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Zusammenfassung

1  Zusammenfassung

Die metastatische Disseminierung von Tumorzellen ist eine der Hauptursachen fur
die hohe Sterblichkeitsrate bei Krebserkrankungen. Die erfolgreiche Durchquerung
der metastatischen Kaskade, u.a. die Absiedelung der Tumorzellen vom
Primartumor, die Invasion in das umgebende Gewebe, das Uberleben in der
Zirkulation und die effiziente Bildung von Metastasen im Zielorgan, stellt Tumorzellen
vor grol3e Herausforderungen. Zelladhasionsmolekile (CAMs, engl. cell adhesion
molecules) spielen eine wichtige Rolle fur Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen von
normalen Zellen und Tumorzellen. Verdnderungen in der Expression von CAMs sind
mitverantwortlich fur die veranderte Interaktion von Tumorzellen mit Nachbarzellen
und der extrazellularen Matrix (EZM). Das neuronale Zelladhésionsmolekil L1CAM
(engl. L1 cell adhesion molecule) ist ein Mitglied der Immunglobulin-Superfamilie
(IgSF-CAMs) mit wichtigen Funktionen in der Entwicklung des Nervensystems.
Gleichzeitig ist die Expression von L1CAM bei Krebserkrankungen haufig erhéht und
mit schlechter Prognose solider Tumoren verbunden. Ziel dieser Arbeit war es, durch
die gezielte Herunterregulation von LLCAM in Tumorzellen die funktionelle Rolle von
L1CAM besonders fir die Metastasierung nicht-solider Tumoren aufzuklaren und die
funktionelle Bedeutung von L1CAM fir die individuellen Schritte der metastatischen
Kaskade zu untersuchen. Durch die shRNA-vermittelte Suppression von L1CAM in
murinen T-Lymphom-Zellen konnte in einem spontanen Metastasierungsmodell das
Uberleben der Mause signifikant verlangert werden, wahrend das Wachstum dieser
Zellen als Priméartumor nicht verdndert war. Diese Beobachtung korrelierte mit
deutlich verminderter spontaner Metastasierung in die Leber. Die L1CAM-
Suppression unterdrickte das metastatische Potential von Lymphom-Zellen und
Karzinomzellen, wie durch die reduzierte Migration und Invasion in vitro und die
verminderte experimentelle Metastasierung demonstriert. Auf molekularer Ebene
bewirkte die Modulation der L1CAM-Expression in Tumorzellen eine reduzierte
Expression der Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 in vitro und eine verminderte
gelatinolytische Aktivitat in Primartumoren und Metastasen in vivo. Die Behandlung
der Tumorzellen mit dem Gelatinase-spezifischen Inhibitor SB-3CT resultierte in
einer vergleichbaren Inhibition der Migration, Invasion und der gelatinolytischen
Aktivitat in vivo wie das Silencing von Tumorzell-LLCAM. Der in dieser Arbeit

gefundene Einfluss von Tumorzell-lLLCAM auf individuelle Schritte der
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metastatischen Kaskade und die Aktivitit der Gelatinasen heben das Potential

moglicher gegen L1CAM gerichteter anti-metastatischer Therapien hervor.



Summary

Summary

Metastatic dissemination of tumor cells is one of the main causes of cancer lethality.
The successful completion of the metastatic cascade, including detachment of tumor
cells from the primary tumor, invasion of the surrounding tissue, survival in the
circulation and efficient formation of metastases in the target organ, presents a major
challenge for tumor cells. Cell adhesion molecules (CAMs) play an important role for
cell-cell- and cell-matrix interactions of normal and tumor cells. Changes in the
expression of CAMs are jointly responsible for altered interactions of tumor cells with
neighboring cells and the extracellular matrix (ECM). The neuronal cell adhesion
molecule L1CAM (L1 cell adhesion molecule) is a member of the immunoglobulin
superfamily (IgSF) of CAMs with important function during nervous system
development. At the same time expression of LICAM is frequently elevated in cancer
patients and linked with bad prognosis of solid tumors. The present work aimed at
elucidating the functional role of LLCAM especially in the metastasis of non-solid
tumors and at investigating the functional impact of LLCAM on individual steps of the
metastatic cascade by downregulating the expression of LILCAM in tumor cells.
ShRNA-mediated suppression of LLCAM in murine T-lymphoma cells significantly
improved survival of mice in a spontaneous metastasis model, while it did not alter
growth of these cells at the intradermal primary tumor site. This observation
correlated with markedly reduced spontaneous metastasis formation in the liver.
Suppression of L1CAM attenuated the metastatic potential of lymphoma and
carcinoma cells as demonstrated by decreased migration and invasion in vitro and
reduced experimental metastasis formation in vivo. These effects of LLCAM silencing
on the metastatic capabilities of the tumor cells were accompanied at the molecular
level by decreased expression of the gelatinases MMP-2 and MMP-9 in vitro and
reduced gelatin-degrading activity in primary tumors and liver metastases in vivo.
Treatment of the tumor cells with the gelatinase-specific inhibitor SB-3CT resulted in
a comparable inhibition of migration, invasion and gelatinolytic activity in vivo as had
been observed for silencing of tumor cell-derived LLCAM. The finding of the present
work that tumor cell-derived L1CAM impacts on distinct steps of the metastatic
cascade and on gelatinase activity emphasizes the potential of possible LLCAM-
interfering strategies in the limitation of metastatic spread of highly aggressive non-

solid and solid malignancies.
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2  Einleitung

2.1 Krebsepidemiologie, Modelle der Krebsentstehung und
Krebsmarkenzeichen

Krebserkrankungen sind eine Gruppe von Krankheiten, die durch abnormales
Zellwachstum und Gewebeneubildung (Neoplasie, Hyperplasie) gekennzeichnet
sind. Die Zahl der Krebsneuerkrankungen betrug im Jahr 2010 in Deutschland nach
Angaben der Broschire ,Krebsdaten in Deutschland 2009/2010* insgesamt 477 300
(Krebstote: 218 258).* Fiir Europa wird die Zahl der Neuerkrankungen fiir 2012 auf
ca. 3,44 Mio. (Krebstote: 1,75 Mio.) geschatzt [1], und fur die USA fur 2014 auf 1,67
Mio. (Krebstote: 0,59 Mio.) taxiert [2]. Damit ist Krebs fur ca. 23 % Prozent aller
Todesfalle in den USA verantwortlich und liegt hinter Herz-Kreislauf-Erkrankungen an
zweiter Stelle der Todesursachen [3]. Das National Cancer Institute? der USA teilt
Krebserkrankungen in finf Klassen ein: epitheliale Tumoren (Karzinome),
mesenchymale Tumoren (Sarkome) und Tumoren der blutbildenden Zellen
(Leukamien), Tumoren der Zellen des Immunsystems (Lymphome, Myelome) und
Tumoren mit Ursprung im Gehirn oder im Rickenmark (Tumoren des zentralen
Nervensystems)®. Uber diese Einteilung hinaus werden benigne und maligne
Tumoren unterschieden. Wahrend benigne Tumoren lokal begrenzt wachsen,
besitzen maligne Tumoren das Potential in benachbarte Gewebe zu invadieren und
in entfernte Gewebe des Kérpers zu streuen (disseminieren) und dort Metastasen
(Tochtergeschwilste) zu bilden. Die Metastasierung der Tumorzellen ist die
hauptsachliche Todesursache der meisten Krebserkrankungen [4].

Doch was ist die Ursache fur die Entstehung der Krebserkrankungen? Basierend auf
experimentellen Ergebnissen und mathematischen Modellen sind funf Modelle der
Karzinogenese formuliert worden [5]. Das erste Modell betrachtet extrinsische
Kanzerogene (Mutagene), die direkte Verdnderungen an der DNA hervorrufen [6],
als Ursache der Karzinogenese. Die Kanzerogene werden in biologische (virale

! Aus der Broschiire: Krebs in Deutschland 2009/2010, 9. Ausgabe 2013, Herausgeber: Robert Koch-
Institut und Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V.:
http://www.krebsdaten.de/Krebs/DE/Content/Publikationen/Krebs _in_Deutschland/kid 2013/krebs in
deutschland 2013.pdf?  blob=publicationFile

2 http://www.cancer.gov/

3 http://www.cancer.gov/cancertopics/cancerlibrary/what-is-cancer, Stand: 09.09.2014, 10:27 Uhr
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Onkogene) [7-9], chemische [10-12] und physikalische Kanzerogene (ionisierende
Strahlung) [13-16] unterschieden und kdnnen Mutationen in der DNA-Sequenz und
die Bildung von DNA-Addukten bewirken.

Das zweite Modell betrachtet die Beeintrachtigung der genomischen Stabilitat als
Hauptursache fir die Krebsentstehung [17,18]. Nach diesem Modell fuhren
inaktivierende Mutationen in Genen, die an der Aufrechterhaltung der genomischen
Integritat beteiligt sind, wie z. B. Tumorsuppressorgenen und DNA-Reparaturgenen,
zu einer Abfolge von Prozessen, die die Frequenz von Mutationen erhéhen [19,20],
wie in der Hypothese des Mutator-Phanotyps postuliert [21,22]. Beispiele sind die
Mutation des Rb-Tumorsuppressorgens im Falle des Retinoblastoms [23,24] oder
des BRCALl-Tumorsuppressorgens im Falle des erblichen Brust- und
Eierstockkrebses [25,26]. Die Konsequenz ist eine erhohte Wahrscheinlichkeit von
Mutationen, mit anderen Worten genomische Instabilitat. Die genetische Ursache der
Krebserkrankungen, namlich Mutationen in Onkogenen und Tumorsuppressorgenen,
ist in das Modell der Multischritt-Karzinogenese integriert worden [27-29].

Das dritte Modell beruht auf Beobachtungen, dass Lifestyle-Faktoren, wie z. B.
Ernahrung und Ubergewicht, das Krebsrisiko modulieren, ohne die DNA-Sequenz zu
verandern. Es wird davon ausgegangen, dass diese Faktoren die Funktionalitat der
DNA madglicherweise durch epigenetische Mechanismen verandern [30-32].

Das vierte Modell basiert auf einer Darwinistischen Interpretation der Karzinogenese
[33]. Dieses Modell betrachtet Krebsentstehung und Tumorprogression als Sequenz
aus klonaler Evolution, genetischer Diversifizierung und klonaler Selektion von
Tumorzellen durch die Mikroumgebung. Wiederholte Zyklen von Mutationen und
naturlicher Selektion fuhren zur Generierung und Anreicherung von Zellen, die
optimal an die Bedingungen der Umgebung adaptiert sind (gemafld der in der
Darwin’schen Evolutionstheorie beschriebenen natiirlichen Selektion®) [33-35].
Mdogliche Formen des Selektionsdruckes der Umgebung auf die Tumorzellen sind
z. B. Hypoxie [36,37], Azidose [38,39], DNA-Schadigungs- bzw. DNA-Replikations-
Stress, proteotoxischer Stress, mitotischer Stress, metabolischer Stress oder

oxidativer Stress [40]. Diese Faktoren kdénnen zu einer selektiven Expansion

* Im Zusammenhang mit der bei Darwin erwahnten ,Natirlichen Selektion* wird haufig die Wendung
»survival oft he fittest* verwendet. Dieser Audruck stammt jedoch nicht von Darwin selbst, sonderm
wurde vom Philosophen Herbert Spencer gepragt. In: Spencer, Herbert (1864), The Principles of
Biology, Vol. 1, London: Williams and Norgate.
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spezialisierter Tumorzellsubpopulationen mit einem stark malignen, metastatischen
Phanotyp fihren [22,34,41].

