 Transduktion von Suspensionszellen

In dieser Arbeit wurden lacZ-markierte L-CI.5s Zellen mit einem fir FL-L1CAM und SV-
L1CAM kodierenden Retrovirus infiziert. Die Infektion erfolgte in Kokultur mit 293T Zellen.
Acht Stunden nach der Kotransfektion (siehe 4.3.5) wurde das Medium der
virusproduzierenden 293T-Verpackungszelllinie unter S2-Bedingungen gewechselt und 1,5 x
10° L-Cl1.5s Zellen wurden in zellspezifischem (siehe 4.3.2) Medium, versetzt mit 8 pg/ml
Polybren, auf die Zellen gegeben. 24 Stunden spater wurde 1 ml der L-Cl.5s
Suspensionskultur abgenommen und in eine Zellkulturflasche uberfuhrt, in der 4 mi

zellspezifisches Medium vorgelegt war.

4.3.8 Selektion nach viraler Transduktion

Die retrovirale Transduktion der Tumorzellen erfolgte unter Verwendung von
Transferplasmiden, die den Zellen eine Hygromycin Resistenz (pQCXIH) bzw. eine
Puromycin Resistenz (pQCXIP) verleihen, sodass die Tumorzellen mit 10 pg/ml Puromycin
oder mit 1 mg/ml Hygromycin selektioniert werden konnten. Tumorzellen, welche das
erwiinschte Transgen nicht stabil in ihr Genom integriert hatten, sind im Laufe der Selektion
abgestorben. Als Selektionskontrolle wurden nicht-transduzierte Zellen mitgefuhrt. Die
Selektion wurde erst beendet, wenn auf den Kontrollschalen alle Zellen abgestorben waren.
Nach Beendigung der Selektion wurde das Selektionsmedium abgenommen. Die Zellen
wurden mit 1 x PBS gewaschen und in zellspezifischen Zellkulturmedien (siehe 4.3.2)

aufgenommen.

4.3.9 Herstellung von Zelllinien durch limiting dilution

Fir die Herstellung der L-C1.5s Zelllinien (L-Cl.5s-FL-L1, L-CI.5s-SV-L1, Kontrolle) wurde
die Technik der limiting dilution angewandt. Die Zellen wurden zunachst auf 3x10° Zellen
pro ml eingestellt. AnschlieBend wurde eine Verdinnungsreihe erstellt. Die Zellsuspension

wurde 5 x im Verhéltnis 1:10 (1 ml Zellsuspension + 9 ml Medium) verdiinnt, sodass die
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Endkonzentration etwa 3 Zellen pro ml betrug. In die Vertiefungen einer 96-well-
Flachbodenplatte (TPP, Trasadingen, Schweiz) wurden jeweils 100 pl dieser Zellsuspension
eingeflllt. Es wurden mehrere Platten ausgesat. Das Heranwachsen der Zellklone wurde
taglich unter dem Stereomikroskop kontrolliert. AnschlieRend wurden die Heranwachsenden
Zellklone in eine 24-well-Flachbodenplatte (TPP, Trasadingen, Schweiz) tberfihrt. Die FL-
L1CAM mRNA Expression und SV-LICAM mRNA Expression der jeweiligen Zellklone
wurde anschliefend mittels quantitativer RT-PCR analysiert. Um eine mdglichst homogene
Zelllinie herzustellen, wurden jeweils 4-5 Zellklone mit &hnlich hoher Expression der
L1CAM-Varianten in einem gleichen Verhéltnis gemischt und kultiviert. Nachfolgend wurde
die Expression der LLCAM Varianten nochmals mittels TagMan-RT-PCR (siehe 4.4.18) und
Western Blot analysiert (siehe 4.5.3). Die Kontrolle L-C1.5s und L-CI.5s empty wurden unter

gleichen Bedingungen mitgefhrt.

4.3.10 Proliferationsassays

Fur die Analyse des Proliferationsverhaltens der Zelllinie SKOV3ip mit veranderter LICAM
Expression wurden 1 x 10* SKOV3 Zellen in 6-well-Flachbodenplatten (TPP, Trasadingen,
Schweiz) in Tripletts ausgesat. Die Anzahl vitaler Zellen wurde in einem Zeitraum von 72h
alle 12h bestimmt. Fur die Analyse des Proliferationsverhaltens der L-Cl.5s-Zellen mit
veranderter LLCAM Expression wurden 2 x 10° L-Cl1.5s Zellen pro Gruppe in Tripletts
ausgesat. Die Anzahl vitaler Zellen wurde in einem Zeitraum von 48 Stunden alle 12 Stunden
bestimmt. Eine Unterscheidung der abgestorbenen Zellen von den vitalen Zellen erfolgte
durch eine Anfarbung mit Trypanblau (Sigma, Deisenhofen, Deutschland). Die Zellen wurden

mit einer Neubauer Zahlkammer (Assistent, Sondheim, Deutschland) ausgezéhlt (siehe 4.3.4).

4.3.11 Boyden-Chamber-Invasionsassay

Zur Analyse der Invasivitdt von SKOV3ip Zellen in vitro wurde ein Boyden-Chamber-
Invasionsassay verwendet. Um von der oberen Kammer in die untere Kammer der Boyden-
Chambers zu gelangen, missen die Tumorzellen zundchst eine diinne Schicht aus Matrigel™
durchbrechen. Matrigel™ besteht hauptsiachlich aus den extrazelluldren Proteinen Kollagen
Typ IV, Laminin, Heparansulfat, Proteoglykanen und Entactin und stellt somit eine kinstliche
Basalmembran dar. Die Membran der Boyden-Chamber-24-well-Zellkultureinsétze mit einer
Porengrofie von 8 um (Corning Incorporated, Corning, NY, USA) wurde mit einer diinnen
Schicht Matrigel™ der Firma Invitrogen (Karlsruhe, Deutschland) unter semi-sterilen
Bedingungen (neben der Flamme eines Bunsenbrenners) beschichtet. Steriles 1 x PBS wurde
bei 4°C und alle weiteren Materialien (Zellkultureinsétze und Pipettenspitzen) wurden bei
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minus 20°C vorgekuhlt. Fir das Beschichten der Membranen wurde Matrigel™ im Verhéltnis
1:16 mit 1 x PBS verdunnt und durch dreiBigmaliges Auf- und Abpipettieren unter
Vermeidung von Luftblasenbildung vermischt. Es wurden jeweils 50 pul der
Matrigelsuspension in die Transwell-Inserts pipettiert. Durch leichtes Beklopfen der 24-well-
Platten wurde das Matrigel gleichmaRig auf der Membran der Transwell-Einsédtze verteilt.
AnschlieRend wurden die Inserts 3 h bei 37°C im Zellkulturbrutschrank inkubiert und Gber
Nacht unter der ausgeschalteten Sterilbank getrocknet. Am nachsten Tag wurde das
verfestigte Matrigel zur Rehydrierung mit 1 ml serumfreiem Medium, versetzt mit 0,1% (w/v)
BSA, fir zwei Stunden inkubiert. Es wurden 1 x 10° SKOV3 Zellen in 300 pl serumfreien
Medium in der oberen Kammer der Boyden Chambers (TPP, Trasadingen, Schweiz) ausgesat.
Als Chemoattraktankt wurde in die untere Kammer 1 ml Medium, versetzt mit 10 % fotalem
Kélberserum, eingefillt.  AnschlieRend wurden alle Ansdtze bei 37°C im
Zellkulturbrutschrank inkubiert. Fir die Bestimmung der Anzahl invadierter Zellen der
adhérent wachsenden Linien SKOV3iplacZ und SKOV3ip-shL1 wurden die Inserts aus den
24-well Flachbodenplatten entnommen, das Matrigel wurde vorsichtig entfernt und die Zellen
wurden an der Unterseite der Membran mit dem Diff-Quick® Staining Kit (BD Biosciences,
Heidelberg, Deutschland) nach Angaben des Herstellers gefarbt. Die angefarbten Zellen

wurden unter dem Lichtmikroskop ausgezahlt.

4.4 Molekularbiologische Methoden

4.4.1 Verwendeter Bakterienstamm
ToplO0:

Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) p80lacZAM15 AlacX74 recAl araD139 galU galK
A(ara-leu)7697 rpsL (StrR) endAl nupG

Der Bakterienstamm Topl0 (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) ist ein E. coli basierter
Bakterienstamm und zeichnet sich durch eine gute Transformierbarkeit aus. In dieser Arbeit
wurde er fur die Amplifikation von pQCXIH-L1A(2,27), pQCXIH-L1A(27), pQCXIH-L1a,
PQCXIP-L1A(2,27) und pQCXIP-L1a verwendet.

4.4.2 Verwendete cDNAs
a) SV-L1CAM (L1d(2,27)): Die cDNA von SV-L1CAM (L1d(2,27)) wurde von Prof.
Peter Altevogt (DKFZ, Heidelberg) zur Verfligung gestellt. Die cDNA von SV-
LICAM wurde aus dem Plasmid L1d(2,27)-pcDNA3 mit Hilfe der
Restriktionsendonukleasen Xbal und Notl ausgeschnitten. Die SV-L1CAM Variante
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enthalt nicht die Exons 2 (Aminoséuren: YEGHH) und 27 (Aminosduren: RSLE), ist
ansonsten jedoch mit der FL-LICAM cDNA Sequenz identisch.

b) FL-LICAM (L1a): Die cDNA von FL-L1CAM wurde von Vance Lemmon
(Universitat Miami) zur Verfigung gestellt. Die cDNA von FL-L1CAM (L1a) wurde
aus dem Vektor Lla-pcDNA3 unter Verwendung der Restriktionsendonukleasen
Hindlll und Xhol herausgeschnitten. Die FL-L1CAM Variante enthélt die Exons 2
(Aminosauren: YEGHH) und 27 (Aminoséuren: RSLE).

4.4.3 Hergestellte und verwendete Plasmide

a) pQCXIP-Lla: Die cDNA von FL-L1CAM (Lla) wurde durch eine sticky-end
Klonierung (HindlIl1/Xhol) in die Hindlll und Xhol-Schnittstelle des Shuttle-Vektor
pBluescript 11 KS (+) eingesetzt und anschlielend durch Verdau des Shuttle-Vektors
mit den Restriktionsenzymen Xhol und Notl herausgeschnitten. Der retrovirale Vektor
pQCXIP  (Clontech, Saint-Germain-en-Laye, France) wurde mit den
Restriktionsenzymen BamHI und Notl aufgeschnitten. Die cDNA von FL-L1CAM
wurde BamHI/blunt und Notl/sticky in den retroviralen Vektor pQCXIP eingesetzt.
Das Plasmid wurde von Mareike Lehnhoff und Stephanie Hauser kloniert und
freundlicherweise fiir diese Arbeit zur Verfligung gestellt.

5° LTR (CMV/MSV)
Psi

=
7 %YPW

-~ Notl

SV40 Ori PQCXIP-L1a

SV40 Promoter

3" MOMuULV LTR

A human FL-L1CAM

IRES

PuroR

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Plasmids pQCXIP-Lla: Das Insert FL-
L1CAM (blau) wurde in die Restriktionsschnittstellen Notl und BamHI des Vektors pQCXIP
Notl/sticky und BamHI/blunt einkloniert.
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b) pQCXIP-L1d(2,27): Die cDNA der Spleillvariante SV-LICAM (L1A(2,27)) wurde
mit den Restriktionsenzymen Xbal und Notl aus dem Vektor L1A(2,27)-pcDNA3

(erhalten von Peter Altevogt, Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelberg,

Deutschland) ausgeschnitten. Der Vektor wurde zuerst Xbal geschnitten und die
Schnittstelle wurde durch Behandlung mit dem Enzym T4-DNA-Polymerase
aufgefillt um eine blunt-end Klonierung zu ermoglichen (siehe 4.4.10). Der
retrovirale Vektor pQCXIP wurde zuerst mit der Restriktionsendonuklease Pacl
geschnitten und diese Schnittstelle wurde ebenfalls mit dem Enzym T4 DNA-
Polymerase aufgefiillt. Die L1A(2,27)-cDNA wurde blunt und Notl//sticky in den
retroviralen Vektor pQCXIP einkloniert.

5 LTR (CMV/MSV)

7/ %YPW

= Notl

Sva0 o PQCXIP-L1d(2,27)

SV40 Promoter

3" MoMuLV LTR

A human SV-L1CAM

IRES

PuroR

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Plasmids pQCXIP-L1d(2,27): Das Insert SV-
L1CAM (blau) wurde in die Restriktionsschnittstellen Notl und Pacl des Vektors pQCXIP
Notl/sticky und Pacl/blunt einkloniert.
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c) pQCXIH-L1a: Der retrovirale Vektor pQCXIH (Clontech, Saint-Germain-en-Laye,

d)

France) wurde mit den Restriktionsenzymen BamHI und Notl aufgeschnitten. Die

cDNA von FL-L1CAM wurde BamHI/blunt und Notl/sticky in den retroviralen Vektor
pQCXIH eingesetzt.

5" LTR (CMV/MSV)
Psi

=
7 %YPW

—= Notl

SV40 Ori PQCXIH-L1a

SV40 Promoter

3" MOMuLV LTR

A human FL-L1CAM

IRES

HygroR

Abbildung 4: Schematische Darstellung des Plasmids pQCXIH-L1a: Das Insert FL-
L1CAM (blau) wurde in die Restriktionsschnittstellen Notl und BamHI des Vektors pQCXIH
Notl/sticky und BamHI/blunt einkloniert.

pQCXIH-L1d(2,27): Die cDNA der LICAM SpleiBvariante (pQCXIH-SV-L1CAM)
wurde durch Restriktionsverdau mit Notl und Xbal aus dem Ursprungsplasmid
L1A(2,27)-pcDNAS3 (erhalten von Peter Altevogt, DKFZ, Heidelberg) ausgeschnitten.
AnschlieBend wurde die cDNA der LLCAM Spleilvariante Pacl/blunt und Notl/sticky
in pQCXIH einkloniert.
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f)

5 LTR (CMV/MSV)

7/ \éva

—= Notl

0o PQCXIH-L1d(2,27)

SV40 Promoter

3" MOMuULV LTR

A human SV-L1CAM
HygroR )

IRES

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Plasmids pQCXIH-L1d(2,27): Das Insert SV-
L1CAM (blau) wurde in die Restriktionsschnittstellen Notl und Pacl des Vektors pQCXIH
Notl/sticky und Pacl/blunt einkloniert.