Das funfte Modell betrachtet nicht die einzelne Zelle als Einheit der Krebsentstehung,
sondern das Gewebe als Ganzes. Danach wird die Krebsentstehung durch eine
Stérung der molekularen Mechanismen, die der Organisation von Geweben zu
Grunde liegen, ausgelost. Die Storung der Gewebe-Organisation (gemaf der Tissue
organization field theory) erfolgt durch extrinsische Faktoren, wie z.B. durch
hormonal wirksame Substanzen, die endokrine Mechanismen stoéren und die
Suszeptibilitat fir Krebs erhéhen [42]. Ein Variation dieses Modells betrachtet
morphostatische Felder als organisierendes Prinzip der Gewebearchitektur im
erwachsenen Organismus analog zu morphogenetischen Feldern im Embryo.
Danach beginstigt die Fehlregulation dieser morphostatischen Felder oder
Grenzzonen zwischen zwei verschiedenen morphogenetischen Feldern die
Krebsentstehung [43,44]. In Ubereinstimmung mit einer Mikroumgebung-zentrierten
Sichtweise der Krebsentstehung lassen sich maligne Tumorzellen durch ihre
Transplantation in eine embryonale Umgebung reprogrammieren [45,46].
Epidemiologische Daten unterstiitzen die Hypothese, dass der limitierende Schritt
der Karzinogenese nicht nur eine Zelle, sondern grol3e Zahlen von Zellen betrifft. Fur
diese Sichtweise spricht, dass die Inzidenz der Krebserkrankungen fur die Zahl der in
einer Tumorzelle gefundenen Mutationen zu gering ist [47-49]. Als mdgliche
Erklarungen fur diese Beobachtung werden zum einen das Auftreten eines Mutator-
Phéanotyps in einem frihen Stadium der Tumorprogression [21,22] und zum anderen
die Kooperation von Zellen innerhalb eines Gewebes mit dem Ziel der
Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitat und des zellularen Phanotyps diskutiert
[49]. Im zweiten Fall ware eine Vielzahl von Mutationen verteilt Uber viele Zellen
notwendig, um die genomische und die Gewebe-Integritat aufzuheben [49].
Tumorzellen sind durch eine Deregulation von Faktoren mit Onkogen- oder
Tumorsuppressor-Funktion auf Gen- oder Proteinebene gekennzeichnet. Die
Deregulation dieser Faktoren mit onkogener oder Tumor-supprimierender Funktion
beruht auf somatischen Mutationen [50-52], Amplifikationen, Deletionen oder
Fusionen von Genabschnitten [53-55], epigenetischen Mechanismen (Methylierung,
Azetylierung) [56-58], deregulierten microRNAs [59,60] oder aberranten post-
translationalen Modifikationen [61,62]. Mdgliche Konsequenzen der erhohten

Aktivitat  eines  Onkogenens oder der verringerten  Aktivitat  eines
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Tumorsuppressorgens  [20,63,64] ist die aberrante  Aktivierung  von
Signaltransduktionswegen [65,66] sowie der Erwerb von fur (maligne) Tumorzellen
charakteristische Markenzeichen (engl. hallmarks of cancer). Dazu zahlen: die
Selbstversorgung mit Wachstumsfaktoren, Insensibilitdt gegeniber Wachstums-
inhibierenden Signalen, Entgehen des programmierten Zelltods (Apoptose),
unbegrenzte Replikation, fortgesetzte Angiogenese sowie Gewebe-Invasion und
Metastasierung [67], die Deregulation des zellularen Energiemetabolismus* [68,69]
und die Verhinderung der Vernichtung durch das Immunsystem [70]. Aul3erdem wird
der Stress-Phanotyp von Tumorzellen, der die Anpassung von Tumorzellen an DNA-
Schéadigungs- bzw. DNA-Replikations-Stress, proteotoxischen Stress, mitotischen
Stress, metabolischen Stress und oxidativen Stress umfasst, als Tumor-
Markenzeichen diskutiert [40]. Jede dieser physiologischen Veranderungen ist mit
dem Erwerb neuer molekularer Eigenschaften verbunden und bedeutet das
erfolgreiche Durchbrechen eines zellularen anti-Tumor-Verteidigungsmechanismus’
[67,70].

2.2 Invasions-Metastasierungs-Kaskade und Zeitpunkt der
Metastasierung

Die Metastasierung ist der entscheidende prognostische Parameter in fast allen
neoplastischen, bdsartigen Tumoren. Tatsachlich sterben ca. 90% der
Krebspatienten auf Grund der Ausbildung von Metastasen [4]. Bei Tumoren
epithelialen Ursprungs mussen die Tumorzellen fir die Ausbildung von Metastasen
erfolgreich den Multi-Schritt-Prozess der Invasions-Metastasierungs-Kaskade
durchlaufen (Abb. 1). Diese beinhaltet die Induktion der Angiogenese, die lokale
Invasion der Tumorzellen in das umliegende Gewebe, die Intravasation der
Tumorzellen in das BlutgefaRsystem, das Uberleben der Tumorzellen in der
Zirkulation, die Extravasation der Tumorzellen aus dem Blutgefald am Zielort der
Metastasierung, die Ausbildung von Mikrometastasen und das Auswachsen der
Mikrometastasen zu sichtbaren Makrometastasen durch Wiederaufnahme der
Proliferation [71,72]. Im Gegensatz dazu folgt die Disseminierung von nicht-soliden
Tumoren, wie z. B. dem Lymphom, anderen Regeln und ist hdchstwahrscheinlich die
Konsequenz konservierten physiologischen Verhaltens der entarteten Zellen des

Immunsystems [73].
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Abb. 1: Schematische Darstellung der metastatischen Kaskade fir die Metastasierung solider
Tumoren (modifiziert nach: Saxena & Christofori, 2013 Mol Oncol [74]). Diese beinhaltet die
Proliferation der Tumorzellen im Primartumor, die lokale Gewebeinvasion der Tumorzellen, die
Intravasation der Tumorzellen in die Zirkulation, das Uberleben der Tumorzellen im Blutstrom, die
Extravasation der Tumorzellen in das Zielorgan der Metastasierung, die Ausbildung von
Mikrometastasen (Kolonisierung) und das Auswachsen zu Makrometastasen.

Hinsichtlich des Zeitpunktes der Metastasierung wahrend der Progression des
Primartumors werden zwei verschiedene Modelle diskutiert, das Modell der klonalen
Progression und das Modell der parallelen Progression [75]. Gemald dem Modell der
klonalen (oder linearen) Progression erfolgt die Disseminierung einzelner
Tumorzellen ausgehend vom Primartumor spat wahrend der Tumorprogression,
nachdem die Tumorzellen durch wiederholte Zyklen aus genetischer Verdnderung
und klonaler Selektion alle fur die erfolgreiche Disseminierung notwendigen
genetischen und phanotypischen Eigenschaften erlangt haben [41,76]. So weisen
Primartumoren und zugehorige Metastasen eine hohe Heterogenitat und nur eine
geringe Anzahl gleicher Mutationen auf, die auf eine gemeinsame klonale
Vorlauferzelle hindeuten wirden [77]. Die Analyse gemeinsamer Mutationen in
Geweben von Patienten mit benignen, invasiven und metastatischen
Kolorektalkarzinomen zeigte, dass die Progression eines grof3en benignen Tumors
zu einem fortgeschrittenen, invasiven Tumor ca. 17 Jahre dauert, wahrend ein
fortgeschrittener Tumor die Fahigkeit zur Metastasierung innerhalb eines weniger als
zwei Jahre umfassenden Zeitraums erwirbt. Auf3erdem sind nur wenige Mutationen
notwendig, um eine invasive Tumorzelle zu einer metastasierenden Tumorzelle
werden zu lassen [78]. Die Untersuchung sowohl des zeitlichen als auch des
geographischen Verlaufs des Erwerbs von Mutationen wahrend der
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Tumorprogression sowie des klonalen Verhaltnisses zwischen Metastasen und ihrem
korrespondierenden Primartumor in Pankreaskarzinompatienten zeigte, dass die
Bildung von Metastasen ein spates Ereignis wahrend der Progression von
Pankreaskarzinomen ist und dass Primartumoren und Metastasen eine vergleichbare
Heterogenitdt aufweisen [79]. Dagegen platziert das Modell der parallelen
Progression die metastatische Disseminierung von Tumorzellen nicht an das zeitliche
Ende der Tumorprogression, sondern geht davon aus, dass Tumorzellen bereits friih
wahrend der Tumorprogression den Primartumor verlassen (disseminieren) und sie
die genetischen Veradnderungen, die sie fur eine erfolgreiche Metastasierung
bendtigen, unabhangig vom Priméartumor erwerben [75]. Ergebnisse verschiedener
Studien deuten tatsachlich darauf hin, dass Tumorzellen bereits fruh wahrend der
Tumorprogression die Fahigkeit zur Disseminierung erlangen kénnen [80-82]. So
konnte in einem Brustkrebs-Mausmodell gezeigt werden, dass einzelne Tumorzellen
die Basalmembran bereits im Stadium einer pra-invasiven atypischen Hyperplasie
durchbrechen und disseminierte Tumorzellen (DTCs, engl. disseminated tumor cells)
im Knochenmark und in der Lunge detektiert werden kénnen, bevor der Primartumor
morphologische Anzeichen der Invasivitat aufweist. Die Zellen exprimieren in diesem
Stadium den EMT-regulierenden Transkriptionsfaktor Twistl [83], welcher das
migratorische und invasive Potential der Tumorzellen erhdht [84]. Aul3erdem
generiert die Expression von Twistl Uber die Induktion eines EMT Tumorzellen mit
Stammzell-Charakteristika [85]. In Ubereinstimmung damit sind Zellen mit
Stammzell-Eigenschaften bereits im Stadium pra-maligner Lasionen und vor erfolgter
Transformation in der Lage zu disseminieren [86]. Die Beobachtung, dass sich
disseminierte  Tumorzellen genetisch deutlich haufig von den entsprechenden
Tumorzellen in Primartumoren unterscheiden [83,87], macht deutlich, dass die
genetische Heterogenitdt von Tumorzellen in Primartumoren einerseits und von
disseminierten und metastasierten Tumorzellen andererseits fur eine erfolgreiche
Behandlung von Krebspatienten bericksichtigt werden muss [88,89]. In ihrer
Gesamtheit zeigen diese Ergebnisse, dass das Modell der linearen Progression als
alleingultige Erklarung fir die Ablaufe wahrend der Tumorprogression und der
Entwicklung von Tumorzellen mit metastatischen Fahigkeiten nicht ausreicht [75,90].
Das Modell der parallelen Progression von Primartumoren und disseminierten
Tumorzellen liefert fir viele Beobachtungen in der Klinik bessere Erklarungen

[75,91]. Unabhéngig vom Zeitpunkt der Metastasierung benétigen Tumorzellen fur
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das erfolgreiche Durchlaufen der Invasions-Metastasierungs-Kaskade eine Vielzahl
verschiedener Faktoren, wie z. B. Zelladhasionsmolekiile [92,93], Proteasen [94,95],

Zytokine und ihre Rezeptoren [96,97].

2.3 Das neurale Zelladhasionsmolekil LICAM

Das L1 Zelladhasionsmolekul (LLCAM, engl. L1 cell adhesion molecule) ist ein
Transmembran-Glykoprotein aus der Immunglobulin-Superfamilie der Zelladh&sions-
molekile (IgSF-CAMs, engl. immunoglobulin superfamily cell adhesion molecules)
mit einer GrofRe von 200 bis 220 kDa. L1CAM ist das Grundungsmitglied der L1-
Familie der neuralen Zelladhasionsmolekile bestehend aus L1CAM, CHL1 (engl.
close homolog of L1) [98], Neurofascin [99] und Nr-CAM (engl. NgCAM-related cell
adhesion molecule) [100]. Sequenz und Struktur von L1CAM sind evolutionar
hochkonserviert [101,102]. LLCAM besteht aus sechs Immunglobulin (Ig)-Domanen,
funf Fibronektin Typ llI-Wiederholungen, einer Transmembranregion und einer

evolutionar stark konservierten zytoplasmatischen Region (Abb. 2) [103].

L1CAM
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Doméanenstruktur von LLCAM (modifiziert nach: Shapiro et al.,,
2007 Annu Rev Neurosci [104]).

L1CAM besitzt wichtige Funktionen in der Entwicklung des zentralen und peripheren
Nervensystems [105,106], indem es das Auswachsen von Neuriten [107,108], die
Adhasion und die Migration von Neuronen [109,110] sowie die Transduktion von
Signalen vermittelt [111]. Die funktionelle Bedeutung von L1CAM flr die Entwicklung
des humanen Gehirns und die Aufrechterhaltung der synaptischen Plastizitat wird
durch Symptome in der Klinik, die mit Mutationen oder Polymorphismen des L1CAM-

Gens auf dem 28-Lokus des X-Chromosoms einhergehen, wie die X-abhangige
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geistige Retardierung oder Schizophrenie [112,113], und durch Studien an L1CAM-
defizienten Mausmodellen [114,115] verdeutlicht. MASA (engl. mental retardation,
aphasia, shuffling gait, adducted thumbs) [116,117] und CRASH (engl. corpus
callosum, retardation, adducted thumbs, spastic paraplegia and hydrocephalus) [118]
bezeichnen die klinischen Manifestationen des so genannten L1-Syndroms.

Die Funktion von L1CAM wird durch seine vielfaltigen Interaktionen bestimmt. Die
extrazellulare Ektodomane von L1CAM ist in der Lage, mit verschiedenen
Bindungspartnern in cis (innerhalb der gleichen Plasmamembran) oder in trans (auf
benachbarten Zellen) zu interagieren [119,120]. Es kann sowohl an sich selbst
(homophil) [121,122] als auch heterophil an andere neurale Zelladhasionsmolekiile
[114,123], Integrine [124,125], CD24 [126], Neurocan [127], Neuropilin-1 [128,129]
und FGFR [130,131] binden. Fir die zytoplasmatische Doméane von L1CAM sind
Interaktionen mit dem Strukturprotein Ankyrin [132], dem Protein der ERM (Ezrin,
Radixin, Moesin)-Familie Ezrin [133], dem Geristprotein RanBPM (engl. Ran binding
protein M) [134] und dem Clathrin-Adaptermolektl AP-2 [135] bekannt. Die Vielzahl
seiner Interaktionen macht LLCAM zu einem multifunktionellen Protein sowohl in

physiologischen als auch in pathophysiologischen Prozessen.

2.4 Die funktionelle Rolle von LICAM in der Tumorpr  ogression
und Metastasierung

Die Beteiligung der IgSF-CAMs an allen Schritten der metastatischen Kaskade ist
etabliert [93,136,137]. Eines der am besten untersuchten Mitglieder der IgSF-CAMs
ist das L1 Zelladhasionsmolekil (L1CAM) [138,139]. Die erhOhte Expression von
L1CAM kann bereits in Vorlaufer-Lasionen des invasiven Pankreaskarzinoms
(PanIN, engl. pancreatic intraepithelial neoplasia) detektiert werden [140] und ist in
verschiedenen Tumorentitaten, u. a. Uterus- und Ovarialkarzinomen, mit verktrztem
Uberleben korreliert [141]. Im Kolonkarzinom wird die Transkription des L1CAM-
Gens u. a. durch B-Catenin/TCF reguliert [142]. Im Zellkern lokalisiertes B-Catenin
reguliert in Kooperation mit TCF die Expression vieler Gene, welche die Pluripotenz,
Selbsterneuerung und Differenzierung von Stammzellen [143,144] oder - bei
Ubermaldiger Aktivierung des Wnt-Signalwegs — die Tumorinitiation, die Invasion und
Metastasierung von Tumorzellen bewirken [145,146]. Interessanterweise wird
L1CAM in verschiedenen Tumorentitdten an der invasiven Grenze zwischen Tumor

und Wirtsgewebe exprimiert [142,147-149], was eine Beteiligung von L1CAM an
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invasiven Prozessen der Tumorzelldisseminierung vermuten lasst [150,151].
Tatsachlich fuhrt die erhohte Expression von L1CAM zu einer Induktion der
Expression der Cysteinprotease Cathepsin B [152], deren Expression mit erh6htem
invasivem und metastatischem Potential von Tumorzellen assoziiert ist [153,154].
Weiterhin fuhrt die erhdhte Expression von L1CAM in Tumorzellen epithelialen
Ursprungs zum Auftreten einer epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) [155-
157]. Folgerichtig nehmen in Tumorzellen durch die erhdhte Expression von L1CAM
die Migration [158,159] und Invasion [160,161] zu. Dartber hinaus ist die Expression
von L1CAM nicht nur mit dem Tumorwachstum [162-165], sondern auch mit der
Bildung von viszeralen Metastasen in der Leber [166-169], der Lunge [163,165] und
Lymphknoten [140,163,164,169] sowohl in Patienten als auch in Tumormodellen in
der Maus assoziiert. Diese Studien haben gegen L1CAM gerichtete, interferierende
Strategien mit Antikérpern [170,171] und shRNAs (engl. short interfering RNAS)
[163,164] motiviert, die zu einer Verringerung des Tumorwachstums und der
Metastasierung fihren. Die Beobachtung, dass Glioblastomzellen mit Stammzell-
Eigenschaften LLCAM exprimieren [147,172-174], bildet die Grundlage dafir, dass
L1CAM als mogliches Ziel fur L1CAM-exprimierende, Therapie-resistente
Tumorstammzellen diskutiert wird [175-177]. Trotz des enormen Fortschritts in der
Untersuchung der funktionellen Bedeutung von L1CAM fiur die Tumorzellbiologie ist
die genaue Funktion von L1CAM wahrend verschiedener Schritte der metastatischen

Kaskade immer noch unklar.

2.5 Matrix-Metalloproteinasen (MMPS)

Die Matrix-Metalloproteinasen (MMPSs) bilden eine Familie mit Uber 25 Mitgliedern in
Vertebraten. Sechs Mitglieder weisen eine Transmembrandoméne auf und sind
dadurch an der Zelloberflache lokalisiert. Die tibrigen MMPs werden sekretiert [178].
MMPs bestehen generell aus einer Pro-Domaéne, einer katalytischen Doméne, einer
Verbindungs-Region und einer Hemopexin-Doméane [179]. Die MMPs gehoren zur
Klasse der Zincine und werden innerhalb dieser zu der Metzincin-Familie gezahlt. Die
Metzincine weisen eine verlangerte Zink-Bindungs-Konsensussequenz
(HEXXHXXXGXXH/D) auf. Darin koordinieren die drei Histidine zusammen mit einem
Molekiil des Lésungsmittels H,O das Zink-lon (Zn?*) tetrahedral. Das Glutamat
fungiert wahrend der Katalyse als generelle Base. AuRerdem besitzen die Metzincine
einen konservierten Methionin-Rest in der N&he des aktiven Zentrums, den so
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genannten ,Met-turn* (normalerweise ALMYP). Das konservierte Methionin aus dem
.Met-turn“ liefert eine hydrophobe Base fir die Zinkbindungssequenz [178,180]. Die
meisten MMPs werden als inaktive Zymogene mit einer N-terminalen Pro-Domaéane
sekretiert. Die Entfernung der Pro-Doméane ermdglicht dem Lésungsmittelmolekil
(H20) und dem Substrat in das aktive Zentrum zu gelangen. Dieses enthalt als eine
Determinante der Substratspezifitat eine S;-Tasche. Die MMPs der Vertebraten
kénnen auf der Basis ihrer Substratspezifitat, ihrer Sequenz-Homologie und ihrer
Domanen-Organisation in sechs Gruppen unterteilt werden: Kollagenasen,
Gelatinasen, Stromelysine, Matrilysine, Membran-Typ MMPs (MT-MMPs) und andere
MMPs [179].

2.6 MMP-2 (Gelatinase A): Struktur und funktionelle Bedeutung in
der Tumorprogression und Metastasierung

MMP-2 (auch: Gelatinase A, 72 kDa Typ IV Kollagenase) ist ein Mitglied der Klasse
der Gelatinasen innerhalb der MMPs. Das MMP-2-Zymogen besitzt eine molekulare
Masse von 72 kDa und besteht aus folgenden Domanen: Der N-terminale Bereich
beginnt mit der Pra-Doméane, gefolgt von der Pro-Doméne, der katalytischen
Metalloprotease-Domane, der Kollagen/Gelatin-Bindungs-Domane, einer aziden O-
glykosylierten Verbindungs-Region und der Hemopexin-Doméane. Die Pra-Doméne
(auch: Signalpeptid) der MMPs wird fur ihre korrekte Sekretion benétigt [181]. Die
Pro-Domane bindet an das Zn?*-lon innerhalb der katalytischen Domé&ne und
bewahrt die Latenz des Zymogens. Die proteolytische Spaltung der latenten Pro-
MMP-2-Spezies zur aktiven 62 kDa-MMP-2-Spezies [182-184] induziert einen
Cystein-Switch und die Aktivierung von MMP-2 [185,186]. Die katalytische Doméane
vermittelt die proteolytische Spaltung der MMP-2-Substrate [182]. Die Kollagen-
Bindungs-Domane mit den drei Fibronektin Typ lI-Doméanen wird fur die Bindung von
Kollagen bendtigt [187,188], wahrend die Hemopexin-Doméne die Interaktion von
MMP-2 mit verschiedenen Interaktionspartnern, wie z.B. TIMP-2 [189,190],
vermittelt.

Die erhohte Expression von Gelatinase A besitzt eine grol3e prognostische und
funktionelle Bedeutung fir verschiedene Tumorentitdten [191,192]. Eine erhohte
Expression oder Aktivitat von MMP-2 ist fir Mammakarzinome [193],
Kolonkarzinome [194], Lungenkarzinome [195], Speicheldriisenkarzinome [196],

hepatozellulare Karzinome [197], Magenkarzinome [198], Ovarialkarzinome [199],
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Zervixkarzinome [200], Blasenkarzinome [201], Melanome [202] und Gliome [203]
nachweisbar. In einer Vielzahl verschiedener Entitaten solider Tumoren ist die
erhohte Expression von MMP-2 mit der Progression [199,204] und mit schlechter
Prognose [198,200] korreliert. Die erhoéhte Expression von MMP-2 oder erhdhte
Werte des Quotienten aus der Expression von MMP-2 und TIMP-2 sind mit einer
Zunahme der Invasivitdt von Tumoren [194,196] und dem Auftreten von entfernten
Metastasen in Lebern [205,206] und Lymphknoten [195,207] assoziiert.