PQCXIH-L1d(27): Das Plasmid pQCXIH-L1d(27) wurde freundlicherweise von Prof.
Peter Altevogt (DKFZ, Heidelberg) zur Verfligung gestellt. Die L1d(27) Isoform
enthalt nicht das Exon 27 (Aminosauren: RSLE), ist ansonsten jedoch mit der FL-
L1CAM cDNA Sequenz identisch.

pSiren-RetroQ-shL1, pSiren-RetroQ-shscr:

Die shRNA Oligonukleotide wurden direkt mit 5’BamHI und 3’EcoRI Schnittstellen

designed und bei Eurogentec (Seraing, Belgien) bestellt. Die shRNA wurden Uber
diese Schnittstellen direkt in den retroviralen Vektor pSiren-RetroQ (Clontech, Saint-

German-en-Laye, Frankreich) einkloniert.
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Hindlll
BamHI EcoRI
PGK Promoter
U6 Promoter
Verpackungssignal Hindlll
PuroR

5'LTR (CMV/MSV)
PSIREN-RetroQ shL1 l/s' MMLY LTR

Hindlil
AmpR

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Plasmids pSiren-RetroQ shL1: Das Insert
shL1/shscr wurde in die Restriktionsschnittstellen 5’BamHI und 3 EcoRI des Vektors pSiren-
RetroQ BamHI/sticky und EcoRl/sticky einkloniert.

huL1CAM shRNA:

Zielsequenz: AACTTCGGACACACAACCTGA

Position in der LLCAM Gensequenz: 2921

GC-Gehalt: 47,6%

sense Strang der siRNA: CUUCGGACACACAACCUGA
antisense-Strang der siRNA: UCAGGUUGUGUGUCCGAAG
scr-shRNA

Zielsequenz: AGCAATGTCCACACTATAC

Die scrambled Variante der ShRNA wurde so ausgesucht, dass sie keine Homologien

zu einem bekannten Saugetiergen aufweist. Das Plasmid pSiren-RetroQ-shL1 wurde
von Mathias Arlt kloniert und freundlicherweise fir diese Arbeit zur Verfigung
gestellt.
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BamHI sense Spacer antisense EcoRlI
5'- GATCC G CTTCGGACACACAACCTGA TTCAAGAGA TCAGGTTGTGTGTCCGAAG TTTTTT GG AAGCTT G- 3
3'-G C GAAGCCTGTGTGTTGGACT AAGTTCTCT AGTCCAACACACAGGCTTC AAAAAA CC TTCGAA CTTAA -5

antisense sense

Abbildung 7: Schematischer Aufbau der verwendeten shRNAs am Beispiel der humanen
L1CAM shRNA. Die shRNA Oligonukleotide der LLCAM shRNA sind im hybridisierten Zustand
abgebildet. Als Spacer Sequenz wurde eine Basenpaarsequenz von einer Lange von 9 Basenpaaren
ausgewahlt (Brummelkamp et al., 2002b). Uber die BamHI und die EcoRI Schnittstelle wurden die
shRNAs sticky end in den retroviralen Vektor pSiren-RetroQ einkloniert. Vor der EcoRI Schnittstelle
befindet sich eine Hindlll Schnittstelle, welche als Restriktionskontrolle fungiert (modifiziert nach
Gerg, 2009).

4.4.4 Konstruktion von hairpin siRNAs

In dieser Arbeit wurde die shRNAi-Technologie verwendet, um einen stabilen knock down
von L1CAM in den humanen Ovarialkarzinomzellen SKOV3ip zu erzielen. Mit dem
Programm shRNA target finder http://www.ambion.com/techlib/misc/siRNA_design.html
(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) wurden potentielle Zielsequenzen einer Lange
von 19 bp fur den knock down von L1CAM identifiziert. Es wurde darauf geachtet, dass die
Zielsequenz direkt im Anschluss an ein Adenin-Dinukleotid folgt, einen prozentualen
Guanin/Cytosin-Gehalt von 40 — 60 % aufweist und mindestens 200 bp nach der Startsequenz
ATG der mRNA des L1-Zelladhasionsmolekils positioniert war. Die zu der ausgewahlten
Zielsequenz komplementaren Oligonukleotide wurden von der Firma Eurogentec (Seraing,
Belgien) synthetisiert und von Eurogentec mittels Agarose-Gelelektrophorese aufgereinigt.
Die hairpin siRNA wurde mit einem BamHI 5” und einem EcoRI 3'- Uberhang designed, um
das Einklonieren in den Vektor pSIREN-RetroQ (Clontech, Takara Bio Europa, Saint-
Germain-en-Laye, Frankreich) zu erleichtern. Die zwischen der sense- und antisense-
Sequenz liegende loop-Sequenz wurde nach Brummelkamp et al. ausgewéhlt (Brummelkamp
et al., 2002b). Direkt nach der abgebildeten Poly-Thymidin Stopsequenz wurde eine HindllI-
Schnittstelle eingefligt, sodass die Ligation der hairpin siRNA und des Expressionsvektors

pSIREN-RetroQ durch einen Restriktionsverdau Uberprift werden konnte (Gerg, 2009).

4.4.5 Transformation von Bakterien mit Plasmid DNA

Fur die Transformation von Top10 Bakterien wurden 50 pl Bakterienzellsuspension langsam
auf Eis aufgetaut. 1-100 ng der zu transformierenden Plasmid-DNA wurde auf 50 ul dH,O
aufgefillt und 50 pl der chemisch kompetenten Bakterien wurde zugegeben. AnschlielRend
wurde der Ansatz 30 min auf Eis inkubiert, 90 Sekunden bei 42 °C erhitzt und nachfolgend

wieder 2 min auf Eis inkubiert. Die Bakteriensuspension wurde in Bakterienréhrchen, gefullt
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mit 500 pl LB-Medium (ohne Antibiotikum), gegeben und fir 60 min bei 37 °C unter
schitteln inkubiert. Anschlielend wurde 100-500 pl der Suspension auf LB-Agarplatten mit
entsprechendem Selektionsantibiotikum (100 pg Ampicillin/ml) ausplattiert. Die Platten
wurden tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

4.4.6 DNA-Isolierung aus Bakterien
a) DNA-Minipraparation:

Fur die Isolierung von geringen Mengen an Plasmid-DNA aus den zuvor transformierten
E.coli Bakterien des Stamms TOP10 wurde ein Plasmid Purification Kit (Mini) der Firma
Qiagen (Hilden, Deutschland) verwendet, welches auf dem Prinzip der alkalischen Lyse
basiert. Am Vortag wurde eine Ubernachtkultur in 5 ml LB Medium angeimpft. Hierfur
wurden einzelnstehende Bakterienkolonien mit sterilen Pipettenspitzen gepickt und unter
semi-sterilen Bedingungen (neben der Flamme eines Bunsenbrenners) in jeweils 5 ml LB
Medium, versetzt mit entsprechendem Selektionsantibiotikum, gegeben. Die Bakterien der
Ubernachtkultur wurden bei 37 °C im Schiittelinkubator (Series25 Incubator Shaker, New
Brunswick Scientific Inc., New Jersey, USA) kultiviert. Am néchsten Tag wurden jeweils 2
ml der Ubernachtkultur abzentrifugiert (6100g; 4°C; 10 min). Die Resuspension der
Bakterienpellets erfolgte in 250 pl Puffer 1 (Qiagen, Hilden, Deutschland). In den folgenden
Schritten wurde nach Angaben des Herstellers verfahren. Die saulengebundene DNA wurde
mit 30 ul EB-Puffer (Qiagen, Hilden, Deutschland) eluiert. AnschlieBend wurde die Plasmid-
DNA anhand von Restriktionskontrollen analysiert. Da die restlichen 3 ml der
Ubernachtkultur bei 4°C gelagert waren, konnte diejenige Kolonie, die das gewiinschte
Plasmid enthielt, flr eine Praparation groRerer Plasmidmengen (Maxipraparation) verwendet

werden.

b) DNA-Maxipraparation:
Fur die Isolierung groéRerer Plasmidmengen wurde ebenfalls ein Kit der Firma Qiagen
(Qiagen Plasmid Purification Kit (Maxi); Qiagen Hilden, Deutschland) verwendet. Am
Vortag wurde eine Ubernachtkultur aus der Bakterienkolonie, die das gewiinschte Plasmid
enthielt, und 250 ml LB-Medium, versetzt mit Selektionsantibiotikum, hergestellt. Die
Praparation der Plasmid DNA aus E. coli Bakterienkulturen erfolgte nach Angaben des
Herstellers. Im letzten Schritt wurden die Plasmid-DNA-Pellets in 100 — 250 ul EB-Puffer
aufgenommen und bei 4°C gelagert. Um die Plasmide auf Richtigkeit zu Gberprifen wurden

Restriktionskontrollen durchgefihrt.
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4.4.7 Konzentrationsbestimmungen von Nukleinsduren

a) Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA- und RNA-Proben
Nukleinsaure-Proben wurden 1:100 in ddH20 verdinnt. Als Referenzwert wurde ddH,O
verwendet. AnschlieBend wurde die Konzentration der Nukleinsdure in einer 100 ul Kivette
am Photometer (DU® 640 Spectrophotometer, Beckman, Krefeld, Deutschland) gemessen.
Die Konzentration der verdiinnten Proben wurde tber die Bestimmung der Absorption bei
einer Wellenldnge von 260 nm berechnet. Eine OD2so von 1 entspricht einer
Nukleinsdurekonzentration von 50 pg/ml (dsDNA), bzw. 40 pg/ml (RNA), sodass die
Konzentrationen wie folgt berechnet werden konnten:
RNA-Konzentration: ¢ [ug / pl] = OD2go % 40 g / 1000 pl x 100 (Verdinnung).
DNA-Konzentration: ¢ [ug / pl] = OD2go % 50 g / 1000 pl x 100 (Verdinnung).
Zusatzlich wurde die Absorption bei einer Wellenldénge von 280 nm bestimmt. Durch
Bestimmung des Quotienten OD260 / ODogp konnte auf die Reinheit der DNA bzw. RNA
geschlossen werden. Die angestrebten Quotienten betrugen 1,7 - 1,9 fir RNA und 1,9 - 2,1 fir
DNA (Standard Labor).

b) Konzentrationsbestimmung von DNA-Fragmenten mittels Agarosegelelektrophorese
Hierfir wurde ein Gel aus TAE-Puffer und 1 % Agarose (v/v) verwendet. Als Referenz
wurden drei verschiedene Konzentrationen eines Lambda Hindlll Markers (NEB, Frankfurt a.
M., Deutschland) in die drei mittleren Taschen des Agarosegels gefullt. Die DNA Fragmente
(jeweils 1 ul vermengt mit ddH,O) wurden seitlich aufgetragen. Das Gesamtvolumen der
Markerbanden entsprach jeweils dem Gesamtvolumen der zu bestimmenden DNA-
Fragmente. Die Markerbanden wurden bei einer Spannung von 70 V etwa eine Stunde
elektrophoretisch aufgetrennt bis die einzelnen Markerbanden gut sichtbar waren. Der Bande
des DNA-Fragments mit unbekannter Konzentration (ng/pl) wurde eine Bande des Markers
von bekannter GroRe (kb) und bekannter Konzentration (ng/ul) zugeordnet. Dadurch konnte
die Konzentration der DNA Fragmente berechnet werden, indem die GrolRe der Markerbande
mit &hnlicher Leuchtintensitat wie das DNA-Fragment (kb) durch die GesamtgroRe der
Summe der Markerbanden (kb) geteilt wurde und mit der Konzentration des aufgetragenen

Markers multipliziert wurde (Kopitz, 2005).
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Cx [ng/pl] = Gwm [bp] / GLambda [DP] * Cm [Ng/pl], wobei
Cx = Konzentration des zu bestimmenden Fragments

Gwm = GroRe der Markerbande mit gleicher Leuchtintensitat
GLambda = GesamtgroRe der Phagen DNA

Cwm = Konzentration des Markers

4.4.8 Spaltung doppelstrangiger DNA mit Restriktionsendonukleasen

Fur die Analyse von Plasmiden sowie fur die Praparation von DNA-Fragmenten wurde die
doppelstrangige DNA der Plasmide mittels Restriktionsendonukleasen (New England
Biolabs, Frankfurt, Deutschland) gespalten. Alle enzymatischen Reaktionen wurden bei einer
Temperatur von 37°C in dem vom Hersteller empfohlenen Puffersystem durchgefuhrt. Falls
mehrere Restriktionsschritte notig waren wurden diese nacheinander durchgefihrt. Zur
Aufreinigung der DNA wurde nach jeder Restriktion eine Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol-Extraktion mit anschlieBender Ethanol-Féllung durchgefuhrt. Préparative

Restriktionen wurden zunéchst im analytischen Mal3stab etabliert.

4.4.9 Agarose-Gelelektrophorese

Zur analytischen und préparativen Auftrennung von DNA-Fragmenten nach GroRe wurde die
Agarose-Gelelektropherese eingesetzt. Zum Giellen von Agarosegelen wurde eine Ldsung aus
TAE-Puffer (40 mM TRIS-Acetat, 1 mM EDTA, pH 8,5) und Agarose hergestellt. Die
Agarosekonzentration der Gele richtet sich dabei nach der Fragmentgrél3e der zu erwartenden
Banden. Zur spateren Visualisierung der DNA-Banden wurde das Gel mit 2,5 l
Ethidiumbromid-Stammlésung  (0,05%  (w/v) Ethidiumbromid) versetzt. Die zu
untersuchenden Proben wurden 1:6 (v/v) mit 6 x DNA-Auftragspuffer (Fermentas, St. Leon
Rot, Deutschland) versetzt und in die Geltaschen eingefullt. Als Standards wurden
kommerziell erhéltliche 1 kb oder 100 bp DNA-Leitern (GeneRuler™; Fermentas, St. Leon
Rot, Deutschland) verwendet. Die Auftrennung der Banden erfolgte bei einer Spannung von
60 - 80V fiir 60 - 90 min. Durch Zugabe des Ethidiumbromids konnten die DNA-Banden
mittels UV-Licht-Bestrahlung (312 nm) sichtbar gemacht werden. Die Gele wurden mit
einem Geldokumentationssystem (Biocapture, LTF, Wasserburg, Deutschland) fotografiert.
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4.4.10 Separation und Reinigung von DNA Fragmenten mittels Praparativer Gele und
Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Zum Klonieren verwendete DNA-Fragmente wurden durch Restriktionsverdau gewonnen und
anschlieBend gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das Gel wurde anschlieBend auf einen
Durchlicht-UV-Tisch gelegt und die entsprechenden Banden wurden mit einem Skalpell
ausgeschnitten. Die Aufreinigung der DNA erfolgte unter Verwendung des QIAquick Gel
Extraction Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland), entsprechend den Angaben des Herstellers.
Alle verwendeten Materialien waren Bestandteile des Kits. Die Elution der sdulengebundenen
DNA erfolgte mit 30 - 50ul ddH,O. Die Konzentrationsbestimmung des aufgereinigten DNA-
Fragments erfolgte visuell mittels Agarosegelelektrophorese, da die Konzentration der DNA

fur eine photometrische Konzentrationsbestimmung zu gering war.