Konsistent mit einer erhéhten Expression von MMP-2 in Biopsien von Krebspatienten
im Verlauf der Tumorprogression fuhrt die Suppression oder funktionale Inhibition
von MMP-2 in Mausmodellen des humanen Ovarialkarzinoms [208], des
Lungenkarzinoms [209], des Melanoms [210] und des Glioms [211] zu einer
Verringerung des Tumorwachstums bzw. der Metastasierung. In MMP-2-defizienten
Mausen ist gezeigt worden, dass MMP-2 nicht nur wichtig fur die invasive Kapazitat
von Tumorzellen ist, sondern auch zum Tumorwachstum, zur Tumorprogression und
Angiogenese beitragt [212]. Die durch MMP-2-abhangige Spaltung der
extrazellularen Substrate Fibronektin und Vitronektin vermittelte Anlagerung von
Tumorzellen an ihre Mikroumgebung spielt ebenfalls eine wichtige Rolle fur das
Tumorwachstum und metastatische Disseminierung von humanen Ovarialkarzinom-
zellen [208]. In vitro fuhrt die Suppression von MMP-2 zu einer Verringerung der
Migration, der Invasion und der Angiogenese [209,211] sowie zur Induktion der
Apoptose [213].

Die Gelatinasen (MMP-2 und MMP-9) sind nicht nur fur die Degradation von
Komponenten der extrazellularen Matrix (EZM) und den proteolytischen Abbau der
Basalmembran (BM) verantwortlich, wie friiher postuliert [214,215], sondern sind in
fast alle Aspekte der Tumorbiologie involviert [216,217], indem sie durch die
Remodellierung der EZM neue kryptische Sequenzen freilegen, Wachstumsfaktoren,
Zytokine und weitere aktive EZM-Komponenten freisetzen [218] oder zur

Signaltransduktion beitragen [219].

2.7 MMP-9 (Gelatinase B): Struktur und funktionelle Bedeutung in
der Tumorprogression und Metastasierung
MMP-9 (auch: Gelatinase B, 92 kDa Typ IV Kollagenase) gehort wie MMP-2 zur

Gelatinase-Klasse der MMPs und wird als inaktives Zymogen (Pro-MMP-9) mit einer

molekularen Masse von 92 kDa sekretiert. Die Domanenstruktur ist weitgehend
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identisch zu MMP-2 und umfasst eine N-terminale Pra-Domane, eine Pro-Domaéne,
eine Metalloprotease-Doméne, eine Kollagen/Gelatin-Bindungs-Domane eine
Verbindungs-Region und eine Hemopexin-Domane [181,220]. Die Pra-Doméne
vermittelt als Signalsequenz die korrekte Sekretion der Protease [181,221]. Eine
Peptidsequenz innerhalb der Pro-Doméne fungiert als intramolekularer Inhibitor des
MMP-9-Zymogens [184]. Die proteolytische Abspaltung der Pro-Domé&ne induziert
einen Cystein-Switch und fuhrt zur Bildung der aktiven 82 kDa-Form von MMP-9
[185,186]. Die Metalloprotease-Domane enthalt das aktive Zentrum von MMP-9 und
wird fur die proteolytische Spaltung der MMP-9-Substrate bendtigt [222]. Die
Kollagen/Gelatin-Bindungs-Doméane besteht aus drei Fibronektin Typ Il-&hnlichen
Domaénen, die wichtig fir die Bindung von Gelatin [223,224] und Kollagen [225]
sowie flr die proteolytische Aktivitat von MMP-9 gegentber Typ IV, V und Xl
Kollagen sind [226,227]. Die O-glykosylierte Verbindungs-Domane und die
Hemopexin-Doméane von MMP-9 spielen eine wichtige Rolle in der Regulation der
Bioverfugbarkeit von MMP-9 [228]. Die Hemopexin-Domane von MMP-9 vermittelt
die Bindung von MMP-9 mit verschiedenen Interaktionspartnern, wie z. B. TIMP-1
[224] und Gelatin [229]. Die isolierte Hemopexin-Doméne fungiert als Inhibitor der
MMP-9-Aktivitat sowie als Inhibitor der Adh&sion, Migration und Invasion von
Tumorzellen [229].

Fur Krebserkrankungen ist die erhdhte Expression von MMP-9 u.a. bei
Mammakarzinomen [230], Ovarialkarzinomen [231], Kolonkarzinomen [230],
Lungenkarzinomen [230], Magenkarzinomen [232], Pankreaskarzinomen [205],
Prostatakarzinom [233], Blasenkarzinom [201] und Gliomen [203] nachgewiesen. Die
funktionelle Interferenz mit MMP-9 in Tumormodellen in vivo fihrt zu einer
Verringerung des Tumorwachstums [234,235], der Angiogenese [234,236], der
Invasion [234] sowie zu verstarkter Apoptose [235]. Die erhthte Expression von
MMP-9 geht beim Osteosarkom mit erhéhtem metastatischen Potential einher [237].
In verschiedenen Modellen der Karzinogenese und Metastasierung férdert die
stromale Expression von MMP-9 die Karzinogenese [238] und die Bildung von
Metastasen in Leber [239] und Lunge [240,241]. Diese Beobachtungen verdeutlichen
die funktionelle Bedeutung von Wirts-MMP-9 fir Tumorwachstum und erfolgreiche
Metastasierung von Tumorzellen. In einem experimentellen syngenen T-
Zelllymphom-Modell wird Tumorzell-MMP-9 fir die invasiven Schritte der

Lebermetastasierung  bendtigt  [242]. Zusammenfassend  zeigen  diese
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Beobachtungen, dass von Wirts- und Tumorzellen exprimiertes MMP-9 ein wichtiger

Modulator des tumorigenen und metastatischen Potentials von Tumorzellen ist.
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3 Ziel der Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit lag in der Aufklarung der funktionellen Rolle von L1CAM fur die
Progression und Metastasierung nicht-solider Tumoren. Im Gegensatz zur
funktionellen Rolle von L1CAM in der Progression und Metastasierung von soliden
Tumoren ist Uber den Beitrag von L1CAM zur metastatischen Disseminierung von
Tumoren hamatopoietischen Ursprungs wenig bekannt. Das L-Cl.5s murine T-Zell-
Lymphom ist ein aggressives, nicht-solides Tumormodell, welches sowohl in
spontanen Metastasierungsassays nach intradermaler Inokulation der Tumorzellen
als auch in experimentellen Metastasierungsassays nach Inokulation der
Tumorzellen in die Schwanzvene syngener DBA/2-Mause zur Bildung von
manifesten Metastasen in der Leber, einem auch bei Adenokarzinomen haufig von
Metastasen betroffenen Organ, fihrt. Dieses Modell erlaubt die schnelle,
reproduzierbare und zeitlich aufgeléste Analyse der Lebermetastasierung. Zunéchst
solite L1CAM in L-ClL.5s-Zellen mittels shRNA-vermittelter RNA-Interferenz
supprimiert werden. Die Auswirkungen dieser Modulation der LLCAM-Expression auf
tumorbiologische Parameter wie Proliferation, Migration und Invasion sollten in vitro
analysiert werden. Die Bedeutung von L1CAM fur das metastatische Potenzial der L-
Cl.5s-Zellen sollte in spontanen und experimentellen Metastasierungsassays in vivo
untersucht werden. Uber Metastasierungs-assoziierte Parameter, wie. z.B.
Proliferation, invasive Prozesse und die Kolonisierung des Zielorgans, sollten neben
molekularbiologischen Methoden auch immunhistochemische Methoden Aufschluss
geben. Die Analyse der molekularen Mechanismen sollte durch Genexpressions-
analysen und die Analyse der Aktivitdit der die Invasion und Metastasierung
fordernden Matrix-Metalloproteinasen durch zymographische Methoden in vitro und
in situ erfolgen. Wichtige Erkenntnisse aus dem L-Cl.5s T-Lymphom-Modell sollten in
der humanen Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip, einem typischen L1CAM-
abhangigen Tumormodell, bestatigt und somit die Erkenntnisse aus dem nicht-
soliden L-Cl.5s T-Lymphom-Modell auf eine solide Tumorentitat epithelialen

Ursprungs (Karzinome) ausgeweitet werden.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Verwendete Versuchstiere

DBA/2

Fur die tierexperimentellen Versuche dieser Arbeit wurden 8-10 Woche alte,
Pathogen-freie, weibliche DBA/2-Mause verwendet, die von Janvier (Saint Berthevin
Cedex, Frankreich) bezogen wurden. Es handelt sich um einen immunkompetenten

Mausstamm.

4.1.2 Zelllinien
293T

293T-Zellen sind urspringlich aus humanem, embryonalen Nierenepithel isoliert
worden (HEK293) [243]. Sie lassen sich besonders gut transfizieren und werden
deshalb als Verpackungszelllinie fur die Produktion retro- und lentiviraler Partikel
verwendet. Sie exprimieren sowohl die Gene E1A und E1B des humanen
Adenovirus 5 als auch das SV40 T-Antigen. Diese Zelllinie wurde von der Invitrogen

Deutschland GmbH (Darmstadt, Deutschland) bezogen.

L-Cl.5s

Die murine T-Lymphom-Zelllinie L-Cl.5s ist eine lacZ-markierte Variante der ESb-
Zelllinie. L-Cl.5s-Zellen wurden durch Re-isolierung intradermal in DBA/2-Mause
inokulierter ESb-T-Lymphom-Zellen aus spontanen Lebermetastasen erhalten [244].
Das Markergen lacZ kodiert fur das Enzym B-Galaktosidase. Dieses Enzym setzt in
Anwesenheit von Sauerstoff das Substrat X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-
galaktopyranosid) zu Galaktose und Indigo (blauer Farbstoff) um und ermdglicht
damit den post mortem-Nachweis des Enzyms. Die Konzentration des Indigo-
Farbstoffes im Zytoplasma der Zellen erlaubt die Identifizierung einzelner
Tumorzellen in X-Gal-gefarbten Gewebeschnitten und auf der Oberflache X-Gal-
gefarbter Organe [245]. L-Cl.5s-Zellen sind in der Lage sowohl in syngenen DBA/2-
Mausen als auch in immunsupprimierten Mausen Tumoren zu bilden. L-Cl.5s-Zellen

bilden Metastasen in der Leber, in Lymphknoten und in der Milz sowohl nach
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intradermaler Inokulation als auch nach intraventser Inokulation in die Schwanzvene
[244]. Einzelne Tumorzellen kdnnen dariber hinaus im Knochenmark nachgewiesen
werden [246].

SKOV3ip-lacz

Die Zelllinie Skov-3ip stammt von der Parentalzelllinie Skov-3 ab. Letztere wurde
1973 ursprunglich aus Aszites einer 64-jahrigen Patientin mit einem zystischen
Adenokarzinom des Ovars isoliert. Skov3-ip-Zellen wurden nach intraperitonealer
Inokulation von Skov-3-Zellen aus dem Peritoneum isoliert. Sie wachsen adharent
und besitzen epithelialen Charakter. Einzelne Zellen weisen spindelférmige
Morphologie auf. Skov-3ip-Zellen sind tumorigen nach intraperitonealer Inokulation
[170] und bilden Lungenmetastasen nach intravendser Inokulation in die
Schwanzvene [247]. Skov-3ip-Zellen wurden von Prof. Ellen Vitetta (University of
Dallas, Texas, USA) zur Verfigung gestellt und von Prof. Peter Alevogt (DKFZ,

Heidelberg, Deutschland) bezogen.

4.1.3 Bakterien

TOP10

Der E. coli Bakterienstamm TOP10 besitzt den folgenden Genotyp: F- mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15AlacX74 recAl araD139 A(ara-leu)7697 galU galK
rpsL (StrR) endAl nupG. Dieser Bakterienstamm zeichnet sich durch seine gute
Transformierbarkeit aus und eignet sich insbesondere fur die Transformation
unmethylierter DNA. Die Bakterien wurden von der Firma Invitrogen (Darmstadt,

Deutschland) bezogen.

4.1.4 Plasmide
pSIREN-RetroQ

Dieses retrovirale Expressionsplasmid ist fir die Expression von shRNAs optimiert.
Das Plasmid (Katalog-Nr. 631526) wurde von Clontech/Takara Bio Europe (Saint-
Germain-en-Laye, Frankreich) bezogen.

Fur die stabile Suppression der L1ICAM-Genexpression in L-Cl.5s- und SKOV3ip-
lacZ-Zellen wurde shRNA-vermittelte RNA-Interferenz verwendet. Dazu wurden unter
Verwendung des Programms shRNA target finder (Ambion/Life Technologies,
Darmstadt, Germany) potentielle Zielsequenzen mit einer Lange von 19 bis 22

Nukleotiden innerhalb der Sequenz des L1CAM-mRNA identifiziert. Mogliche Off-
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target-Effekte  wurden mit Hilfe des BLAST-Algorithmus ausgeschlossen

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi). Die resultierenden Sequenzen wurden mit

einem 5'-BamHI-Uberhang und einem 3‘-EcoRI-Uberhang versehen und unter
Verwendung von Standard-Klonierungsprotokollen in den retroviralen Vektor
pSIREN-RetroQ kloniert.

CMV/MSV
5' LTR

Amp’
RNAi-Ready

pSIREN-RetroQ
6.4 kb

ColE1 ori Pock
SV40 ori

Psvao 3
LTR

BamH 1(6441)

EcoR1(2)

6430 6440 10 20 30 40
5-TGT6GAAAGGACGABGATCC...shRNA oligo cloning site...]GAATTCTACCGGETAGGGEAGGCGCT T TTCCCAAGGCAGT-3'
BamH | EcoR |
3-ACACCTTTCCTGCTCCTAGEL..shRNA oligo cloning site...JC T TAAGATGGCCCATCCCCTCCGCGAAAAGGGTTCCGTCA-5'

Abb. 3: Vektorkarte und Sequenz der Multiple cloning site (MCS) mit den Schnittstellen fir die
Restriktionsenzyme BamHI und EcoRI des retroviralen shRNA-Expressionsplasmids pSiren-RetroQ.
Die Abbildung stammt von der folgenden Internet-Adresse:

http://www.clontech.com/DE/Products/Viral Transduction/Retroviral Vector Systems/ibcGetAttachme
nt.jsp?cltemld=17680&fileld=5877944&sitex=10024:22372:US (Stand: 28.10.2014, 10:30 Uhr).

Die verwendeten shRNA-Sequenzen:
* PpSIREN-RetroQ-shL1-2 (murin)
Sequenz: 5-AACAAATATGGTCCTGGAGAA-3

* PpSIREN-RetroQ-shL1-3 (murin)

Sequenz: 5-AAGCCACATAGTGGTACCTGC-3’
* PpSIREN-RetroQ-shL1-2 (human)

Sequenz: 5-AAGTACCGGATTCAGCGTGGC-3’
* PpSIREN-RetroQ-shL1-3 (human)

Sequenz: 5-AACTTCGGACACACAACCTGA-3

4.1.5 Oligonukleotide (Primer)

Die folgenden Gen-spezifischen Primer wurden in Kombination mit der Universal

ProbeLibrary fiur die TagMan®-basierte Genexpressionsanalyse verwendet. Die
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Primer-Sequenzen wurden uber das Universal ProbeLibrary Assay Design Center

(https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=UP030000)

erhalten. Die Gen-spezifischen Primer wurden bei Metabion (Planegg/Steinkirchen,

Deutschland) bezogen.

Tab. 1. FiUr die TagMan®-Analyse mittels Universal ProbelLibrary verwendete

Sonden und Primer

Gen (#Sonde)

Primersequenzen

Humanes MMP-2 (Probe #34)

Linker Primer: cggttttctcgaatccatga
Rechter Primer: ggtatccatcgccatgct

Humanes MMP-9 (Probe #24)

Linker Primer: aactacgaccgggacaagc
Rechter Primer: ggaaagtgaaggggaagacg

Murines MMP-2 (Probe #85)

Linker Primer: gtgggacaagaaccagatcac
Rechter Primer: gcatcatccacggtttcag

Murines MMP-9 (Probe #19)

Linker Primer: acgacatagacggcatcca
Rechter Primer: gctgtggttcagttgtggtg

4.1.6 Antikorper

Tab. 2: Verwendete Primérantikorper

Antikorper

Hersteller

Monoklonaler Ratte anti-Maus L1CAM
Antikdrper, Klon 324

Prof. Peter Altevogt, DKFZ, Heidelberg,
Deutschland

Monoklonaler Ratte anti-Maus L1CAM
Antikdrper, Klon 555 (IgG-Isotyp)

Prof. Peter Altevogt, DKFZ, Heidelberg,
Deutschland

Monoklonaler Maus anti-human L1CAM
Antikdrper UJ127.11 (IgG1-Isotyp)

Prof. Peter Altevogt, DKFZ, Heidelberg,
Deutschland

Monoklonaler Maus anti-human L1CAM
Antikdrper L1-9.3 (lgG2a-Isotyp)

Prof. Peter Altevogt, DKFZ, Heidelberg,
Deutschland

Monoklonaler Maus anti-human L1CAM
Antikorper L1-14.10 (IlgG1-Isotyp)

Prof. Peter Altevogt, DKFZ, Heidelberg,
Deutschland

anti-a-Tubulin Maus mAb, Klon DM1A

Calbiochem, Merck, Darmstadt,
Deutschland

Rabbit polyclonal antibody to PCNA

Abcam, Cambridge, UK
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Tab. 3: Verwendete Sekundarantikérper

Antikorper

Hersteller

ECL mouse IgG, HRP-linked whole Ab

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
Germany

Goat polyclonal Secondary Antibody to
Rat IgG—H&L (PE), ab97058

Abcam, Cambridge, UK

PE Goat anti-mouse 1gG (minimal x-
reactivity), #405307

BioLegend, London, UK

4.1.7 Medien und Zellkultur-Losungen

Tab. 4: Verwendete Medien und Zellkulturlésungen

Medium/Lésung

Hersteller

Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM)

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

RPMI 1640

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Arginin (Arg), 55 mM

Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

Asparagin (Asp), 27 mM

Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

L-Glutamin (L-Glu), 200 mM

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

HEPES, 1M Gibco GmbH, Karlsruhe, Deutschland
B-Mercaptoethanol, 50 mM Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland
DMSO Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

PBS (Phosphate buffered saline), pH 7,4

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Trypsin/EDTA-LOsung, pH 7,4

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Trypanblau-Lésung

Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

4.1.8 Medien und Losungen fur die Kultivierung von

Bakterien

Tab. 5: Fir die Kultivierung von Bakterien verwendete Medien und Losungen

Medium/L6ésung

Zusammensetzung

Luria Broth (LB)-Medium

10 g Bacto™ Trypton

5 g Bacto™ Yeast Extract

5 g NaCl

15 g Bacto™ Agar (furr LB-Platten)
Mit 5 M NaOH auf pH 7,5 einstellen
Mit ddH,O auf 1 L aufftllen
Autoklaviert fir 20 min bei 120 °C
Lagerung bei 4 °C.
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4.1.9 Puffer und Losungen

Tab. 6: Fir die X-Gal-Farbungen und IHC-Farbungen verwendete Losungen

Puffer

Zusammensetzung

10xPBS

80 g Natriumchlorid (NaCl)

2 g Kaliumchlorid (KCI)

14,4 g Natriumhydrogenphosphat
(Na2HPOA4)

2,4 g Kaliumdihydrogenphosphat
(KH2PO4)

Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt.
AnschlieRend wurde mit ddH,O auf
einen Liter aufgefullt. Die Losung wurde
autoklaviert und bei Raumtemperatur
aufbewabhrt.

10xTBS

500 mM Tris-Base

1,5 M NaCl

Der pH- Wert wurde auf 7,4 eingestellt.
Anschliel3end wurde mit ddH,O auf
einen Liter aufgefullt. Die Losung wurde
autoklaviert und bei Raumtemperatur
aufbewahrt.

TBS-T

10xTBS-Puffer 1:10 verdinnt
Tween 20 1:1000 verdinnt

9 Teile ddH,0O auf 10 Teile
Gesamtvolumen. Lagerung bei
Raumtemperatur.

Fixierlosung (Paraffinschnitte)

2 % Formaldehyd in 1x PBS

Mayer's Hamalaun Lésung

Apotheke des Klinikums rechts der Isar,
Munchen, Deutschland

Eosinlésung, wassrig

Apotheke des Klinikums rechts der Isar,
Munchen, Deutschland

Fixierlosung (Organe und Kryoschnitte)

2 % Formaldehyd, 0,2 % Glutaraldehyd
in 1x PBS

X-Gal-Stock (40mg/ml)

1 g X-Gal in 25 ml Dimethylformamid
geldst. Lichtgeschtzt bei -20 °C lagern.

X-Gal-Farbelésung

1,64 g KsFe(CN)s = Fe**

2,10 g K4Fe(CN)g = Fe?*

2 mL 1 M MgCl,

1 mL 10 % Natrium-Deoxycholat

2 mL 10 % NP-40

In 900 mL PBS lésen und auf pH=7,1
einstellen. Lagerung lichtgeschutzt bei
4°C
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Ready-to-use X-Gal-Farbeltsung

X-Gal-Stock 1:40 in X-Gal-Farbel6sung
verdinnen. Unmittelbar vor Farbung

lichtgeschutzt angesetzt.

Tab. 7: Fir die Gelelektrophorese verwendete Losungen

Losung/Puffer Zusammensetzung
6% Auftragspuffer 0,15 % (w/v) Bromphenolblau
60 mM H»0»

60 % (v/v) Glycerin
Aufgefillt mit Nuklease-freiem ddH,0.

Tris-Acetat-EDTA (TAE)-Puffer

40 mM Tris (pH 8,0)
1 mM EDTA

0,1 % Essigsaure

Tab. 8: Fiur die SDS-Gelelektrophorese und Western Blotting verwendete Lésungen

Ldsung/Puffer

Zusammensetzung

5xLaemmli-Auftragspuffer

100 mg Bromphenolblau

3,5 mL Glycerin

1,59 SDS

3,2mL 1 M Tris

2,5 mL B-Mercaptoethanol
Aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

10xElektrophorese-Puffer

30,3 g Tris-Base

144,2 g Glycin

10 g SDS

Aufgefullt mit ddH,O auf 1 L, bei
Raumtemperatur gelagert.

10xBlottingpuffer

3 g Tris-Base

11,25 g Glycin

10 % (v/v)Methanol

Mit ddH20 auf einen Liter auffillen.
Lagerung bei Raumtemperatur.

10xTBS-Puffer

500 mM Tris-Base

1,5 M NacCl

pH-Wert auf 7,6 einstellen und mit
ddH,0 auf einen Liter aufftllen.
Lagerung bei Raumtemperatur.