4.4.11 Auffullen von DNA-Uberhéngen (blunt-end Reaktion)

Fir eine blunt-end Klonierung wurden DNA-Uberhdnge, die durch einen Verdau mit
Restriktionsendonukleasen entstanden sind, mit dem Enzym T4-Polymerase (Roche,
Penzberg, Deutschland) aufgeftllt. Durch Zugabe des Enzyms T4-Polymerase zu den
Ansatzen werden 5°-Uberhdnge der doppelstrangigen DNA aufgefiillt, 3°-Uberhédnge
hingegen werden abgebaut. Die Ansatze wurden zunéchst funf Minuten bei einer Temperatur
von 70°C erhitzt und anschlielend zwei Minuten abgekuhlt. Durch das Erhitzen wurden die
Restriktionsenzyme  inaktiviert. Da die T4-Polymerase in allen verwendeten
Restriktionspuffern aktiv ist, wurden 1 pl T4-Polymerase (1 U) pro pg DNA und 2 pl dNTPs
(0,5 mM, Fermentas, St. Leon Rot, Deutschland) direkt zu jedem Ansatz gegeben. Die Proben
wurden 5-8 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die T4-Polymerase
durch die PCI-Extraktion entfernt (siehe 4.3.12).

4.4.12 Behandlung mit Alkalischer Phosphatase

Die verwendeten retroviralen Vektoren wurden direkt nach der Restriktion unter Verwendung
des Enzyms CIAP (calf intestine alkaline phosphatase; Fermentas, St. Leon Rot,
Deutschland) dephosphoryliert, um eine Religation zu verhindern. Dem Restriktionsansatz
wurde 1 pl CIAP (1 U) zugegeben. AnschlieBend wurde der Ansatz 30 min bei 37°C
inkubiert. Nach einer Ethanol-Fallung wurde das DNA-Pellet in 10 pl ddH20 resuspendiert
und es wurden 2 ul 10 x CIAP-Puffer, 1 pul CIAP und 7 pl ddH20 zugegeben. Die
Phosphatase wurde im Anschluss durch eine PCI-Extraktion, mit nachfolgender Ethanol-
Fallung entfernt (siehe 4.3.12). Falls die Dephosphorylierung im Anschluss an eine T4-
Polymerasereaktion (blunt-end Reaktion) erfolgte, wurde die DNA zuvor PCI gereinigt (siehe
4.3.12).
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4.4.13 DNA-Extraktion mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (PCI) und Ethanol-
Fallung

Zur Reinigung der DNA-LOsungen von Proteinen und von zuvor zugefihrten Enzymen wurde
Phenol:Chloroform:lsoamylalkohol (25 : 24 : 1, PCI) verwendet. Die Ansétze wurden je nach
Ausgangsvolumen mit PCI auf ein Gesamtvolumen von 100 ul - 300 pl aufgefiillt und durch
Vortexen oder durch mehrmaliges Invertieren der Reaktionsgefale gemischt. Zur Trennung
der Phasen wurden die Ansétze anschlieBend fiir 5 min bei 185009 und 4°C zentrifugiert. Die
oben aufliegende wéssrige Phase, welche die DNA enthélt, wurde in ein frisches Eppendorf-
ReaktionsgefaR berfiihrt. Im Anschluss wurde eine Ethanol-Fallung durchgefuhrt, wodurch
die DNA aufkonzentriert wurde und in ein anderes Puffersystem Uberfuhrt werden konnte.
Die wassrige Phase wurde mit 10 % 3 M Natriumacetat (pH 5) und 3 Volumenteilen 98 %
kaltem Ethanol (-20°C) versetzt und anschlielend eine Stunde bei - 80°C inkubiert. Die
Mischung wurde bei 4 °C und 18500g fir 30 min zentrifugiert, der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet wurde zum Waschen mit 100 pl 70 %igem Ethanol Uberschichtet.
Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand abgenommen und das Pellet
wurde 10 min bei Raumtemperatur getrocknet. Das DNA-Pellet wurde zur Resuspension in
10 - 20 pl ddH,0 aufgenommen (Standard Labor).

4.4.14 Ligation von DNA-Fragmenten

Fur die Ligation von geschnittenen Plasmiden und DNA-Fragmenten mit komplementéren
Uberhangen wurde das Enzym T4-Ligase (Fermentas, St. Leon Rot, Deutschland) verwendet.
Alle Ligationen wurden mit 5 pl 5 x T4-Ligasepuffer, DNA und T4-Ligase uber Nacht bei
einer Temperatur von 16°C und einem Gesamtvolumen von 25 pl durchgefiihrt. AnschlieRend
wurden die Ligationen bis zur Transformation bei 4°C gelagert (Standard Labor).

4.4.15 Isolierung von RNA aus Zellen

Zur RNA lIsolierung aus Zellen wurden am Vortag 2 x 10° Zellen/5ml (Suspensionszelllinien)
oder 2 x 10° Zellen/10 cm (adhérente Zelllinien) ausgesat. Suspensionszellen wurden bei 900
U/min fur 5 min abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit PBS gewaschen. Nach erneutem
abzentrifugieren der Zellen (900 U/min) wurden sie in 500 ul Trizol (Sigma, Taufkirchen,
Deutschland) aufgenommen. Adhédrente Zellen wurden zwei Mal mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurde auf die 10 cm Zellschale 1 ml Trizol (Sigma, Taufkirchen, Deutschland)
gegeben und die Zellen wurden mit einem Zellschaber abgeschabt. Ab diesem Schritt wurden
adhéarente Zellen und Suspensionszellen gleich behandelt. Die Ansétze wurden 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert, mit 200 pl Chloroform/ml Trizol versetzt und 15 Sekunden mit

einem Vortexer gemischt. Zur Phasentrennung wurden die Ansdtze nach 2-3 minditiger
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Inkubation bei RT zentrifugiert (13000 rpm, 15 min, 4 °C). Wéhrend der Zentrifugation
wurden 500 pl Isopropanol in EppendorfgefalRe vorgelegt. Nach der Zentrifugation der
Proben wurde die obere farblose Phase, welche die RNA enthélt, abgenommen, in die
vorbereiteten 2 ml Eppendorfgefdle Uberfihrt und durch Vortexen mit dem vorgelegten
Isopropanol vermischt. Nach 10 mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte ein
weiterer Zentrifugationsschritt (10 min, 13000 rpm, 4 °C). Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet wurde mit nukleasefreiem Ethanol (80 %) gewaschen. Nach einem weiteren
Zentrifugationsschritt (5 min, 7600 rpm, 4°C) wurde der Uberstand abgenommen und das
RNA-Pellet wurde 10 min bei Raumtemperatur getrocknet. Das Pellet wurde in 30 pl
nukleasefreiem ddH,O aufgenommen und Uber Nacht bei 4°C gelagert (Standard Labor).

4.4.16 Isolierung von RNA aus Gewebe

Gewebeproben von Omentum majus Metastasen und Peritonealgewebe von jeweils acht
Patientinnen (mittleres Alter: 58,7 = 3,7 Jahre) mit metastasiertem Ovarialkarzinom wurde
freundlicherweise von Professor Dr. Alfons Meindl und Dr. Juliane Ramser der Frauenklinik
des Klinikums rechts der Isar zur Verfiigung gestellt. Die Gewebeproben wurden mit dem

RNeasy Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Angaben des Herstellers aufgearbeitet.

4.4.17 Reverse Transkription

Nach der Isolation der RNA aus Zellen oder aus Gewebe wurde die RNA fur 10 min bei 70°C
erhitzt, um die Sekundarstrukturen aufzulosen. Anschlielend wurde die RNA auf Eis
abgekuhlt, um eine Neubildung der Sekundérstrukturen zu verhindern. Die Konzentration der
Gesamt-RNA wurde am Photometer bestimmt. Die RNA wurde auf eine Konzentration von
500 ng/pl eingestellt. Nach einer erneuten photometrischen Bestimmung der RNA
Konzentration wurde die RNA auf die Endkonzentration von 100 ng/ul verdiinnt. Die Qualitat
der RNA wurde mittels Gelelektrophorese tberprift. Bei nicht degradierter RNA sind 2 bzw.
selten 3 Banden erkennbar gewesen, die den 28S, 18S und 5S RNA Banden entsprechen. Fir
die reverse Transkription wurden 1 pg RNA (c = 100 ng/ul) in 200ul PCR-Reaktionsgeféale
uberfuhrt. Nach Zugabe von 2 pl Random Hexameren (100 ng/ul; Fermentas, St. Leon Rot,
Deutschland) wurden die Ansédtze 10 min bei 70 °C in einer PCR-Maschine (Eppendorf
Mastercycler, Eppendorf, Hamburg, Deutschland) inkubiert. AnschlieBend wurden die
Reaktionsgeféle in ein Salz-Eiswasserbad gestellt. Zu allen Ansatzen wurden 4 pl 5 x RT-
Puffer, 1 pl 10 mM dNTPs, 1 pl reverse Transkriptase (Superskriptll, Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland), 1 pl RNAse Inhibitor (Fermentas, St. Leon Rot, Deutschland) und 1 pl
nukleasefreies H,O hinzugegeben. Die Ansétze wurden 1 h bei 42 °C inkubiert. Die cDNAS

-36 -



4 Material und Methoden

wurden bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. Fir die relative Quantifizierung von cDNAs
wurde davon ausgegangen, dass die reverse Transkription von 1 pg mRNA 1 pg cDNA ergibt
(Standard Labor).

4.4.18 Real Time-Polymerasekettenreaktion (TagMan"™-RT-PCR)

Fur die gqRT-PCR wurden jeweils 10 pl mRNA (1 pg mRNA entsprechend) in einem 20 pl
Reaktionsansatz revers transkribiert. Dabei wurde von der Annahme ausgegangen, dass bei
der reversen Transkription von 1 ug RNA 1 ug cDNA entsteht. Die verwendete cDNA hat
somit anndherungsweise eine Konzentration von 50 ng/ul. Zur quantitativen Bestimmung von
MRNA Expressionswerten wurde die Real Time-PCR (quantitative RT-PCR) verwendet. Sie
basiert auf dem Prinzip der herkémmlichen Polymerase-Kettenreaktion (PCR). Durch die
Polymerase-vermittelte Freisetzung von Fluoreszenzmolekiilen aus den TagMan-Proben kann
uber Fluoreszenz-Messungen die Menge an mRNA bzw. cDNA quantitativ nachgewiesen
werden. Um die Genexpression unterschiedlicher Proben vergleichen zu kénnen, wurde jede
Probe gegen die Expression des Housekeeping Gens 18S abgeglichen. Bei allen angegebenen
Werten handelt es sich somit um eine relative Genexpression, welche gegen die
Genexpression von 18S RNA dividiert wurde. Die Messung der einzelnen Proben wurde in
96-well Platten (Optical™ Plates, Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)
durchgefuhrt. Die Werte der zu bestimmenden Proben und die Werte der jeweiligen 18S RNA
wurden gegen eine Standardgerade abgeglichen. Fir den 18S Standard wurden 1 ng, 0,5 ng,
0,25 ng, 0,125 ng, 0,0625 ng und 0,03125 ng Gesamt-cDNA eingesetzt. Fir die
Standardkurve des zu bestimmenden Zielgens wurden 20 ng, 10 ng, 5 ng, 2 ng, 1 ng und 0,5
ng Gesamt-cDNA pro well eingesetzt. Fiir die Bestimmung der 18S Werte der einzelnen
Proben wurden Tripletts von je 1 ng cDNA pro well eingesetzt, wahrend fur die Bestimmung
der Expressionswerte des Zielgens 5 ng cDNA pro Well eingesetzt wurden. Zu den Ansétzen
wurden 12,5 pl PCR-Master Mix (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Deutschland), 1,25 pl
Primer/Probe Zusammensetzung (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) und 1,25 pl
nukleasefreies H,O zugegeben. Die Probenmessung wurde mit dem TagMan-Gerat 7900HT
ABI Prism (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) mit der Sequence Detection
Software SDS2.1 (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) durchgefuhrt. Zur
Auswertung wurde das Programm SDS2.1 (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland)

verwendet.
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Primer-Probe-Zusammensetzungen (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland):
18S ID: 4319413E (18S)

humane GAPDH ID: 4352934E (GAPDH)

humanes L1Exon27 ID: Hs01109766 gl (LLCAM)

humanes L1CAM ID: Hs00240928_m1 (LLCAM)

murines LICAM ID: Mm00493049 m1 (L1cam)

4.5 Proteinbiochemische Verfahren

4.5.1 Isolierung von Proteinen aus Zellen

Am Vortag der Proteinisolierung wurde eine definierte Zellzahl ausgesat: 2 x 10° Zellen/5m
(Suspensionszelllinien) oder 2 x 10° Zellen/10 cm (adharente Zelllinien). Die
Suspensionszellen und die adharenten Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen. Bei
Suspensionszellen wurde nach einem Zentrifugationsschritt (900 g, 5 min, 20°C) der
Uberstand verworfen und das Zellpellet in 400 ul 10 x Cell Lysis Buffer (Cell Signaling
Technology, NEB, Frankfurt am Main, Deutschland) aufgenommen. Das Zelllysat wurde 5
min bei Raumtemperatur inkubiert. Adhdrente Zellen wurden nach dem Waschen mit 400 pl 1
x Cell Lysis Buffer (Cell Signaling Technology, NEB, Frankfurt am Main, Deutschland)
uberschichtet, 5 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend mit einem Zellschaber
abgelost. Ab diesem Schritt wurden Suspensionszellen und adhérente Zellen gleich behandelt.
Die Ansétze wurden zur Verminderung der Viskositat durch Zerkleinerung der genomischen
DNA 5 min in ein Ultraschallbad gestellt. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt (6100
g; 10 min, 4°C). Die Proteinlosung wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und zur

Langzeitlagerung bei - 80°C weggefroren.

45.2 Proteinbestimmung mit BCA™ von Pierce

Die Proteinkonzentration von Losungen wurde mit dem Assay BCA™ von Pierce (Rockford,
USA) bestimmt. Die Proben wurden im Verhaltnis 1:100 mit ddH20 verdunnt. Fir die
Standardmessungen wurden BSA-Ldsungen mit einer Konzentration von 2, 1, 0,5, 0,25, 0,125
und 0,0625 mg/ml vorbereitet und in einer 96-well Flachbodenplatte (TPP, Trasadingen,
Schweiz) vorgelegt. Es wurden jeweils 10 pl der Proben bzw. des Standards vorgelegt. Zu
jedem Ansatz wurden 200 pl BCA™-Reagenz (1 Volumenteil BCA™-LGsung A + 49
Volumenteilen BCA™-L6sung B) zugegeben. Nach einer Inkubation der Ansétze fir 30 min
bei 37°C erfolgte die Bestimmung der Proteinkonzentration der LoOsungen mittels
Absorptionsmessungen bei einer Wellenldnge von 570 nm (Wallac Victor?, Perkin Elmar,
Weiterstadt, Deutschland). Mit der SigmaPlot Version 8.0 wurden mit Hilfe der bekannten
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BSA Konzentrationen Standardgeraden erstellt, wodurch die Proteinkonzentration der Proben
berechnet werden konnte (Standard Labor).

4.5.3 Western Blot Analyse

Fur den Nachweis der LLCAM Genexpression der hergestellten Zelllinien auf Proteinebene
wurden Western Analysen durchgefiihrt. Als erstes wurden ein Trenngel von 1,5 mm Dicke
und ein Sammelgel gegossen, welches fur mind. eine Stunde bei Raumtemperatur getrocknet
wurde. Zusammensetzung flr zwei Trenngele (8%): 17, 2 ml H,O, 6 ml Polyacrylamid (PAA,
29:1), 75 ml 1,5 M TRIS (pH8,6; + 0,4% SDS), 10% (w/v) APS und 12 ul TEMED.
AnschlieBend wurde das Sammelgel gegossen. Zusammensetzung fiir zwei Sammelgele: 6 ml
H,0, 1,25 PAA (29:1), 2,5 ml, 0,5 M TRIS (pH 6,8), 0,1 ml 10% (w/v) SDS, 0,1 ml 10%
(w/v) APS, 10 pl TEMED. Im néachsten Schritt wurden die Proben vorbereitet. Es wurden
jeweils 30 bis 40 pg Gesamt-Protein pro Spur aufgetragen. Das Volumen der Proben wurde
mit ddH,O angeglichen. Die Proben wurden im Verhaltnis 5:1 mit 4 pul 5 x Laemmli-
Auftragspuffer (1 M TRIS, 40% (v/v) Glycerin, 8% (w/v) SDS, 5% (v/v) B-Mercaptoethanol,
0,15 % (w/v) Bromphenolblau, pH 6,8) versetzt. Das aufgetragene Gesamtvolumen war dabeli
nicht groRer als 40 pl. Die Proben wurden 5 min bei 95°C denaturiert und anschliefend 2 min
auf Eis gekuhlt. Als Molekulargewichtsmarker wurden 10 pl Precision Plus Protein Standard
(BioRad, Minchen, Deutschland) in eine Tasche auf jedem Gel aufgetragen. Die Auftrennung
der Proteine erfolgte bei 60 mA fur 1,5 Stunden. Der Transfer der Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran (G&E Healthcare, Miinchen, Deutschland) erfolgte mit Hilfe einer
Semi-Dry Blotting Apparatur (BioRad, Miinchen, Deutschland). Bei einer konstanten
Stromstérke von 250 mA wurden in einem Zeitraum von zwei Stunden die Proteine aus dem
Gel auf die Membran transferiert. Die Nitrocellulose-Membran wurde anschlieRend fur 5 min
in 1 x TBS/T-Puffer (2,42 g/l TRIS, 8 g/l NaCl, 0,1 % Tween, pH 7,6) gewaschen. Danach
wurde das auf der Membran gebundene Protein durch Ponceau S Férbung (Sigma,
Taufkirchen, Deutschland) nachgewiesen. Anschlielend wurde die Membran in 1 x TBS/T-
Puffer gewaschen. Das Blocken erfolgte durch Schwenken der Membran in 5 % (w/v)
Magermilch (Applichem, Darmstadt, Deutschland) in 1 x TBS/T-Puffer flr ca. eine Stunde
bei Raumtemperatur. Danach wurde die Membran dreimal 10 min in 1 x TBS/T Puffer
gewaschen. Zum Nachweis der Proteine wurde die Membran (ber Nacht bei 4 °C mit dem
primdren Antikorper (mAb L1-11A, gegen die zytoplasmatische Domane von L1CAM
gerichtet) verdinnt in 1 x TBS/T inkubiert. Am né&chsten Morgen wurde die Membran
mindestens viermal 10 min mit 1 x TBS/T-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurden die
Membranen mit dem Sekundé&rantikdrper fir 1,5 h bei Raumtemperatur inkubiert und danach
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erneut viermal fur ca. 10 min mit 1 x TBS/T-Puffer gewaschen. Fir die Detektion wurden je 1
ml der Losungen 1 und 2 des Lumi-Light Kits der Firma Roche Diagnostics (Penzberg,
Deutschland) gemischt und auf die Membran gegeben. Nach Inkubation der Membran fur 3
min im Dunkeln wurde die emittierte Lumineszenz mit einer Kodak Imagestation 440 CF
(Kodak, Stuttgart, Deutschland) nachgewiesen. Die densitometrische Auswertung erfolgte
ebenfalls an der Kodak Imagestation. Hierflr wurde die LICAM Proteinmenge der einzelnen

Banden gegen die a-Tubulin Konzentration normalisiert.

4.6 Statistische Analysen
Fur die statistischne Analyse der Ergebnisse aus Metastasierungsexperimenten und
quantitativen RT-PCR Analysen wurde der Mann-Whitney Rank-Sum-Test angewendet. Ein

p-Werte < 0,05 wurde als statistisch signifikant erachtet.
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5.1 Identifikation der neuronalen (FL-L1) und nicht-neuronalen LICAM Variante
(SV-L1) in humanen Gewebeproben von Metastasen ovariellen Ursprungs

5.1.1 Induktion der LLCAM Expression in Omentum majus Metastasen von
Ovarialkarzinompatientinnen im Vergleich zum Kontrollgewebe

Um zu untersuchen, inwiefern die Expression des L1 Zelladh&sionsmolekdls in Metastasen
ovariellen Ursprungs im Vergleich zum gesunden Kontrollgewebe (Peritonealgewebe) erhoht
ist, wurde quantitative RT-PCR verwendet. Die Gesamt-L1CAM Expression in humanen
Gewebeproben von Omentum majus Metastasen ovariellen Ursprungs wurde gemessen und
mit der Gesamt-L1CAM Expression des Kontrollgewebes verglichen. Als Kontrollgewebe
wurde Peritonealgewebe verwendet. Das Peritonealeptithel entsteht - wie auch das
einschichtige Oberflacheneptithel des Ovars - vom Zélomepithel. Aufgrund des identischen
Ursprungs der beiden Gewebetypen eignet sich das Peritonealepithelgewebe als
Kontrollgewebe fur das Oberflachenepithel des Ovars (Schmalfeldt, 2007).
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Abbildung 8: Induktion der L1CAM Expression in Metastasen ovariellen Ursprungs im
Vergleich zum Kontrollgewebe. Die Gesamt-L1CAM Expression wurde mittels quantitativer RT-
PCR bestimmt. Aus humanen Gewebeproben von Omentum majus Metastasen des Ovarialkarzinoms
(M; n = 8) und des entsprechenden Kontrollgewebes (K; n = 8) wurde die Gesamt-RNA isoliert und
revers transkribiert. Dargestellt sind Mittelwerte mit Standardfehler der LLCAM mRNA Expression
normalisiert gegen 18S RNA (Kontrollgewebe: 100,0 £ 29,9 %; Netzmetastasen: 208,7 + 68,3 %).

Zur Bestimmung des LLCAM Expressionsspiegels wurde die gesamte RNA aus jeweils acht
humanen Gewebeproben der Omentum majus Metastasen und des Peritonealepithels isoliert
und revers transkribiert. Anschliefend wurden die LICAM-Expressionsspiegel der jeweiligen

Gewebeproben mittels RT-PCR bestimmt. In den Omentum majus Metastasen der
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Ovarialkarzinompatientinnen wurde im Vergleich zum Kontrollgewebe eine zweifache

Erhohung des LLCAM Expressionsspiegel nachgewiesen (Abb. 8).

5.1.2 Uberwiegender Anteil der LLCAM-SpleiRvariante an der Gesamt-L1CAM-
Expression in Omentum majus Metastasen des Ovarialkarzinoms

Das Zelladhasionsmolekill LLCAM besteht aus 28 Exons und wird gewebespezifisch als FL-
L1CAM Variante oder als SV-L1CAM Variante exprimiert. Bisher ist noch nicht bekannt
welche der beiden Varianten Uberwiegend in Omentum majus Metastasen von
Ovarialkarzinompatientinnen exprimiert wird. Von den meisten Tumorzelllinien und in
Gewebe auRerhalb des Zentralen Nervensystems wird Uberwiegend die alternativ gespleifite
Variante von L1ICAM exprimiert (Shtutmann et al., 2006). Um das Expressionsverhaltnis der
beiden L1CAM  Varianten in  den  Omentum majus  Metastasen  der
Ovarialkarzinompatientinnen zu analysieren, wurde die Gesamt-RNA aus Gewebeproben von
Omentum majus Metastasen ovariellen Ursprungs isoliert und revers transkribiert.
AnschlieBend wurden die jeweiligen Expressionsspiegel mittels quantitativer RT-PCR
ermittelt. Zur Unterscheidung der beiden L1CAM Varianten wurden spezifische TagMan
Assays verwendet. Um die Expression von FL-L1CAM zu bestimmen, welche das Exon 27
enthalt, wurde ein TagMan Assay verwendet, der spezifisch an diese Region bindet bzw.
dieses Exon uberspannt. Da das SpleifRen der Exons 2 und 27 gekoppelt ist (Jouet et al., 1995;
De Angelis et al., 2001; Shtutman et al., 2006), wird durch diesen Assay FL-L1CAM, nicht
jedoch die LICAM Spleilvariante (SV-L1CAM) erkannt. Zur Bestimmung des Gesamt-
L1CAM Expressionslevels wurde eine TagMan Sonde verwendet, die das Exon 4 und 5 des
L1 Zelladhésionsmolekiils Gberspannt und folglich beide LLCAM Varianten detektiert (Abb.
9, A). Durch Subtraktion des FL-L1CAM Expressionsspiegels von der Gesamt-L1CAM
Expression wurde der Expressionsspiegel der L1CAM-Spleillvariante errechnet. In den
Omentum majus Metastasen der Ovarialkarzinompatientinnen wurden beide Varianten von
L1CAM nachgewiesen, wobei SV-L1CAM den (berwiegenden Anteil an der L1CAM
Expression in den Omentum majus Metastasen ausmachte. Zu einem Anteil von 90,5% wurde
SV-L1CAM exprimiert, wahrend FL-L1CAM einen Anteil von 9,5% an der Gesamt-L1CAM
Expression ausmachte (Abb. 9, B).
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Abbildung 9: Expression von FL-L1CAM und SV-L1CAM in Omentum majus Metastasen des
Ovarialkarzinoms. A, Bestimmung der LICAM Expression mittels quantitativer RT-PCR unter
Verwendung einer spezifischen Primer/Probe Zusammensetzung, die beide LLCAM Varianten erkennt
(Sonde™***) und einer spezifischen Primer/Probe Zusammensetzung, welche das Exon 27 iiberspannt,
und folglich nur FL-L1CAM detektiert (Sonde™ ™). B, in den Ovarialkarzinommetastasen wurden die
Varianten FL-L1CAM (FL-L1) und SV-L1CAM (SV-L1) in einem Verhéltnis von 2:19 exprimiert.
Mittelwerte mit Standardfehler der Expression der Gesamt-LICAM mRNA, der FL-LICAM mRNA
sowie der SV-L1CAM mRNA in den Omentum majus Metastasen der Ovarialkarzinompatientinnen (n
= 8) normalisiert gegen 18S RNA (L1-ges: 100,0 £ 32,7%; FL-L1: 9,5. £ 5,8%; SV-L1: 90,5 *
32,3%).

5.2 Signifikante Reduktion des in vitro und in vivo Invasionspotentials der humanen
Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip durch einen simultanen knock down der
L1CAM Isoformen

5.2.1 Simultaner knock down von SV-L1CAM und FL-L1CAM in der humanen
Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip

Da der Expressionsspiegel des Zelladhdasionsmolekils L1 in  Metastasen des
Ovarialkarzinoms im Vergleich zum gesunden Kontrollgewebe deutlich erhoht war, sollte als
néchstes die Bedeutung von LICAM bei der Invasion von Ovarialkarzinomzellen untersucht
werden.  Zunachst wurde das L1CAM  Expressionsmuster in der humanen
Ovarialkarzinomzelllinie analysiert. Eine Analyse der Gesamt-L1CAM mRNA der humanen
Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip ergab eine Uberwiegende Expression von SV-L1CAM im
Vergleich zu der FL-L1CAM Expression (unverdffentlichte Daten Stephanie Hauser). Um
den Einfluss von LICAM auf das invasive Potential der humanen Ovarialkarzinomzelllinie
SKOV3ip zu untersuchen, wurde mittels RNA Interferenz die endogene Expression des
L1CAM Genprodukts supprimiert. Mit der Methode des retroviralen Gentransfers wurde eine
zu der Sequenz der LICAM mRNA komplementare shRNA in die lacZ-markierten SKOV3ip
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Zellen eingebracht (shL1). Die verwendete shRNA war gegen das Exon 22 des L1
Zelladh&sionsmolekiils gerichtet (Zielsequenz: AACTTCGGACACACAACCTGA). Als
Kontrolle wurde eine scrambled-shRNA in SKOV3ip Zellen eingebracht (Zielsequenz:
AGCAATGTCCACACTATACQ).

>

[EEN
N
o

[EnY
o
o

[e]
o

L1CAM mRNA / 18S RNA
[in % der Kontrolle]
(2]
o

40 1
20 1
o T
shscr shL1
120
o]
2 @ 1001
shscr  shL1 8o
c e 807
LICAM 250 — (e 22
oL 60
n o
_— =32 407
aTub 50 — i— Si
== 201

shscr shL1

Abbildung 10: Simultaner knock down von Gesamt-L1CAM in der humanen
Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip. A-C, Reduktion der endogenen L1CAM Expression auf mRNA
Ebene um 95% und auf Proteinebene um 88% (shL1) im Vergleich zur Kontrolle (shscr). Der knock
down von L1CAM wurde mittels quantitativer RT-PCR analysiert. Zuvor wurde die Gesamt-RNA der
jeweiligen Zelllinien (SKOV3ip-shscr und SKOV3ip-shL1) isoliert und revers transkribiert.
Dargestellt sind die Mittelwerte der LLCAM Expression mit Standardfehler normalisiert gegen die
18S RNA Expression (shscr: 100,0 + 8,0 %; shL1: 4,8 + 0,3 %). B und C, Reduktion der LICAM
Expression auf Proteinebene. Gesamt-Protein aus den Zelllinien SKOV3ip-shscr und SKOV3ip-shL1
wurde isoliert. B, die LLCAM Protein Expression wurde im Western Blot detektiert. C, Mittelwerte
der Proteinwerte mit Standardfehler (shscr: 100,0 = 4,4 %; shL1: 11,6 + 1,8 %).
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Die Reduktion der LLCAM Expression der retroviral transduzierten Zelllinien (SKOV3ip-
shscr und SKOV3ip-shL1) wurde mittels RT-PCR auf mRNA Ebene und mittels Western
Blot auf Proteinebene quantitativ analysiert. Durch den retroviralen Gentransfer der gegen
L1CAM gerichteten shRNA in die humane Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip konnte die
endogene L1CAM Expression auf mRNA Ebene im Vergleich zur Kontrollzelllinie um 95%
signifikant reduziert werden (Abb. 10, A). Auf Proteinebene wurde ein simultaner knock
down der LICAM Varianten von 88% erzielt (Abb. 10, C).