1xTBS-T

10 x TBS-Puffer 1:10 verdiinnen
Tween 20 1:1000 verdinnen

9 Teile ddH,0O auf 10 Teile
Gesamtvolumen. Lagerung bei
Raumtemperatur.

Cell Lysis Buffer (10x), #9803

Cell Signaling Technology Europe,
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Leiden, Niederlande

Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific, Bonn,
Deutschland
Clarity™ ECL Western Substrate Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,

Deutschland

4.1.10 Standards und Kits
Tab. 9: Verwendete DNA- und Protein-GroRenstandards

GroRenmarker Hersteller

GeneRuler™ 1 kb DNA ladder Fermentas, Thermo Fisher Scientific,
Bonn, Deutschland

GeneRuler™ 100 bp DNA ladder Fermentas, Thermo Fisher Scientific,

Bonn, Deutschland

PageRuler™ Prestained Protein Ladder | Fermentas, Thermo Fisher Scientific,
Bonn, Deutschland

Tab. 10: Kits fur die Aufreinigung von RNA und DNA, Kits und Assays fur RT-PCR

und gRT-PCR

Kits Hersteller

QIAGEN® Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden, Deutschland
QIAGEN RNeasy® Midi Kit Qiagen, Hilden, Deutschland
High-Capacity cDNA Reverse Applied Biosystems, Darmstadt,
Transcription Kit Deutschland

TagMan® Gene Expression Master Mix | Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

TagMan® Environmental Master Mix 2.0 | Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

TagMan® Gene Expression Assay Applied Biosystems, Darmstadt,
humanes L1CAM (Hs00240928 m1) Deutschland
TagMan® Gene Expression Assay Applied Biosystems, Darmstadt,
humanes MMP-2 (Hs00234422 m1) Deutschland
TagMan® Gene Expression Assay Applied Biosystems, Darmstadt,
humanes MMP-9 (Hs00234579 _m1) Deutschland
TagMan® Gene Expression Assay Applied Biosystems, Darmstadt,
murines LICAM (Mm00493049_m1) Deutschland
TagMan® Gene Expression Assay Applied Biosystems, Darmstadt,
murines MMP-2 (Mm00439508 m1) Deutschland
TagMan® Gene Expression Assay Applied Biosystems, Darmstadt,
murines MMP-9 (Mm00600163_m1) Deutschland
TagMan® Gene Expression Assay Applied Biosystems, Darmstadt,
murines PCNA (Mm00448100_g1) Deutschland
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TagMan® Gene Expression Assay
lacZ (LACZ1-LAC3)

Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

TagMan® Gene Expression Assay
18S rRNA (4319413E, RefSeq:
X03205.1)

Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

FastStart Universal Probe Master (Rox)

Roche, Penzberg, Deutschland

Universal ProbeLibrary Set, Human
(04683633001)

Roche, Penzberg, Deutschland

Universal ProbeLibrary Set, Mouse
(04683641001)

Roche, Penzberg, Deutschland

4.1.11 Chemikalien

Tab. 11: Weitere verwendete Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

AbSolve™

NEN® Life Science Products, Zaventem,
Belgien

peqGOLD Universal-Agarose

PegLab, Erlangen, Deutschland

alamarBlue®-Reagenz

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Albumin bovine Fraction V (BSA)

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Ammoniumchlorid (NH4CI)

Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

Ampicillin, Ampicillin-Natriumsalz

Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

Bacto'™ Agar

BD, Heidelberg, Deutschland

Bacto'" Tryptone

BD, Heidelberg, Deutschland

Bacto'™ Yeast Extract

BD, Heidelberg, Deutschland

Chloroform

Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

DAPI

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

DQ™.-Gelatine

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Essigsaure (Eisessig), 100 %, wasserfrei

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

Ethylendiamintetraacetat (EDTA), reinst

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

Ethanol (EtOH), zur Analyse, > 99,9 %

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

Ethanol, 98 % fur die Immunhistochemie

Apotheke des Klinikums rechts der Isar,
Munchen, Deutschland

Ethidiumbromid (EtBr)

Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

Formaldehyd Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Formamid AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Glutaraldehyd-L6sung, 50 % AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Glycerin AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Glycin Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

HEPES, > 99,5 %

Fluka GmbH, Buchs, Schweiz
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Isopropanol

Apotheke des Klinikums rechts der Isar,
Munchen, Deutschland

Kaiser’s Glycerin-Gelatine

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

Kaliumchlorid (KCI)

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

Magermilchpulver

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

Magnesiumsulfatheptahydrat (MgSO4 - 7
H»0)

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

B-Mercaptoethanol

Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

Methanol (MeOH), zur Analyse, > 99,8 %

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Natriumacetat (NaAc), zur Analyse,
wasserfrei

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

Natriumchlorid (NaCl), reinst

Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

Natriumdeoxycholat

Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO,)

Fluka GmbH, Buchs, Schweiz

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Merck GmbH, Schwalbach, Deutschland

Natriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)

Fluka GmbH, Buchs, Schweiz

Nonidet-P40 (NP40)

Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

Ponceau S Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

Roticlear™ Carl Roth GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

SB-3CT Sigma, Deisenhofen, Deutschland

TEMED Sigma GmbH, Deisenhofen, Deutschland

Trishydroxymethlyaminomethan (Tris)

Roche Diagnostics, Penzberg,
Deutschland

TRIzol®-Reagenz

Invitrogen GmbH, Karlsruhe,
Deutschland

Tween 20

AppliChem, Darmstaadt, Deutschland

X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-
Galaktopyranoside)

Fermentas, St. Leon-Rot, Deutschland

4.1.12 Verbrauchsmaterialien

Tab. 12: Verwendete Verbrauchsmaterial

ien

Bezeichnung

Hersteller

Zellkultur-Petrischalen: 10x2 cm, 15x2
cm

TPP AG, Trasadingen, Schweiz

Zellkulturflaschen: 25 cm?, 75 cm?, 150

cm?

TPP AG, Trasadingen, Schweiz

Zellkultur-Testplatten: 6-Loch, 12-Loch,
24-Loch, 96-Loch, Flach- und Rund-
boden

TPP AG, Trasadingen, Schweiz

Pipettenspitzen:

Josef Peske GmbH & Co. KG, Aindling,
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0,5-10, 2-200, 100-1000 pL

Deutschland

Filter Tips Multi Guard Barrier Tips
Pipettienspitzen mit Filter: 10, 10-200,
100-1000 pL

Sorenson BioScience, Inc., Salt Lake
City, UT, USA

Multipipette Tips Combitips plus: 1, 2.5, 5
und 10 mL

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Steritop'™ Filtereinheiten, 0.22 ym

Millipore, Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Sterilfilter, 0,22 und 0,45 pym

Josef Peske GmbH & Co. KG, Aindling,
Deutschland

Zellschaber, 30 cm

TPP AG, Trasadingen, Schweiz

Serologische Pipetten, steril: 1, 2, 5, 10,
25,50 mL

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Injektionsnadeln InjectR Luer Solo: 5,
10 mL

B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Injektionsnadeln Omnifix-F Solo, 1 mL

B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Injektionsnadeln Omnican 40 U-40
Insulin

B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Hypodermic Injektionsnadeln StericanR

B.Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Tissue embedding cassettes

Medite Medizintechnik, Burgdorf,
Deutschland

Falcon Zentrifugationsrohrchen, konisch
15 und 50 mL

TPP AG, Trasadingen, Schweiz

FACS-Ro6hrchen, 5 mL, Rundboden,
Polystyrol

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Reaktionsgefalie: 0.5, 1.5, 2 mL

Josef Peske GmbH & Co. KG, Aindling,
Deutschland

dTM

Amersham™ Hybond™ Nitrocellulose

Membrane

GE Healthcare GmbH, Minchen,
Deutschland

Superfrost® Plus Objekttrager

Menzel GmbH, Braunschweig,
Deutschland

Deckglaschen, 24 x 50 mm

Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig,
Deutschland

Tissue Tek® Einbettmedium

Sakura Finetek, Heppenheim,
Deutschland

Thick Blot Filter Paper, #1703956

(Bio-Rad Laboratories, Munchen,
Deutschland)

MicroAmp® Optical 96-Well Reaction
Plate

Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland
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4.1.13 Laborgerate

Tab. 13: Verwendete Laborgerate

Laborgerat

Hersteller

Eppendorf Reseach-Piepetten: 10, 20,
200 und 1000 pL

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Multichannel-Pipette Eppendorf Reseach

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Repetitive Pipette Multipette plus

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Waage PCE-LSM 2000

PCE Deutschland GmbH, Meschede,
Deutschland

Waage Research RC210P

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Mini centrifuge MCF-2360

LMS Consult GmbH & Co. KG,
Brigachtal, Deutschland

Table centrifuge 5417R

LMS Consult GmbH & Co. KG,
Brigachtal, Deutschland

Megafuge 2.0R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Microtiter shaker MTS 2/4

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Mini rocker MR-1

G.Kisker GbR, Steinfurt, Deutschland

Vortex shaker Minishaker MS2

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Scientific CO, Water Jacketed Incubator

Thermo Quest, Egelsbach, Deutschland

Neubauer-Zahlkammer

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Wallac Victor

PerkinElmer, Weiterstadt, Deutschland

Microm HM355

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Microm HM560 Cryo Star

Richard-Allan Scientific, San Diego, CA,
USA

WB Gelelektrophorese-System Mini
PROTEAN System

Bio-Rad Laboratories, Miinchen,
Deutschland

WB imager ChemiDoc™ MP System

Bio-Rad Laboratories, Miinchen,
Deutschland

Trans-Blot SD Cell Blotting-Apparatur

Bio-Rad Laboratories, Miinchen,
Deutschland

ABI PPRISM® 7900HT Sequence
Detection System

Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

BD FACSCanto™ Il Durchflusszytometer

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Axiovert 25 and 135 with AxioCam MRc

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena,
Deutschland

AxiolmagerZ1 with ApoTome

Carl Zeiss Jena GmbH, Jena,
Deutschland
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Leica DMR Mikroskop

Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

Nikon ECLIPSE TE2000-S
Fluoreszenzmikroskop

Nikon Instruments Europe,
Badhoevedorp, Niederlande

4.1.14 Software

Tab. 14: Verwendete Software

Software

Hersteller

SDS2.2 Real time PCR

Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

FACSDiva Flow cytometry

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

FlowJo Version 8 Software

Tree Star Inc., Ashland, Oregon, USA

SPOT Advanced Software

SPOT Imaging Solutions, Sterling
Heights, MI, USA

NIS Elements BR 3.10 Software

Nikon Instruments Europe,
Badhoevedorp, Niederlande

SigmaStat for Windows Software version
3.00

SPSS Inc./IBM, Armonk, NY, USA

GraphPad Prism Software version 6.0.1

GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA
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4.2 Methoden

4.2.1 Tierexperimentelle Methoden

4.2.1.1 Metastasierungsmodelle

Spontanes Metastasierungsmodell

Fur die Untersuchung des Einflusses von Tumorzell-LLCAM auf frihe und spate
Schritte der Lebermetastasierung von Tumorzellen wurden 1 x 10° L-Cl.5s T-
Lymphom-Zellen in 200 yL PBS (pH =7,4) intradermal (i. d.) in die linke Flanke
Pathogen-freier, syngener DBA/2-Mause inokuliert. Die Zellen wurden vor der
Inokulation auf eine Zellzahl von 5 x 10° Zellen/mL eingestellt und bis zur Inokulation
auf Eis gelagert bzw. transportiert. Alle Mause, denen Tumorzellen inokuliert wurden,
entwickelten intradermale Primartumoren (tumor take = 100 %), welche vergleichbar
in ihrer Gro3e waren. Das Wachstum der Primartumoren wurde durch visuelle
Inaugenscheinnahme verfolgt und in regelmafigen Abstanden (zwei Tage) mit einer
Schieblehre gemessen. Bei der ersten Durchfihrung des Experimentes wurden die
Mause (in Ubereinstimmung mit den Richtlinien des Tierschutzgesetzes des
Freistates Bayern und anerkannt durch die Regierung von Oberbayern) geopfert,
sobald die ersten Mause Anzeichen von Morbiditat als Folge der Metastasierung
aufwiesen (zehn bzw. elf Tage nach erfolgter Inokulation der Tumorzellen). Bei der
zweiten Durchfihrung des Experimentes wurden die Mause geopfert und die
Primartumoren und Organe entnommen, sobald die ersten Tumoren einen

Durchmesser von 1,0 cm erreichten.