5.2.2 Signifikante Reduktion der in vitro Invasion durch den knock down von LICAM

Um die Auswirkung der endogenen L1CAM Expression auf die invasiven Eigenschaften der
humanen Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip in vitro zu bestimmen, wurde ein Matrigel™
Invasionsassay verwendet. Die Membraneinsatze der Boyden Chambers wurden mit Matrigel
beschichtet. In das obere Kompartiment wurden 1 x 10°> SKOV3ip-shL1 oder SKOV3ip-shscr
Zellen in serumfreiem Zellkulturmedium ausgesat. Dem Medium im unteren Kompartiment
wurde 10% Serum als Chemoattraktant zugegeben. Um die Invasionseigenschaften der
Zelllinien zu vergleichen, wurde jeweils die Anzahl der Zellen, welche an der Unterseite der
Membran hafteten und folglich durch die mit Matrigel beschichtete Membran hindurch

invadiert sind, bestimmt.
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Abbildung 11: Reduktion des in vitro Invasionspotentials der humanen Ovarialkarzinomzelllinie
SKOV3ip durch den simultanen knock down von L1CAM. Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardfehler der Anzahl der invadierten Zellen an der Unterseite der mit Matrigel beschichteten
Membran (shscr: 100,0 £ 10,1 %; shL1: 26,2 + 5,9 %). Die Anzahl der invadierten Zellen war durch
den simultanen knock down der L1CAM Varianten (shL1) im Vergleich zur Kontrolle (shscr)
signifikant reduziert.
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Die an der Unterseite der Membran haftenden Zellen wurden fixiert, angefarbt und unter dem
Lichtmikroskop ausgezéhlt. Der knock down von L1CAM in der humanen
Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip flhrte zu einer Reduktion der Anzahl invadierter Zellen
um 74% im Vergleich zur Kontrollzelllinie SKOV3ip-shscr (Abb. 11; p < 0,05).

5.2.3 Reduktion der experimentellen Lungenmetastasierung in vivo durch den
simultanen knock down der LLCAM Varianten

Um den Einfluss von L1CAM auf das metastatische Potential von Ovarialkarzinomzellen in
vivo zu untersuchen, wurde ein experimentelles Xenograft-Maus-Modell etabliert. Die
Kontrollzelllinie SKOV3ip-shscr und die Zelllinie SKOV3ip-shL1 mit supprimierter
endogener L1CAM Expression wurden hinsichtlich ihres metastatischen Potentials

verglichen.
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Abbildung 12: Reduktion der Anzahl metastatischer Kolonien durch die Suppression der
endogenen L1CAM Expression in der humanen Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip. A und B,
am 26. Tag nach der Tumorzellinokulation wurde der linken Lungenfligel mit der X-Gal
Farbemethode gefarbt, wodurch sich die lacZ-markierten Tumorzellen auf der Lungenoberflache
anfarbten. A, Fotos von reprasentativen Lungen der beiden Versuchsgruppen (SKOV3ip-shscr (links)
und SKOV3ip shL1l (rechts)). B, die Anzahl der X-Gal gefarbten Metastasen auf der
Lungenoberfldche war durch den knock down von L1CAM (shL1) im Vergleich zur Kontrolle (shscr)
signifikant um 62% reduziert. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler prozentual zur
Kontrolle (shscr: 100,0% + 26,3%; shL1: 38,4% + 7,3%).
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An Tag 26 nach der Inokulation von 5 x 10° Tumorzellen in die Vena caudalis von
immunsupprimierten CD1nu/nu Mé&usen wurde die Metastasenzahl der beiden Gruppen
bestimmt. Durch die Inkubation des linken Lungenfliigels in X-Gal-Lésung wurden die mit
dem Reportergen lacZ markierten Ovarialkarzinomzellen angefarbt und erschienen blau auf
der Lungenoberflache (Abb. 12, A). Der knock down von L1CAM in der SKOV3ip Zelllinie
flihrte zu einer signifikanten Reduktion der Anzahl an Lungenmetastasen um 62% (p < 0,05,
ni = 6, n; = 10, ngs = 16, Abb. 12, B). Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse eine
Reduktion des invasiven Potentials der humanen Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip sowohl

in vitro als auch in vivo, bedingt durch die Suppression der endogenen L1CAM Expression.

5.2.4 Kein signifikanter Einfluss der Reduktion der endogenen L1CAM Expression
auf die in vitro Proliferation der humanen Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip

Um den Einfluss der endogenen exprimierten LLCAM Isoformen (FL-L1 und SV-L1) auf das
Proliferationspotential der SKOV3ip Zelllinie in vitro zu untersuchen, wurde ein Trypanblau
Proliferationsassay durchgefiihrt. Hierfur wurden 1 x 10* Zellen/well in Tripletts in 6-well

Flachbodenplatten ausgesat.
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Abbildung 13: Kein signifikanter Einfluss des simultanen L1ICAM knock down auf das in vitro
Proliferationspotential der Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip. Durch den knock down der beiden
Isoformen FL-L1 und SV-L1 war die Proliferation der SKOV3ip-shL1 Zelllinie im Vergleich zu der
Kontrollzelllinie SKOV3ip-shscr nicht signifikant veréndert. Dargestellt sind die Mittelwerte mit
Standardfehler der Anzahl vitaler Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten (shscr: Oh: 1,0 £ 0,0, 24h:
1,7 +0,0, 48h: 3,5 +0,4, 72h: 5,5+ 0,7, 96h: 6,8 £ 0,4; shL1: Oh: 1,0 + 0,0, 24h: 1,5 + 0,2, 48h: 2,5 +
0,4,72h: 4,6 £0,7,96h: 7,2 + 1,5).
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Die Anzahl vitaler Zellen wurden in einem Zeitraum von 96 Stunden alle 24 Stunden
bestimmt. Die Zellzahl der SKOV3ip Zelllinie mit supprimierter LLCAM Expression (shL1)
und die Zellzahl der Kontrollzelllinie (shscr) wurden zu den jeweiligen Zeitpunkten
miteinander verglichen. Die Ergebnisse zeigen, dass der simultane knock down der LICAM
Varianten keinen signifikanten Einfluss auf die in vitro Proliferation von SKOV3ip Zellen hat
(Abb. 13).

5.3 Einfluss der LICAM SpleiBvariante und der L1A27 Variante auf das
metastatische Potential der humanen Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip

5.3.1 Uberexpression der LICAM SpleiRvariante und der L1A27 Variante in der
humanen Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip

Durch die Suppression der endogenen L1CAM Expression in der humanen
Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip konnte der Beitrag der Gesamt-L1CAM Expression zur
Metastasierung untersucht werden. Ziel war es den Beitrag der LICAM Spleil3variante,
welche Uberwiegend in den Omentum majus Metastasen der Ovarialkarzinompatientinnen
exprimiert wurde, und der L1A27 Variante auf die Metastasierung im Ovarialkarzinom zu

untersuchen.

600 1

500 1 ]

400 1

300 1

200 1

100 { -
0

empty L1d27 SV-L1

L1CAM mRNA / 18S RNA
[in % der Kontrolle]

Abbildung 14: Uberexpression von L1A27 und SV-L1 in der humanen Ovarialkarzinomzelllinie
SKOV3ip mittels retroviralem Gentransfers. Die Gesamt-RNA der SKOV3ip Zelllinien wurde
isoliert und revers transkribiert. Die LICAM Expression in der Zelllinie SKOV3ip wurde mittels RT-
PCR auf mRNA Ebene quantitativ analysiert. Im Vergleich zur mit Leervektor transduzierten
Kontrollzelllinie war die L1CAM Expression in der L1A27 bzw. in der SV-LI1CAM
Uberexprimierenden Zelllinie 4,1-fach erhoht. Dargestellt sind die Mittelwerte der LLCAM mRNA
Expression mit Standardfehler normalisiert gegen 18S RNA (empty: 100,0 * 14,3 %; L1A27: 410,5 %
57,6 %; 410,4 + 87,2 %).
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Hierfir wurden lacZ markierte SKOV3ip Zellen retroviral mit einem fur die L1CAM
Spleilvariante (SV-L1CAM) oder einem fiir L1A27 kodierenden Vektor transduziert. Die
Kontrollzelllinie wurde mit einem Leervektor transduziert (empty). Die Gesamt-L1CAM
Expression der beiden Zelllinien wurde mittels quantitativer RT-PCR auf mRNA Ebene
bestimmt. Mit der Methode des retroviralen Gentransfers wurde eine 4,1 fache Erhéhung der
SV-LICAM Variante bzw. der L1A27 Variante im Vergleich zu der mit Leervektor

transduzierten Kontrollzelllinie erzielt (Abb. 14).

5.3.2 Keine signifikant erhéhte Anzahl der Lungenmetastasen durch die
Uberexpression der Varianten SV-L1CAM und L1A27 in den Tumorzellen

Durch den knock down von L1CAM wurde die Expression von SV-L1CAM sowie von FL-
L1CAM unter Verwendung der shRNA Technologie supprimiert. Folglich wurde mit dieser
Methode der Beitrag der Gesamt-L1CAM Expression bei der Metastasierung bestimmt.
Mittels der shRNA-Technologie war es nicht moglich einen spezifischen knock down einer
der beiden Varianten zu erzielen, da mittels Blast Search weder komplementar zu den Exon
Ubergangen 1/3 oder 26/28 fiir den spezifischen knock down der LICAM SpleiRvariante noch
zu den Exons 2 oder 27 fur den spezifischen knock down der FL-L1CAM Variante
komplementéare shRNA Sequenzen gefunden werden konnten. Da in den Gewebeproben von
Omentum majus Metastasen der Ovarialkarzinompatientinnen Uberwiegend die alternativ
gespleilBte Isoform von L1CAM exprimiert wurde, sollte zuné&chst der Effekt der LICAM
Spleilvariante auf die spaten Phasen der hamatogenen Metastasierung untersucht werden. Um
die Bedeutung des Exons 2 auf die Metastasierung zu evaluieren, wurde ebenfalls die L1A27
Variante (L1d27), welche im Gegensatz zur LICAM Spleilvariante das Exon 2 beinhaltet,
uberexprimiert. Unter Verwendung der Methode des retroviralen Gentransfers wurde jeweils
SV-L1CAM oder L1A27 in der Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip tberexprimiert. Als
Kontrolle wurde eine mit Leervektor transduzierte Zelllinie (empty) mitgefiihrt. Durch die
Injektion von 5 x 10° Zellen der Zelllinien SKOV3ip-empty, SKOV3ip-SV-L1CAM und
SKOV3ip-L1A27 in die Vena caudalis weiblicher CD1nu/nu Mé&use wurde die experimentelle
Lungenmetastasierung dieses Modells induziert. Die drei Zelllinien mit modulierter LICAM
MRNA Expression wurden an Tag 26 nach der Tumorzellinjektion hinsichtlich ihres
metastatischen Potentials in die Lunge verglichen. Weder die Uberexpression der LICAM
SpleiRvariante noch die Uberexpression der L1A27 Variante filhrte im Vergleich zu der
mitgeflihrten  Kontrollzelllinie zu einer signifikanten Anderung der Anzahl an
Lungenmetastasen. Durch die Uberexpression von SV-L1CAM ergab sich im Vergleich zur
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L1A27 Variante ebenfalls keine signifikante Anderung der Anzahl der Lungenmetastasen
(Abb. 15;p=0,628,p=1,p=0,628,n1=7,Nn, =6, N3= 7, Nges = 20).
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Abbildung 15: Die Uberexpression von SV-L1CAM zeigte keinen signifikanten Einfluss auf das
Metastasierungspotential der humanen Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip. A, Darstellung
reprasentativer X-Gal geférbter Lungen der jeweiligen Versuchsgruppen: Kkein signifikanter
Unterschied der Metastasenzahl L1A27 (L1d27) und SV-L1 Gruppe im Vergleich zur Kontrolle. B,
dargestellt sind die Mittelwerte der Anzahl der Metastasen mit Standardfehler der jeweiligen
Versuchsgruppen prozentual zur Kontrolle (empty: 100,0 £ 21,4 %; L1A27: 107,6 + 13,1 %; SV-L1:
1159 + 16,9 %). Die Anzahl der X-Gal gefdrbten Metastasen auf der Lungenoberflache wurde
verglichen mit der Kontrolle, weder durch die Uberexpression der LLCAM SpleiRvariante noch durch
die Uberexpression von L1A27 signifikant verandert.
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5.4 Einfluss von neuronalem und nicht-neuronalem L1CAM auf das
Metastasierungspotential der humanen Fibrosarkomzelllinie HT1080

5.4.1 Endogener LICAM Expressionsspiegel der humanen Ovarialkarzinomzelllinie
SKOV3ip und der humanen Fibrosarkomzelllinie HT1080 im Vergleich

Im experimentellen SKOV3 Xenograft-Metastasierungsmodell (siehe 4.2.1) konnte gezeigt
werden, dass die Uberexpression der genannten Varianten keinen signifikanten Einfluss auf
das metastatische Potential der Tumorzelllinie SKOV3ip in die Lunge hat. Der simultane
knock down aller LLCAM Varianten flihrte hingegen zu einer signifikanten Reduktion der
experimentellen Metastasierung. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die Hypothese
entwickelt, dass der prometastatische Effekt von LLCAM nicht auf die alternativ gespleil3te
Variante von L1CAM (SV-L1), sondern vielmehr auf die neuronale Variante (FL-L1)
zurlckzufuhren ist.  Diese Hypothese sollte in einem weiteren  Xenograft-
Metastasierungsmodell der Maus geprift werden. Bei der Auswahl der Zelllinie wurde darauf
geachtet eine Zelllinie mit einer niedrigen endogenen L1CAM Expression auszuwahlen.
Durch eine TagMan Analyse konnte gezeigt werden, dass die humane Fibrosarkomzelllinie
HT1080 im Vergleich zur humanen Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip endogen nur sehr
geringe L1CAM Expressionslevel aufweist. Die endogenen L1CAM Expressionslevel der
HT1080 Zellen betragen nur 0,1 % der endogenen LICAM Expressionslevel der SKOV3
Zellen (Abb. 16).
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Abbildung 16: Hoher endogener Gesamt-L1CAM mRNA Expressionsspiegel der humanen
Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip im Vergleich zur humanen Fibrosarkomzelllinie HT1080.
Die Gesamt-RNA der humanen Zelllinie SKOV3ip-lacZ (S) und der humanen Fibrosarkomzelllinie
HT1080-lacZ wurde isoliert und revers transkribiert. Die Gesamt-L1CAM Expressionslevel wurden
mittels TagMan Analyse bestimmt und gegen die Expression von 18S RNA normalisiert. Dargestellt
sind die Mittelwerte mit Standardfehler im Vergleich (S: 59,6 £ 0,3; H: 0,06 £ 0,05). Die LICAM
MRNA Expression der HT1080 Zelllinie betrédgt nur 1 % der LLCAM Expression der SKOV3ip
Zelllinie.
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5.4.2 Uberexpression von der neuronalen LICAM Variante und der LLCAM
SpleiBvariante in der humanen Fibrosarkomzelllinie HT1080