Experimentelles Metastasierungsmodell

Fur die Untersuchung des Einflusses von Tumorzell-LLCAM auf spate Schritte der
Lebermetastasierung von Tumorzellen wurden 5 x 10® L-Cl.5s T-Lymphom-Zellen in
200 uyL PBS (pH =7,4) in die Schwanzvene (i. v.) syngener DBA/2-Méause inokuliert.
Analog wurden 1 x10° SKOV3ip-lacZ Ovarialkarzinomzellen in 200 pL PBS
(pH = 7,4) in die Schwanzvene Pathogen-freier, athymischer CD1™"™-Nacktmause
inokuliert. Um eine Dilatation der Venen und somit eine Erleichterung der Inokulation
in die Schwanzvene zu erreichen, wurden die Mause kurz vor der Inokulation mit

einer Infrarotwdrmelampe bestrahlt. Die Mause wurden sieben Tage (L-CI.5s) bzw.
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26 Tage (SKOV3ip-lacZz) nach erfolgter Tumorzellinokulation geopfert und die

Organe entnommen.

4.2.1.2 Probengewinnung

Die Mause wurden am Ende der spontanen und experimentellen
Metastasierungsassays durch CO, getotet, und sofort Primé&rtumor (spontanes
Metastasierungsmodell), Leber, Lunge und Milz (spontane und experimentelle
Metastasierungsmodelle) entnommen. Die Leber wurde in mehrere Teile zerteilt und
einige Teile der Leber wurden in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis zur
Untersuchung bei -80 °C gelagert. Ebenso wurde mit dem rechten Lungenfligel
verfahren. Von jeder Leber wurden zwei Stiicke in Tissue Tek®-Einbettmedium
(Sakura Fine Tek Germany GmbH, Staufen, Deutschland) fir eine spétere
Anfertigung von Kryoschnitten eingebettet und ebenfalls bei -80 °C aufbewahrt. Fir
eine spéatere Anfertigung von Paraffinschnitten wurden Leberstiicke tber Nacht in
Fixierlosung (2 % Formaldehyd in 1xPBS) fixiert, ein Paraffinbad getaucht und in
Paraffin eingebettet. Die Leberlappen lobus sinister medialis hepatis und lobus
dexter medialis hepatis wurden zur Beurteilung des Metastasierungsmusters mit X-
Gal-Losung gefarbt. Primartumoren wurden halbiert und eine Halfte in flissigem
Stickstoff schockgefroren und bis zur Untersuchung bei -80°C aufbewahrt. Die
andere Halfte wurde mit in Tissue Tek®-Einbettmedium fur spatere Kryoschnitte

eingebettet und bei -80°C gelagert.

4.2.2 Zellbiologische Methoden

4.2.2.1 Zellkulturmedien

Zelllinie Verwendetes Medium

293T DMEM, 10 % (v/v) FCS, 2 mM L-
Glutamin, 100 mM HEPES, 0,27 mM
Arginin, 0,55 mM Asparagin

L-Cl.5s RPMI, 10 % FCS (v/v) (PAA Gold), 2 mM
L-Glutamin, 100 mM HEPES,
0,5 mM B-Mercaptoethanol

SKOVa3ip-lacz DMEM, 10 % (v/v) FCS, 2mM L-
Glutamin, 100 mM HEPES, 0,27 mM
Arginin, 0,55 mM Asparagin
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4.2.2.2 Kultivierung von Zellen

Alle Zellen wurden in Brutschranken fur die Zellkultur bei 37 °C, einem CO,-Gehalt
von 5% und einer Luftfeuchtigkeit von 95 % (Scientific CO, Water Jacketed
Incubator, Thermo Quest, Egelsbach, Deutschland) kultiviert, um optimale
Bedingungen fur das Wachstum der Zellen zu gewahrleisten. Alle Zelllinien wurden
gemalR Laborprotokoll drei Mal pro Woche (montags, mittwochs und freitags)
passagiert. Adharente Zellen wurden auf 10 cm Zellkultur-Petrischalen (TPP,
Trasadingen, Schweiz) kultiviert und fur die Passage mit Trypsin/EDTA-L6sung von
Petrischalen unter mikroskopischer Sichtkontrolle abgelost. Die abgelosten Zellen
wurden in dem entsprechenden warmen Medium aufgenommen und in einem fir die
Zelle und die jeweilige Zelldichte spezifischen Verhdaltnis gesplittet. Die
Suspensionszelllinie L-Cl.5s wurde in Zellkulturflaschen mit Gro3en von T25 und T75
(TPP, Trasadingen, Schweiz) kultiviert. L-Cl.5s-Zellen wurden in einem Verhaltnis
zwischen 1:4 und 1:10 gesplittet. Das Splitverhaltnis richtete sich nach dem pH-Wert
des Mediums, welcher am farbigen Indikator im Medium abgeschatzt wurde. Gemaf
dem ermittelten Splitverhaltnis wurden Zellen in eine Flasche mit frischem

vorgelegtem Medium Uberfiihrt und suspendiert.

4.2.2.3 Bestimmung der Zellzahl

Die Einstellung der Zellzahl fur Zell-basierte Assays und Tierversuche erforderte die
Einstellung bestimmter Zellzahlen. Fur die Zellzahl-Bestimmung adhéarenter Zellen
wurden diese mit Trypsin/EDTA-L6sung abgelést und in Medium resuspendiert.
Danach wurden sowohl von adharenten als auch von Suspensionszellen 100 pL
einer Einzelzellsuspension mit 100 yL Trypanblau-Loésung versetzt und in eine
Neubauer-Zahlkammer pipettiert. Die  Trypanblau-Lésung ermdglicht die
Unterscheidung toter und lebender Zellen auf der Grundlage, dass ausschlief3lich
tote Zellen angefarbt werden. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte durch das
Auszédhlen zweier diagonal gegeniberliegender grof3er Quadrate der Neubauer-
Zahlkammer. Ein Quadrat der Neubauer-Zahlkammer entspricht der Zellzahl in
0,1 uL der unverdinnten Zellsuspension. Da die Zellsuspension jedoch zuvor durch
die Trypanblau-Losung im Verhéltnis 1:2 verdinnt wurde, entspricht die Zellzahl
zweier ausgezahlter Quadrate der in 0,1 uL Suspension enthaltenen Zellzahl. Fur die
Berechnung der Zellzahl in 1 mL der Suspension wurde die fur das Volumen von

0,1 pL erhaltene Zellzahl der Suspension mit dem Faktor 10* multipliziert.

37



Material und Methoden

4.2.2.4 Produktion retroviraler Zellkulturiiberstande in 293T-Zellen

Fir die Herstellung retroviraler Partikel wurden 5 x 10° 293T-Zellen auf Zellkultur-
Petrischalen mit 10 cm Durchmesser ausgesét. Einen Tag darauf erfolgten ein
Mediumwechsel und 3 h spater die Ko-Transfektion. Daftir wurden jeweils 10 ug der
Helferplasmide pHIT60 (MoMuLV gag und pol exprimierendes Plasmid) [248] und
10 yg pHCMV-G (auch: pHCMV-VSV-G; enthalt env-Gen des Vesikulostomatitis-
virus, welches das Hullprotein exprimiert) [249] sowie 10 uyg Transferplasmid
pPSIREN-RetroQ-shscr bzw. pSIREN-RetroQ-shL1 (shL1-2, shL1-3) in einem 1,5 mL
Eppendorf-Reaktionsgefald vermischt. Die Helferplasmide und das Transferplasmid
wurden in 1,5 mL FCS-freiem Opti-MEM-Medium in einem 15 mL-Falconréhrchen
aufgenommen. Diese Plasmidldsung wurde mit einer LOsung aus 36 uL
Lipofectamine® 2000 (Invitrogen) in 1,5mL Opti-MEM-Medium (5 min bei
Raumtemperatur inkubiert) gemischt und die resultierende Lésung fur 20 min bei
Raumtemperatur stehen gelassen. Im Anschluss wurde diese Ldsung tropfenweise
auf die 293T-Zellen pipettiert, nachdem bei diesen Zellen zuvor das Medium gegen
5 mL Opti-MEM-Medium mit 10 % FCS ausgetauscht worden war. Die Zellen wurden
fur 6 h unter gelegentlichem Schwenken im Zellkultur-Inkubator inkubiert. Dann
wurde das Transfektionsmedium von den 293T-Zellen abgenommen und durch
frisches Medium ersetzt. Weitere 36 h spater wurden die produzierten retroviralen
Partikel geerntet, indem das Medium langsam unter Vermeidung von Scherkraften
abgenommen wurde, und durch Filtration mit Sterilfiltern mit einer Porengréf3e von
0,45 um (TPP, Trasadingen, Schweiz) im Medium mdglicherweise enthaltene Zellen
und Zelltrimmer abgetrennt wurden. Dazu wurde der Sterilfilter seitlich an die
Innenwand eines 15 mL-Falconréhrchens gesetzt. Dieses Vorgehen ermdglichte das
Filtrat zur Vermeidung von Scherkraften, welche die Virushille beschadigen kdnnten,
vorsichtig an der Roéhrcheninnenwand herunterlaufen zu lassen. Die retroviralen
Zellkulturtiberstdnde wurden entweder sofort zur Infektion von Zielzellen benutzt oder

aliquotiert und bei -80 °C aufbewabhrt.

4.2.2.5 Retrovirale Infektion adharenter Zellen

Fir die Infektion adharenter Zellen (SKOV3ip-lacZ) wurden am Vortag 1,5 x 10°
Zellen auf Zellkultur-Petrischalen mit 6 cm Durchmesser ausplattiert. Das Medium
wurde abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit 1 mL

virushaltigem Zellkulturiberstand und Polybren (Sigma GmbH, Deisenhofen,

38



Material und Methoden

Deutschland) mit einer finalen Konzentration von 8 ug/mL (Konzentration der
Stocklosung: 800 pg/mL) infiziert. Am néchsten Tag wurde der virushaltige
Zellkulturiberstand abgenommen und die Zellen mit 10 yg/mL Puromycin
selektioniert, bis die Zellen einer Puromycin-behandelten Wildtyp-Kontrolle

abgestorben waren.

4.2.2.6 Ko-Transfektion zur retroviralen Infektion von Suspensionszellen

Die Suspensionszelllinie L-CI.5s lasst sich durch retrovirale Partikel nur schlecht
infizieren. Diese Zellen wurden durch eine Ko-Transfektion infiziert. Dazu wurden die
L-Cl.5s-Zellen auf zuvor mit Retroviren ko-transfizierte 293T-Zellen gegeben. Die
293T-Zellen wurden zunachst mit retroviralen Plasmiden ko-transfiziert. Am Tag nach
der Ko-transfektion (24 h spater) wurde das Medium von den Zellen der
Verpackungszelllinie 293T abgenommen und 1,5x10° LCl.-5s-Zellen in 10 mL
Medium (Medium fir L-Cl.5s-Zellen) und 100 yL Polybren mit einer finalen
Konzentration von 8 ug/mL (Konzentration der Stocklésung: 800 ug/mL) zugegeben.
Weitere 48 h spater wurde die Selektion der infizierten L-Cl.5s-Zellen begonnen,
indem 2 mL des Uberstandes, der die infizierten L-Cl.5s-Zellen enthielt, in T25-
Zellkulturflaschen mit 3 mL vorgelegtem RPMI 1640-Medium Uberfihrt wurde.