FL-L1 und SV-L1 wurden unter Verwendung der Methode des retroviralen Gentransfers in
den HT1080-K15-lacZ Zellen auf mMRNA Ebene und auf Proteinebene tberexprimiert. Die
Kontrollzelllinie wurde mit Leervektor transduziert (empty). Die LLCAM mRNA Expression

der jeweiligen Zelllinien wurde mittels quantitativer RT-PCR analysiert.
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Abbildung 17: Uberexpression von FL-LICAM und SV-LICAM in der humanen
Fibrosarkomzelllinie HT1080 auf mRNA und Proteinebene. A, Gesamt-RNA aus den jeweiligen
Zelllinien wurde isoliert und revers transkribiert. Die LICAM Expression wurde mittels quantitativer
RT-PCR analysiert. Zu sehen ist eine 294-fache Induktion der humanem FL-L1 Genexpression bzw.
eine 168-fache Induktion der SV-L1 Genexpression auf mRNA Ebene. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standardfehler normalisiert gegen 18S RNA (empty: 0,1 + 0,1, FL-L1: 29.4 £ 1.3,
SV-L1: 16,8 + 1,5). B und C, auf Proteinebene wurde die Expression von humanem FL-L1 bzw. SV-
L1CAM im Western Blot bestétigt und densitometrisch analysiert. C, dargestellt sind die Mittelwerte
der LICAM Proteinmenge mit Standardfehler (empty: 0 £ 0, FL-L1: 1,0 + 0,6; SV-L1: 2,1 £ 0,7)
abgeglichen durch die a-Tubulin Proteinmenge.
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Durch die retrovirale Transduktion der HT1080-K15-lacZ Zellen mit einem fir SV-L1
kodierendem Retrovirus, wurde eine 294-fache Induktion der Gesamt-LILCAM mRNA
Expression im Vergleich zur Kontrolle (empty) erzielt (Abb. 17, A). Durch die retrovirale
Transduktion der Zellen mit einem fiir FL-L1 kodierendem Retrovirus wurde die Gesamt-
L1CAM Expression im Vergleich zur Kontrolle (empty) 168-fach erhoht (Abb. 17, A). Die
Uberexpression der jeweiligen LLCAM Isoformen wurde dartiber hinaus auf Proteinebene im
Western Blot bestétigt (Abb. 17, B und C).

5.4.3 Einfluss der LICAM Isoformen auf das metastatische Potential der humanen
Fibrosarkomzelllinie HT1080 bei der Metastasierung der Lunge

Ziel war es den Einfluss von SV-L1CAM und FL-L1CAM auf das metastatische Potential der
humanen Fibrosarkomzelllinie HT1080 zu untersuchen. Um den Einfluss der jeweiligen
L1CAM Isoformen auf die Lungenmetastasierung zu analysieren wurde das HT1080 Modell,
ein experimentelles Xenograft-Modell der Maus, verwendet. HT1080 Zellen bilden nach
intravendser Injektion Metastasen in der Lunge und Mikrometastasen in der Leber aus. Die
Zelllinien HT1080 FL-L1 und HT1080 SV-L1 wurden hinsichtlich ihres metastatischen
Potentials in die Lunge untereinander und mit der Kontrollzelllinie verglichen. Nach der
Injektion von jeweils 1 x 10° HT1080 Zellen in die Vena caudalis von weiblichen CD1nu/nu
Mausen kam es zur Ausbildung von Metastasen in der Lunge und zur Ausbildung von
Mikrometastasen in der Leber. Durch die Uberexpression von FL-L1CAM in der humanen
Fibrosarkomzelllinie HT1080 war die Anzahl der Lungenmetastasen im Vergleich zur
Kontrollgruppe (empty) deutlich (5,9-fach), jedoch nicht signifikant erhéht (Abb. 18, A und
B). Die Uberexpression der SV-L1 Isoform fiihrte weder im Vergleich zur Kontrolle noch im
Vergleich zur FL-L1 Gruppe zu einer signifikanten Anderung der Metastasenzahl (Abb. 18, A
und B; p = 0,067, p = 0,180, p = 0,610; n; = 6, N = 4, n3= 6, Nges = 16). Als weiterer
Parameter zur Evaluierung des metastatischen Potentials wurde die humane GAPDH mRNA
Expression der Gesamt-RNA des rechten Lungenfliigels bestimmt. Da die humane GAPDH
Variante ausschlieflich von den humanen Tumorzellen exprimiert wird, nicht jedoch vom
murinen Wirtsgewebe, wurde die gegen 18S normalisierte humane GAPDH Konzentration als
MaR fur die Tumorzelllast bzw. Metastasenlast der Lungen herangezogen. Die relative
humane GAPDH mRNA Expression wurde in allen Lungen der Versuchsgruppen bestimmt
(n1 = 6, n, = 4, n3 = 6). Durch die Uberexpression von FL-L1 in den Tumorzellen war die
relative Tumorzelllast im Vergleich zur Kontrolle deutlich (4,6-fach), jedoch nicht signifikant
erhoht (Abb. 18, C; p > 0,05). Die Uberexpression von SV-L1 fiihrte zu einer 2-fachen, nicht
signifikanten Erhdhung der relativen Tumorzelllast (Abb. 18, C; p > 0.05).
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Abbildung 18: Nicht signifikante Induktion der Lungenmetastasierung von HT1080 Zellen
durch die Uberexpression von FL-L1CAM und SV-L1CAM. A, abgebildet sind reprasentative
Lungen der Versuchsgruppen empty, FL-L1 und SV-L1. Die Anzahl der X-Gal geférbten
Makrometastasen auf der Lungenoberflache war durch die Uberexpression der LICAM lIsoformen
(FL-L1 und SV-L1) deutlich, jedoch nicht signifikant erhoht. B, dargestellt sind die Mittelwerte der
Anzahl der Metastasen der Versuchsgruppen mit Standardfehler (empty: 100,0 + 43,3 %, FL-L1:
590,4 £ 324,1 %, SV-L1: 434,0 + 202,8 %). C, die Gesamt-RNA des rechten Lungenflugels aller
Versuchstiere wurde isoliert und revers transkribiert (n; = 6, n, = 4, n3 = 6, Ngs = 16). Die humane
GAPDH mRNA und 18S RNA Expression wurden mittels quantitativer RT-PCR bestimmt.
Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler der humanen GAPDH mRNA Konzentration im

Verhaltnis zur 18S RNA Konzentration (empty: 100,0 + 48,4 %, FL-L1: 459,1 + 171,2 %, SV-L1:
197,1 + 93 %).
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5.4.4 Einfluss der LICAM Isoformen auf das metastatische Potential der humanen
Fibrosarkomzelllinie HT1080 bei der Metastasierung der Leber

Um den Einfluss der LICAM Varianten auf die hdmatogene Metastasierung in die Leber zu
untersuchen, wurde der Lobus sinister und Lobus dexter medialis hepatis entnommen,
gewaschen und nach Fixierung in X-Gal-Losung inkubiert. Die Lebern zeigten eine stark
gestreute Mikrometastasierung. Die Mikrometastasen waren aufgrund ihrer geringen GroRe
nicht quantifizierbar. Um die relative Gesamt-Metastasenlast zu evaluieren, wurde die relative
humane GAPDH Expression (humane GAPDH mRNA dividiert durch die humane 18S RNA)
in allen Lebern der Versuchsgruppen bestimmt (n1 = 6, n, = 4, n3 = 6, Ngs = 16). Die
Mittelwerte der drei Versuchsgruppen wurden errechnet und miteinander verglichen (Abb.
19). Die Uberexpression von FL-L1 in den HT1080 Zellen fiihrte zu einer signifikanten 30,7-
fachen Induktion der relativen humanen GAPDH Konzentration im Vergleich zur Kontrolle
(empty) und zu einer 25,3-fachen Induktion im Vergleich zur SV-L1 Gruppe (Abb. 19; p <
0,05, p < 0,05). Die Uberexpression der LICAM SpleiRvariante (SV-L1) filhrte hingegen zu
keiner signifikanten Anderung der relativen Tumorzelllast in der Leber (Abb. 19; p > 0,05).
Die Ergebnisse zeigen dass die Uberexpression der FL-L1 Variante, jedoch nicht der SV-L1

Variante die Lebermetastasierung dieses Modells induziert.
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Abbildung 19: Signifikanter Anstieg der Mikrometastasierung in der Leber durch die
Expression von FL-L1CAM in HT1080 Zellen. Gesamt-RNA aus Leberproben aller Versuchstiere
wurde isoliert und revers transkribiert. Mittels quantitativer RT-PCR wurde die humane GAPDH
MRNA und 18S RNA Konzentration bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler der
humanen GAPDH mRNA normalisiert gegen die 18S RNA (empty: 100,0 + 56,9 %, FL-L1: 3078, 2 +
999,4 %, SV-L1:121,5 +109,2 %; n; = 6, np = 4, N3 = 6; Nges = 16; p = 0,01, p = 0,019).
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5.5 Einfluss von neuronalem und nicht-neuronalem L1CAM auf das metastatische
Potential der murinen T-Zell-Lymphomzelllinie L-C1.5s

5.5.1 Uberexpression der neuronalen LICAM Variante und der LLCAM
SpleiBvariante in der murinen T-Zell-Lymphomzelllinie L-CI.5s

In der humanen Fibrosarkomzelllinie HT1080 fiihrte die Expression von FL-L1, nicht jedoch
die Expression von SV-L1CAM zu einer Induktion der Lebermetastasierung. Um zu zeigen,
dass es sich hierbei nicht um einen Zelllinien-spezifischen Effekt handelt, sollte der Einfluss
der LICAM Varianten auf das metastatische Potential von Tumorzellen zusétzlich in dem L-
Cl.5s Metastasierungsmodell (siehe 4.2.3) untersucht werden. Dieses Modell eignet sich
besonders gut fiir die Untersuchung der Lebermetastasierung. Hierfur wurden die LICAM
Varianten (FL-L1 und SV-L1) in der murinen T-Zell-Lymphomzelllinie L-CIl.5s
uberexprimiert. Mit Hilfe der Methode des viralen Gentransfers wurde humanes FL-L1 und
humanes SV-L1 in der murinen lacZ- markierten T-Zell-Lymphomzelllinie Gberexprimiert
(L-C1.5s-FL-L1, L-C1.5s-SV-L1). Als Kontrolle wurden unbehandelte L-C1.5s Zellen und mit
Leervektor transduzierte L-ClL5s Zellen (empty) mitgefuhrt. Um mdglichst homogene
Zelllinien zu erhalten wurden Zellklone mit der Methode der limiting dilution (siehe 4.3.9)
hochgezogen. Je Zelllinie wurden 4-5 Zellklone mit dahnlicher LLCAM mRNA Expression in
gleichem Verhdltnis zu einer Zelllinie zusammengefihrt. Die humanen L1CAM
Expressionslevel der retroviral transduzierten Zelllinien (L-Cl.5s-empty, L-Cl.5s-FL-L1, L-
Cl1.5s-SV-L1) wurden auf mRNA Ebene mittels quantitativer RT-PCR und auf Proteinebene
mittels Western Blot untersucht (Abb. 20). Um einen Einfluss der humanen L1CAM
Isoformen auf die endogene murine L1cam Expression auszuschlieBen, wurde die murine
Llcam Expression der Zelllinien mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. Weder die
Expression von FL-L1 noch die Uberexpression von SV-L1 ergab im Vergleich zur Kontrolle
einen signifikanten Unterschied in der endogenen murinen LLCAM Expression (Abb. 20; p =
0,905, p = 0,262).
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Abbildung 20: Expression von FL-L1CAM und SV-L1CAM in der murinen T-Zell-
Lymphomzelllinie L-CI1.5s auf mRNA und Proteinebene. A, Gesamt-RNA aus den jeweiligen
Zelllinien wurde isoliert und revers transkribiert. Die LLCAM Expression in den L-Cl.5s Zellen wurde
auf mMRNA Ebene mittels quantitativer RT-PCR analysiert. Zu sehen ist eine deutliche Expression von
humanem FL-L1 und von humanem SV-L1 in der murinen T-Zell-Lymphomzelllinie L-CI.5s auf
mRNA Ebene. Die Kontrollzelllinie wurde mit Leervektor transduziert bzw. nicht mit Virus
behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler der humanen L1CAM Expression
normalisiert gegen 18S RNA (empty: 0,0 + 0,0 %, FL-L1: 1,0 + 0,3 %, SV-L1: 1,4 + 0,2 %) B, die
murine mMRNA L1cam Expression in der Zelllinie L-CI.5s wurde durch die Expression der humanen
L1CAM-Isoformen nicht signifikant verandert. Gesamt-RNA der Zellen wurde isoliert und revers
transkribiert. Die murine L1cam Expression wurde auf mRNA Ebene mittels quantitativer RT-PCR
gemessen. Mittelwerte und Standardfehler der murinen L1cam Expression normalisiert gegen die 18S
RNA Expression: empty: 3,9 £ 0,4, FL-L1: 3,6 £ 0,1, SV-L1: 2,7 + 0,4. C, auf Proteinebene wurde die
Expression von humanem FL-L1 und SV-L1 in den L-ClL.5s Zellen im Western Blot bestétigt. D,
densitometrische Analyse der LICAM Proteinmenge der L-CI.5s Zelllinien. Dargestellt sind die
Mittelwerte der Proteinmengen der L1CAM Isoformen abgeglichen gegen die a-Tubulin
Proteinmengen: K: 0,00 + 0,00 %, FL-L1: 0,18 + 0,13 %, SV-L1: 0,52 £ 0,16 %.
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5.5.2 Signifikante Erh6hung der experimentellen Metastasierung einer murinen T-Zell
Lymphomzelllinie (L-C1.5s) durch die Expression von neuronalem LICAM im
Vergleich zur Kontrolle und zur LICAM Splei3variante

Um die Auswirkungen der LLCAM Spleil3varianten auf die experimentelle Metastasierung
von murinen L-Cl.5s Zellen zu untersuchen, wurde das bereits etablierte L-CI.5s
Metastasierungsmodell (siehe 4.2.3) verwendet. Durch die Injektion von 5 x 10° L-Cl.5s
Zellen in die Vena caudalis von weiblichen DBA/2 Mausen wurde die experimentelle

Lebermetastasierung dieses Modells induziert.
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Abbildung 21: Verstarkte Lebermetastasierung durch die Expression von humanem FL-
L1CAM in der murinen Lymphomzelllinie L-C1.5s. A und B, 5 x 10° L-CI.5s Zellen der Zelllinien
L-CL5s-FL-L1, L-Cl1.5s-SV-L1 und der Kontrollzelllinien L-CL5s und L-CIl.5s empty wurden
intravends in DBA/2 Méuse injiziert. Sieben Tage nach der Tumorzellinokulation wurden die Mé&use
geopfert. Die Leber wurde jeweils entnommen und in X-Gal Lésung inkubiert. A, reprasentative Fotos
der Metastasen tragenden Lebern der drei Versuchsgruppen (Balken = 4 mm). B, die Anzahl der
Makrometastasen auf der Leberoberflache des Lobus sinsiter und Lobus dexter medialis hepatis wurde
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardfehler der Anzahl der Lebermetastasen
prozentual zur Kontrolle: K: 100,0 £ 7,5%; FL-L1: 131,1 + 12,4%; SV-L1: 92,6 + 10,3%. Die
Expression von SV-L1 in der L-Cl.5s Zelllinie hat die Anzahl der Makrometastasen im Vergleich zur
Kontrolle nicht signifikant beeinflusst. Die Expression von FL-L1 auf Tumorzellseite fiihrte zu einem
signifikanten Anstieg der Anzahl der Makrometastasen im Vergleich zur Kontrolle und zur SV-L1
Gruppe (n; =10, n; =4, n3 =5, ngs = 19, p = 0,034; p = 0,032).
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Um das metastatische Potential der beiden LICAM Varianten (FL-L1 und SV-L1) in die
Leber zu vergleichen wurden die Zelllinien L-CI.5s-FL-L1 und L-C1.5s SV-L1 mit erhohter
Expression der jeweiligen Varianten sowie die beiden Kontrollzelllinien L-C1.5s und L-CI.5s-
empty mitgefuhrt. Am 7. Tag nach der Tumorzellinokulation wurde der Lobus sinsiter und
Lobus dexter medialis hepatis entnommen, gewaschen, fixiert und anschlieBend in X-Gal-
Farbeldsung inkubiert. Als Parameter fur das metastatische Potential der Tumorzellen wurde
die Anzahl der Makrometastasen mit einem Durchmesser > 0,2 mm bestimmt. Durch die
Expression von SV-L1 wurde die Anzahl der Lebermetastasen im Vergleich zur Kontrolle
nicht signifikant veréndert. Durch die Expression von FL-L1 hingegen erhthte sich die
Anzahl der Lebermetastasen signifikant um 32 % im Vergleich zur Kontrolle und um 42 %
im Vergleich zur SV-L1 Gruppe (Abb. 21; n; = 10, n; = 4, n3 = 5, nges = 19, p = 0,806, p =
0,034, p = 0,032).

5.5.3 Keine signifikante Veranderung der in vitro Proliferation der T-Zell
Lymphomzelllinie L-C1.5s durch die Expression von neuronalem und nicht-
neuronalem L1CAM in vitro

Um den Einfluss der LICAM Varianten auf die Proliferation der L-C1.5s Zellen in vitro zu
untersuchen, wurde ein Trypanblau Proliferationsassay durchgefuhrt. Zum Zeitpunkt O h
wurden 2 x 10° L-CI.5s Zellen pro Gruppe in Tripletts ausgesat. Die Anzahl vitaler Zellen
wurde in einem Zeitraum von 48 Stunden alle 12 Stunden bestimmt. Zur Vitalitatsbeurteilung
der Zellen wurden diese mit Trypanblau versetzt wodurch sich ausschlieBlich die
abgestorbenen Zellen, mit fir den Farbstoff durchlassiger Zellmembran, blaulich anférbten.
Die Zelllinien L-C1.5s-FL-L1CAM (FL-L1) und L-CI.5s-SV-L1CAM (SV-L1) zeigten im
Vergleich zur Kontrollzelllinie zu keinem der Zeitpunkte signifikante Unterschiede in der
Zellzahl. Folglich zeigt die Expression der humanen LLCAM Isoformen (FL-L1 und SV-L1)
keinen signifikanten Einfluss auf die Proliferation der L-C1.5s Zellen in vitro (Abb. 22).
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Abbildung 22: Kein Einfluss der humanen L1CAM Varianten auf das in vitro
Proliferationspotential der murinen T-Zell-Lymphomzelllinie L-C1.5s. Durch die Expression von
humanem FL-L1CAM und SV-L1CAM ergab sich im Vergleich zu der Kontrollzelllinie keine
signifikante Veranderung des Proliferationspotentials der L-Cl.5s Zelllinien. Dargestellt sind die
Mittelwerte mit Standardfehler der Anzahl vitaler Zellen zu den jeweiligen Zeitpunkten (Kontrolle:
0Oh: 2,0 £ 0,0, 12h: 50,0 + 5,0, 24h: 83,3 + 7,5, 36h: 260,0 + 11,5, 48h: 465,0 + 29,7; FL-L1: Oh: 2,0 £
0,0, 12h: 48,3 £ 8,3, 24h: 76,7 + 4,4, 36h: 230,0 + 30,1, 48h: 430,0 £ 31,8; SV-L1: Oh: 2,0 £ 0,0, 12h:
40,0 £ 2,9, 24h: 51,7 £ 9,3 36h: 203,3 £ 43,4, 48h: 383,3 £ 20,5).
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6 Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden das metastatische Potential der full-length Isoform von
LICAM und deren Spleilvariante (SV-L1CAM) das erste Mal in experimentellen
Metastasierungsmodellen untersucht und direkt miteinander verglichen. Die Uberexpression
der full-length Isoform von LLICAM in Tumorzellinien unterschiedlichen Ursprungs erhohte
deren metastatisches Potential signifikant, wahrend die Uberexpression der alternativ
gespleiBten Isoform von L1CAM keinen signifikanten Einfluss auf die hier untersuchten
Schritte der hdmatogenen Metastasierung hatte. Darlber hinaus wurde gezeigt, dass das
metastatische Potential einer Ovarialkarzinomzelllinie durch einen shRNA vermittelten knock

down beider Isoformen des L1 Zelladhasionsmolekiils reduziert werden kann.

6.1 Erhohte Gesamt-L1CAM Expression in Ovarialkarzinommetastasen des Omentum
majus im Vergleich zum Kontrollgewebe

In dieser Arbeit wurde in Omentum majus Metastasen von Ovarialkarzinompatientinnen eine
im Vergleich zum Kontrollgewebe erhohte LICAM-Expression festgestellt. Die in dieser
Arbeit mittels TagMan-Analyse gemessenen erhohten Expressionsspiegel in den Omentum
majus Metastasen weisen darauf hin, dass L1CAM bei der Ausbildung metastatischer
Kolonien von Bedeutung ist. Dies steht im Einklang mit bisherigen klinischen und
experimentellen Arbeiten (Fogel et al., 2003; Boo et al., 2007). In diesen klinischen und
pathologischen Studien wurde die Expression von L1CAM in Primértumoren
unterschiedlichen Ursprungs mit einer schlechten Prognose von Tumorpatienten korreliert
(Fogel et al., 2003; Boo et al., 2007). In einer retrospektiven klinischen Studie wurde eine
positive Assoziation zwischen der Expression von L1ICAM im Primartumorgewebe eines
malignen Melanoms und dem Auftreten von Metastasen festgestellt (Thies et al., 2002). Es
wurde gezeigt, dass LLCAM und die Sheddase ADAM10, welche LLCAM im extrazelluldren
Bereich schneidet, an der invasiven Front von Kolorektalkarzinomgewebe koexprimiert sind.
Zudem wurden beide Gene in Kolorektalkarzinomzellen als Zielgene des -Catenin signaling
identifiziert (Gavert et al., 2005). Innerhalb unserer Arbeitsgruppe konnte zudem
nachgewiesen werden, dass L1CAM in Kolorektalkarzinommetastasen im Vergleich zum
angrenzenden nicht  Tumorzell-durchsetzten = Normalgewebe deutlich erhoht st
(unveréffentlichte Daten Stephanie Hauser). Diese Daten unterstiitzen die Hypothese, dass
L1CAM bei der Ausbildung von Metastasen nicht nur in den frilhen Phasen sondern auch in
den spaten Phasen der Metastasierung, dem Auswachsen von Metastasen, von Bedeutung ist.
In vorliegender Arbeit wurde im Rahmen einer Orientierungsanalyse nur ein Kleines

Probenkollektiv von humanem Ovarialkarzinomgewebe untersucht. Auf eine weiterfiihrende
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Korrelation der LICAM Expressionsspiegel mit unterschiedlichen Tumorstadien wurde
verzichtet. Als Kontrolle wurde Peritonealgewebe von gesunden Patientinnen untersucht.
Idealerweise sollte Tumorzell-freies Ovarialepithelgewebe als Kontrolle verwendet werden.
Zusammenfassend konnen die erhdhten Expressionsspiegel von L1CAM als Hinweis auf
einen moglicherweise bestehenden Zusammenhang zwischen der LLCAM Expression und der
Ausbildung metastatischer Kolonien gewertet werden. Dieses Ergebnis sollte allerdings im

Rahmen einer groRer angelegten klinischen Studie verifiziert werden.

6.2 Uberwiegender Anteil der Tumorzell-assoziierten alternativ gespleiten Isoform
des Zelladhasionsmolekiils L1 an der Gesamt-L1CAM Expression in
Ovarialkarzinommetastasen

Zudem wurden die Expressionsverhaltnisse der full-length LLCAM Variante und der LICAM
Spleilvariante analysiert. Unter Verwendung von quantitativer RT-PCR wurde sowohl FL-
L1CAM als auch SV-L1CAM in den Omentum majus Metastasen mittels TagMan Analyse
gemessen. In dieser Arbeit wurde eine TagMan Sonde verwendet, die die Sequenz des
Exonibergangs 26/27 des L1 Zelladhdsionsmolekils (berspannt. In  mehreren
wissenschaftlichen Arbeiten wurde beschrieben, dass das alternative SpleiRen des Exons 2 mit
dem des Exons 27 gekoppelt ist (Reid et al., 1992; Shtutman et al., 2006), sodass durch die
Messung von Exon 27 nur FL-L1CAM, welches Exon 2 und 27 enthalt, und nicht die
alternativ gespleifite Variante bestimmt wird. Durch Subtraktion der FL-L1CAM Expression
von der Gesamt-L1CAM Expression konnte die Menge an SV-L1CAM errechnet werden. Mit
dieser Methode wurde sowohl FL-L1CAM als auch SV-L1CAM in den Omentum majus
Metastasen von Ovarialkarzinompatientinnen gemessen. Hierbei wurde gezeigt, dass die SV-
L1CAM Isoform den tberwiegenden Anteil an der LLCAM Expression ausmachte. Durch
Positionierung der Probe uiber den Exon-Exon Ubergang 26/27 (zur ldentifikation der full-
length LICAM Variante) und durch Positionierung einer Probe Uber den Exon-Exon
Ubergang 26/28 (zur Identifikation von SV-L1CAM) wurden die Expressionsverhaltnisse
getrennt bestimmt. Unter Verwendung dieser eigens konstruierten Primer und Probe
Sequenzen wurde ebenfalls ein Uberwiegender Anteil der Spleilvariante in
Ovarialkarzinommetastasen festgestellt (unverdffentlichte Daten Stephanie Hauser). Die
Expression von FL-L1CAM und SV-L1CAM wurde auch von anderen Gruppen in mehreren
Tumorzelllinien analysiert. In einer humanen Neuroblastomzelllinie wurden mittels RT-PCR
Analyse beide Varianten detektiert, wéhrend in einer humanen Nierenkarzinomzelllinie
lediglich die Spleillvariante gemessen wurde (Meli et al., 1999). In einer bereits

durchgefuhrten Analyse der Expressionsverhdltnisse der L1CAM Varianten in
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Tumorzelllinien unterschiedlichen Ursprungs wurde ebenfalls (berwiegend die L1CAM
Spleilvariante detektiert. Eine Uberwiegende Expression von SV-L1CAM in vitro wurde auch
in den Ovarialkarzinomzelllinien DW und GG nachgewiesen (Euer et al., 2005; Shtutman et
al., 2006). Eine Ausnahme stellt die kleinzellige Lungenkarzinomzelllinie NCI-H69 dar,
welche beide Isoformen in etwa gleichen Mengen exprimiert (Shtutman et al., 2006). Folglich
stehen die erhobenen Daten (berwiegend im Einklang mit den bisher durchgefiihrten

L1CAM-Isoform Expressionsstudien.

6.3 Die endogene LICAM Expression in der humanen Ovarialkarzinomzelllinie
SKOV3ip fordert die Metastasierung

Die Expression der SV-L1CAM und FL-L1CAM Varianten wurden ebenfalls in der humanen
Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip detektiert, wobei SV-L1CAM den tberwiegenden Anteil
an der Gesamt-L1CAM Expression ausmachte (unverdffentlichte Daten Stephanie Hauser).
Durch den simultanen knock down beider L1CAM Varianten in der humanen
Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip wurde die Anzahl metastatischer Kolonien in der Lunge
signifikant reduziert. Folglich fordert die endogene LICAM Expression dieser Zelllinie das
metastatische Potential der Tumorzellen bei der Metastasierung der Lunge. Der Effekt einer
gegen L1CAM gerichteten Antikdrpertherapie auf die Metastasierung per continuitatem bzw.
uber das LymphgefaRsystem wurde in unserer Arbeitsgruppe bereits unter Verwendung eines
Maus-Xenotransplantations-Modells analysiert (Arlt et al., 2006). Die Antikorpertherapie
fuhrte zu einer dosisabhangigen Reduktion des intraperitonealen Tumorwachstums sowie zu
einer Reduktion der Tumorzelldissemination. AuBerdem fiihrte die AntikOrpertherapie zu
einer verminderten Migration der Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip in vitro (Arlt et al.,
2006). Zudem konnte in vitro gezeigt werden, dass eine Behandlung mit einem
<L1CAM>Antikorper zu einer reduzierten Proliferation der SKOV3ip Zelllinie fihrt. Der
knock down von L1CAM unter Verwendung der shRNAI-Technologie hat hingegen keine
Anderung des Proliferationspotentials der humanen Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip zur
Folge. Die Suppression der L1CAM Expression induzierte eine Verminderung des
Invasionspotentials in vitro und in vivo. Dahingegen konnte durch die Uberexpression der
Tumorzell-assoziierten LICAM Spleiivariante und der L1A27 Variante keine verstarkte
Metastasierung der SKOV3ip Zelllinie in die Lunge nachgewiesen werden. Da die humane
Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip im Vergleich zu anderen Tumorzelllinien eine hohe
endogene LICAM mRNA Expression aufwies kann nicht ausgeschlossen werden, dass diese
Beobachtung auf einen Séttigungseffekt, bedingt durch die hohe endogene Expression der

beiden L1CAM Isoformen, zuriickzufihren ist. Zusammenfassend weisen die erhobenen
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Daten darauf hin, dass die Hemmung beider LICAM Isoformen (FL-L1CAM und SV-
L1CAM) die hdmatogene Metastasierung von Ovarialkarzinomzellen inhibieren kann.

6.4 Das Vorhandensein der Exons 2 und 27 in der FL-L1CAM Isoform erhdht das
metastatische Potential von Tumorzellen

Fortschritte in der Analyse von Genexpressionssignaturen machten es méglich Tumorgene zu
identifizieren, welche mit einer schlechten Prognose des Patienten korrelieren. Die Expression
von L1CAM wurde in Primdrtumorgewebe unterschiedlichen Ursprungs mit dem Auftreten
von Metastasen und einer schlechten Uberlebensrate von Tumorpatienten korreliert (Thies et
al., 2002; Fogel et al., 2003; Boo et al., 2007). Im Zuge dieses technischen Fortschritts wird es
zunehmend wichtiger die Bedeutung der unterschiedlichen Isoformen eines Gens im Hinblick
auf die  Tumorprogression und Metastasierung zu untersuchen, um diese
Genexpressionssignaturen richtig interpretieren zu kénnen (Van’t Veer et al., 2002; Hunter et
al., 2003; Ramaswamy et al., 2003). Die alleinige Analyse der Gesamt-Expressionsspiegel
eines Gens kann zu einer Fehlinterpretationen fiihren, solange unklar ist welche Isoform eines
Gens hochreguliert ist und solange die Funktionen der Isoformen eines Gens im Hinblick auf
die Pathogenese der Erkrankung ungekléart bleiben. Beispielsweise spielen Isoformen des
CD99 Transmembran Glykoproteins gegensatzliche Rollen in der Tumorprogression und nur
bestimmte Varianten des CD44 Zelladhdsionsmolekiils korrelieren mit einer schlechten
Prognose von Tumorpatienten (Stauder et al., 1996; Shibuya et al., 1998; Scotlandi et al.,
2007). Daher lag der Fokus dieser Arbeit insbesondere auf der Differenzierung des Einflusses
der Isoformen FL-L1CAM und SV-L1CAM auf das metastatische Potential von Tumorzellen
unterschiedlichen Ursprungs. Es wurde bereits in einem spontanem Metastasierungsmodell
gezeigt, dass das L1 Zelladh&sionsmolekil in seiner vollen Lange, und nicht das durch
ADAMI10 entstehende l6sliches Produkt, die Metastasierung von Kolorektalkarzinomzellen
fordert (Gavert et al., 2007). In dieser Studie wurden erstmals die beiden in Tumorzellen
exprimierten und die in dieser Arbeit in Gewebeproben von Ovarialkarzinommetastasen
identifizierten Varianten, im Hinblick auf das metastatische Potential bei der Metastasierung
der Lunge und der Leber, getrennt untersucht. Die full-length Isoform und nicht die zu
uberwiegendem Anteil in Tumorzelllinien detektierbare Spleivariante SV-L1CAM erhohte
das metastatische Potential von Tumorzellen in die Leber. Diese Beobachtung weist auf eine
wichtige Rolle der Exons 2 und 27 bei der Ausbildung metastatischer Kolonien in der Leber
hin. Auch in anderen Studien wurden Spleil3varianten eines Gens im Hinblick auf ihre
unterschiedlichen metastatischen Eigenschaften untersucht (Herrlich et al., 2000). Diese

Unterscheidung ist von Bedeutung, da alternativ gespleifdte Varianten eines Gens

-64 -



6 Diskussion

unterschiedliche oder sogar gegensatzliche Funktionen in der metastatischen Kaskade
einnehmen konnen (Scotlandi et al., 2007). Derartige Untersuchungen wurden fiir das L1
Zelladhésionsmolekdil bisher noch nicht durchgefiihrt. Um den Einfluss der beiden Varianten
(SV-L1CAM und FL-L1CAM) auf die hdmatogene Metastasierung zu untersuchen, wurden
Tumorzelllinien ausgewahlt, die sich durch eine effiziente Lebermetastasierung auszeichnen
(L-CL.5s; Kriiger et al., 1994b) bzw. zur Ausbildung von disseminierten Mikrometastasen in
der Leber fuhren (HT1080). Letztere bilden auch Metastasen in der Lunge aus (Kopitz et al.,
2005). Der Fokus dieser Arbeit lag bei der Untersuchung des Einflusses der LICAM
Varianten auf das metastatische Potential von Tumorzellen bei der Metastasierung der Leber.
Das murine L-C1.5s Modell ist ein effizientes und zuverlassiges Modell zur Untersuchung der
Lebermetastasierung (Gerg et al., 2008). Der Nachteil der verwendeten murinen L-CI.5s
Zelllinie ist die endogene murine Expression von Llcam, welche sich durch die
Uberexpression der beiden humanen L1ICAM Varianten jedoch nicht signifikant verandert
hat. Folglich konnten wir ausschlieen, dass der metastasierungs-fordernde Effekt durch eine
Anderung der murinen L1cam Expressionsspiegel hervorgerufen wurde. Im Gegensatz zum
L-CI.5s Modell kommt es im SKOV3ip Modell hauptsachlich zur Ausbildung von Metastasen
in der Lunge. Fiir dieses Organ konnte durch die Uberexpression der LICAM SpleiRvariante
in den Tumorzellen keinen Effekt auf die hdmatogene Lungenmetastasierung nachgewiesen
werden. Hierdurch erhielten wir einen ersten Hinweis, dass das metastatische Potential der
SKOV3ip Ovarialkarzinomzelllinie nicht durch die Expression der alternativ gespleif3ten
Isoform (SV-L1CAM) veréndert wird. Der Nachteil dieses Modells war eine hohe endogene
Expression von SV-L1CAM, sodass ein Sattigungseffekt nicht auszuschlieRen war, d.h., dass
diese Zellen moglicherweise bereits ausreichende Mengen dieser Variante exprimierten und
eine weitere Erhéhung der SV-L1CAM Expression keinen zusétzlichen Effekt zeigen konnte.
Ein weiterer Nachteil dieses Modells war eine breite Streuung der Anzahl metastatischer
Kolonien innerhalb der Gruppen. Deshalb wurden die LICAM Varianten zuséatzlich in der
humanen Fibrosarkomzelllinie HT1080 exprimiert, welche im Vergleich zu den SKOV3ip
Zellen nur in sehr geringen Mengen LLCAM mRNA exprimierten und welche auch effizient
in die Lunge metastasieren (Kopitz et al., 2005). Zudem wurden sie in der murinen L-CI.5s
Zelllinie exprimiert, da diese Zelllinie nach intravendser Inokulation zur Ausbildung von
Metastasen in der Leber fiihrt und da dieses bereits etablierte Modell in der Regel eine geringe
Streuung der Metastasenzahl aufweist (Krlger et al., 1994b, Gerg et al., 2008). Die full-length
Isoform verstarkte im murinen T-Zell-Lymphom Modell sowie im HT1080 Xenograft-

Metastasierungsmodell die Ausbildung metastatischer Kolonien bzw. die Ausbildung
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disseminierter Mikrometastasen in der Leber. Im Gegensatz dazu fiihrte die Uberexpression
der LICAM-Spleillvariante in keinem der verwendeten Modelle zu einer signifikanten
Anderung des metastatischen Potentials. Die Tatsache, dass die full-length Isoform und nicht
die zu Oberwiegenden Anteilen in Tumoren detektierbare Spleivariante das metastatische
Potential von Tumorzellen erhohte, weist auf eine wichtige Bedeutung der Exons 2 und 27 bei
der Ausbildung metastatischer Kolonien in der Leber hin. Diese Exons stellen eine
bedeutende Bindungsstelle fur die mit LLCAM interagierenden Proteine dar und haben einen
Einfluss auf bedeutende Signaltransduktionswege (Jacob et al., 2002; Silletti et al., 2004). Es
wurde bereits gezeigt, dass LLCAM die Aktivierung des ERK (extracellular related kinase) -
Signaltransduktionswegs von NIH3T3 Zellen induziert und durch die Induktion von
Invasions-assoziierten Genen, darunter die Cysteinproteasen Cathepsin L und B, einen
invasiven Phanotyp hervorruft (Islam et al., 2004; Silletti et al., 2004). Das Vorhandensein
des Exons 27 ist fur die Aktivierung dieses Signaltransduktionswegs eine Voraussetzung, da
die Aktivierung abhéngig von der Clathrin vermittelten Endozytose ist, welche wiederum an
das Vorhandensein des Exons 27 gebunden ist (Schaefer et al., 1999; De Angelis et al., 2001;
Long et al., 2001). Die biologische Funktion des Exons 2 wurde bisher bereits im
Nervensystem untersucht und ist bei der Ausbildung der homophilen L1-L1 Bindung in vitro,
sowie bei der optimalen Bindung an heterophile Liganden von Bedeutung (De Angelis et al.,
2001; Jacob et al., 2002). Neuronales L1ICAM fordert wahrend der Entwicklung des
Nervensystems die Migration und die Proliferation von Nervenzellen direkt Uber die
heterophile Bindung neuronaler Liganden und indirekt Uber die L1CAM vermittelte
Signaltransduktion. Uber dieselben molekularen Mechanismen konnte L1CAM
mdoglicherweise die Migration, Invasion und Metastasierung von Tumorzellen férdern
(Siesser und Maness 2009). Das alternative SpleiBen der LICAM mRNA ist ein
feinregulierter Prozess und marginale Verschiebungen des Gleichgewichts zwischen der full-
length LLCAM Variante und der LICAM Spleil3variante sind mdglicherweise ausreichend
um Krankheitsverlaufe auszulosen oder zu verstarken (Tazi et al., 2009). Die Uberexpression
von L1CAM wird in mehreren Tumorentitdten gemessen und es ist bereits bekannt, dass
dadurch Tumorwachstum und Metastasierung gefordert werden (Gavert et al., 2007; Siesser
und Maness, 2009). Diese metastasierungs-fordernde Wirkung von L1CAM konnte durch
diese Arbeit bestatigt werden: zum einen durch die Reduktion der Anzahl an
Lungenmetastasen durch die Suppression von L1CAM in der SKOV3ip Zelllinie, zum
anderen durch die Uberexpression der full-length LICAM Variante in den L-CI.5s und
HT1080 Zelllinien, welche zu einem signifikanten Anstieg der Metastasierung der Leber
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fiihrte. Durch die Uberexpression der beiden Varianten wurden die metastatischen
Eigenschaften von FL-L1CAM und der alternativ gespleiRten Variante (SV-L1CAM) zum
ersten Mal getrennt betrachtet. Entgegen der urspriinglichen Erwartung zeigten erhohte
Expressionsspiegel von FL-L1CAM und nicht von SV-L1CAM einen Metastasierungs-
fordernden Effekt. Dieses Ergebnis steht nicht im Einklang mit dem Resultat, dass die
alternativ-gespleif3te Variante von LLCAM E-Cadherin aus den adherens junctions freilasst,
dadurch die B-Catenin-abhangige Signaltransduktion férdert und einen scattered phenotype
epithelialer Mammakarzinomzellen in vitro hervorruft (Shtutman et al., 2006). Bei dieser
Analyse wurde jedoch die neuronale LICAM Isoform nicht mitgefuhrt. Die in vorliegenden
Arbeit verwendeten Zelllinien SKOV3ip, HT1080 und L-Cl.5s exprimieren E-Cadherin
jedoch moglicherweise Uberhaupt nicht oder nur in geringen Mengen (Kajiyama et al., 2003;
Shtutman et al., 2006), sodass hier die epitheliale mesenchymale Transition moglicherweise
schon induziert wurde. Dies weist darauf hin, dass LLCAM die hdmatogene Metastasierung
auch uber weitere bisher nicht eindeutig geklarte Mechanismen beeinflusst. Mit dem knock
down Experiment konnte die Wichtigkeit von LLCAM bei der hdmatogenen Metastasierung
im Ovarialkarzinom gezeigt werden. Zellen dieser Tumorentitdt wurden aufgrund der
bekannten Korrelation zwischen dem L1CAM Expressionsspiegel und einer schlechten
Prognose fur Ovarialkarzinompatientinnen ausgewahlt. Da der knock down beider Varianten
zu einer Reduktion des metastatischen Potentials im Ovarialkarzinom flhrte, konnte unter
Berlcksichtigung aller Ergebnisse dieser Arbeit festgestellt werden, dass full-length LICAM
ein therapeutisches Zielmolekil sein kdnnte. In einem therapeutischen Konzept muss jedoch
maoglicherweise keine spezifische Hemmung dieser Variante angestebt werden, da ein
therapeutischer Effekt auch durch eine simultane Hemmung beider Isoformen deutlich zu
sehen war. Zusammenfassend wurde in dieser Arbeit FL-L1CAM und nicht die Tumorzell-

assoziierte Spleil3variante als metastasierungs-forderndes Gen identifiziert.

-67 -



7 Ausblick

7 Ausblick

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass durch eine spezifische Hemmung von L1CAM in
Ovarialkarzinomzellen eine signifikante anti-metastatische Wirkung erzielt wurde. Dariiber
hinaus wurde gezeigt, dass die full-length Variante von LICAM und nicht die SV-L1CAM
Spleilvariante fur den metastasierungsfordernden Effekt des Zelladhdsionsmolekils von
Bedeutung ist. Dieser Unterschied konnte zukiinftig diagnostisch ausgeniitzt werden, wenn es
gelédnge die Ergebnisse dieser Arbeit in groReren Studien mit Klinischen Tumorproben zu
validieren. Die Bestimmung der Ratio von full-lenth LICAM zur gespleiRten Isoform kdnnte
es ermoglichen die Aggressivitat einer Tumorerkrankung besser einzuschatzen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen zudem, dass die full-length Variante von L1CAM ein
geeignetes Molekul fir eine therapeutische Behandlung maligner Erkrankungen sein konnte.
Hierbei ist von besonderer Bedeutung, dass eine Expression von full-length LICAM bislang
nur wahrend der Entwicklung neuronaler Zellen und, im Gegensatz zur Spleillvariante, nicht
oder nur in geringen Mengen in adulten Geweben nachgewiesen ist. Durch die Entwicklung
eines fur die full-length Isoform spezifischen monoklonalen Antikorpers kdnnte eine duferst
selektive Inhibition von Tumorzellen erreicht werden. Diese therapeutische VVorgehensweise
konnte die Grundlage flr eine effektive Therapie mit geringem Potential flir unerwiinschte
Nebenwirkungen sein. Auch eine gleichzeitige Inhibition beider LLCAM Isoformen kdnnte
zukunftig von therapeutischem Wert sein, da die spezifische Hemmung des L1
Zelladhésionsmolekiil zu einer signifikanten Reduktion der hdmatogenen Metastasierung
fihrte. Da bekannt ist, dass SV-L1CAM in adulten Geweben exprimiert wird muss noch

abgeklart werden, inwiefern die Inhibition dieses Molekiils zu Nebenwirkungen fihrt.
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