4.2.2.7 Selektion infizierter Zellen mit Antibiotika

Die verwendeten retroviralen Plasmide enthielten als Selektionsmarker ein
Puromycin-Resistenzgen. Die mit retroviralen Partikeln infizierten Zellen wurden
daher mit Puromycin selektioniert, um Zellen mit erfolgreicher Aufnahme der
retroviralen shRNA-Plasmide anzureichern und Zellen, die nicht Trager der shRNA-
Plasmide sind zu téten. Die Zelllinien wurden mit Konzentrationen von 30 pyg/mL (L-
CI.5s) bzw. 10 pg/mL (SKOV3ip-lacZ) Puromycin selektioniert. Die Selektion wurde
so lange fortgesetzt bis alle Wildtyp-Zellen in der T25-Flasche (L-CI.5s) bzw. auf der
Zellkultur-Petrischale (SKOV3ip-lacZ), welche als Kontrolle mitgefihrt wurden,
abgestorben waren. Mussten die Zellen wahrend der Selektion passagiert werden, so
wurden die Zellen mit der entsprechenden Konzentration an Puromycin (s. 0.) in
frischem Medium in neue Zellkultur-GefalRe gesplittet. Nach Ende der Selektion
wurden die erfolgreich transduzierten Zellen ein weiteres Mal passagiert und je nach
Zelldichte zwischen drei und vier Aliquots pro 10 cm-Zellkulturschale eingefroren. Die
Effizienz der LLCAM-Suppression wurde nach Isolation und Umschreiben der RNA in

cDNA durch quantitative RT-PCR ermittelt.
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4.2.2.8 Proliferationsassay

Fur die Analyse der Proliferation von Zellen wurden Proliferationsassays mit dem
alamarBlue®-Reagenz (Invitrogen, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland)
durchgefiihrt. Dafiir wurden 2x10° Zellen in 100 L Zell-spezifischem Medium in
Quadruplikaten in die Locher einer 96-Lochplatte pipettiert. Die Proliferation wurde
fur die Zeitpunkte O h, 24 h, 48 h, 72 und 96 h bestimmt und pro Zeitpunkt eine 96-
Lochplatte verwendet. Nachdem sich die Zellen abgesetzt hatten, wurden zu jedem
Loch mit Zellen 10 yL des alamarBlue®-Reagenzes pipettiert und die Zellen fur 2 h
im  Zellkultur-Inkubator inkubiert. Danach wurde die Fluoreszenz bei einer
Exzitationswellenlange von 530 nm und einer Emissionswellenlange von 590 nm fur
0,2s am Fluoreszenzphotometer gemessen (Wallac Victor, PerkinElmer,
Weiterstadt, Deutschland). Die gemessenen Absorptionen wurden auf die fir

Medium ohne Zellen (Blank) gemessenen Fluoreszenzwerte normalisiert.

4.2.2.9 Boyden Chamber-Migrationsassay

Der Boyden Chamber-Migrationsassay wird routinemafig zur Untersuchung der
zweidimensionalen Migration eukaryotischer Zellen verwendet. Zur Durchfihrung
wurden Trans-well®-Inserts (Corning Incorporated, Corning, NY, USA) mit einer
Porengréf3e von 3 um (L-C1.5s) bzw. 8 ym (SKOV3ip-lacZ) verwendet. Nach Ablésen
der adharenten Zellen sowie zweimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen in
serumfreiem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden gezahlt und auf eine Zellzahl
von 3x10°/mL (L-ClI.5s) bzw. 6,66x10*/mL (SKOV3ip-lacz) eingestellt. In die obere
Kammer wurden 1x10° Zellen (L-CI.5s) bzw. 2x10* Zellen (SKOV3ip-lacZ) in 300 pL
serumfreiem Medium pipettiert. In die untere Kammer wurde 1 mL serumhaltiges
Medium gegeben, in welchem FCS als chemotaktische wirksame Substanz die
chemotaktische Migration der Zellen induzieren sollte. Die Zellen wurden fur 48 h (L-
CI1.58) bzw. 12 h (SKOV3ip-lacz) im Zellkulturbrutschrank inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde die Zahl der migrierten Zellen bestimmt. Dabei unterschied
sich das Vorgehen fur Suspensions- (L-CI.5s) und adhérente Zellen (SKOV3ip-lacz).
L-Cl.5s-Zellen: Die in die untere Kammer migrierten Zellen wurden in der Kammer
resuspendiert. Dann wurden 950 yL der Zellsuspension in Eppendorf-
Reaktionsgefalie pipettiert. Die Zellen wurden fir 5 min bei 300xg abzentrifugiert,
und vom Uberstand 850 yL abgenommen und verworfen. Die Zellpellets wurden in
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den restlichen 100 pL Medium resuspendiert. Die Zellzahl wurde mit Hilfe einer
Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt (ohne Zugabe von Trypanblau).
SKOV3ip-lacZ-Zellen: Die Zellen aus dem Trans-well-Insert wurden mit einem
Wattestabchen entfernt. Die durch das Insert migrierten Zellen wurden durch
Eintauchen des Insert in Diff-Quik®-Losung (Dade Behring, Marburg, Deutschland)
fixiert, mit ddH,O gewaschen und mit DAPI-Losung (AppliChem, Darmstadt,
Deutschland) angefarbt. Die migrierten Zellen wurden schlie3lich durch Auszahlen
der Zellen in 10 mikroskopischen Bildausschnitten quantifiziert.

In einigen Boyden Chamber-Migrationsassays wurde Gelatinase-spezifische Inhibitor
SB-3CT verwendet. Dieser wurde in einer finalen Konzentration von 20 yM sowohl
zum serumfreien Medium in die obere Kammer als auch zum serumhaltigen Medium
in die untere Kammer pipettiert. Als Kontrolle fur das Loésungsmittel wurde das

entsprechende Volumen an DMSO verwendet.

4.2.2.10 Boyden Chamber-Invasionsassay

Der Boyden Chamber-Invasions-Assay wird routinemal3ig zur Untersuchung des
invasiven Potentials von eukaryotischen Zellen eingesetzt [250,251]. Fur die
Durchfihrung der Boyden Chamber-Invasionsexperimente wurden Trans-well®-
Inserts mit einer Porengrof3e von 3 ym (L-CI.5s) bzw. 8 ym (SKOV3ip-lacZ) mit einer
Schicht aus Matrigel™ (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) tiberschichtet.
Matrigel ist eine kunstlich hergestellte Basalmembran-Matrix bestehend aus den
Proteinen Laminin, Kollagen Typ IV und Entactin der extrazellularen Matrix. Alle
Lésungen wurden auf 4 °C und alle benétigten Verbrauchsmaterialien (Inserts und
Pipettenspitzen) auf -20 °C vorgekiihlt. Fur die Uberschichtung der Inserts wurde die
entsprechende Anzahl 50 yL-Aliquots der Matrigel-Stockldsung zunachst ausgehend
von 9,3 mg/mL auf 1 mg/mL unter der Sterilbank mit sterilem 1xPBS verdinnt und
durch 30-maliges Auf- und Abpipettieren und unter Vermeidung der Bildung von
Luftblasen sorgfaltig vermischt. Dann wurden 100 yL der Lésung von 1 mg/mL
Matrigel in 1xPBS vorsichtig auf die Einsatze pipettiert. Das Matrigel wurde durch
leichtes Klopfen gleichmalRig auf den Einsatzen verteilt und die 24-Loch-Platten mit
den beschichteten Inserts zur Verfestigung des Matrigels fur 4h in den
Zellkulturbrutschrank gestellt. Dann wurden die adharenten Zellen (SKOV3ip-lacZ)
von den Zellkultur-Petrischalen abgelost und die Zellen (L-Cl.5s und SKOV3ip-lacz)
zweimal mit warmem 1xPBS gewaschen. AnschlieRend wurden die Zellen gezahlt
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und in serumfreiem Medium auf eine Zellzahl von 3,33 x 10%/mL (L-Cl.5s) bzw.
6,66 x 10° (SKOV3ip-lacZ) eingestellt und resuspendiert. AnschlieBend wurden
150 yL der jeweiligen Zellsuspension (L-Cl-5s: 5 x 10° Zellen, SKOV3ip-lacZ:
1 x 10°) Zellen vorsichtig auf das Matrigel pipettiert. In die untere Kammer wurde
1 mL serumhaltiges Medium pipettiert, welches als chemotaktisch wirksame
Substanz die Invasion der Zellen induzieren sollte. Die Zellen wurden fur 48 h (L-
CI1.58) bzw. 24 h (SKOV3ip-lacZ) im Zellkulturbrutschrank inkubiert. Die Auszahlung
der invadierten Zellen erfolgte wie fir den Boyden Chamber-Migrationsassay
beschrieben.

In einigen Boyden Chamber-Invasionsassays wurde der Gelatinase-spezifische
Inhibitor SB-3CT verwendet. Dieser wurde in einer finalen Konzentration von 20 yM
sowohl zum serumfreien Medium in die obere Kammer als auch zum serumbhaltigen
Medium in die untere Kammer pipettiert. Als Kontrolle fir das Loésungsmittel wurde

das entsprechende Volumen an DMSO verwendet.

4.2.3 Molekularbiologische Methoden

4.2.3.1 Transformation von Bakterien

Zur Transformation chemisch kompetenter One Shot® TOP10 Bakterien mit
retroviralen Plasmiden wurden 50 pyL Bakteriensuspension und 100 ng der jeweiligen
Plasmid-DNA fir 30 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Bakterien fir 90 s im
Heizblock auf 42 °C erhitzt und fir 2 min auf Eis inkubiert. Fur die Erholungskultur
wurden die Bakterien in 4 mL LB-Flissigmedium pipettiert, fur 1 h bei 37 °C
schittelnd inkubiert. Dann wurden 200 pL der Bakterienkultur auf LB-Ampicillin-

Agarplatten ausplattiert und diese tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

4.2.3.2 Kultivierung und Selektion von Bakterien

Fur die Generierung von Einzelkolonien der Bakterienstamme wurden
Bakterienkulturen auf LB-Ampicillin (Amp)-Agarplatten ausgestrichen und tber Nacht
bei 37 °C inkubiert. Die erfolgreich transformierten Bakterien wurden durch das
Ampicillin - im Nahrmedium selektioniert. Die LB-Amp-Agarplatten mit den
Bakterienkolonien wurden fir das spatere Animpfen von Flissigkulturen bei 4 °C im
Kihlschrank gelagert. Die Amplifikation der Plasmide erfolgte in LB-Flussigkulturen.
Die verwendeten Volumina betrugen 4 mL LB-Medium in 13 mL-Bakterienkultur-

réhrchen und 250 mL LB-Medium in 1 L-Erlenmeyerkolben.
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Zum Animpfen wurden Einzelkolonien von LB-Amp-Agarplatten mit einem
Zahnstocher in 4 mL Flussigkulturen tberfuhrt, und die angeimpften Flassigkulturen
fur 3 h bei 37 °C kultiviert. Die Kontrolle der optischen Dichte diente zur Bestimmung
des Zeitpunktes, an dem mit 4 mL-Bakterienkulturen die 250 mL-Flussigkulturen
angeimpft wurden. Zur Selektion Plasmid-tragender Bakterien wurde Ampicillin in
einer Konzentration von 100 pg/mL addiert. Anschlie3end wurden die Kulturen tber
Nacht bei 37 °C auf einem Schittelinkubator (Series25 Incubator Shaker, New

Brunswick Scientific Inc., New Jersey, USA) inkubiert.

4.2.3.3 DNA-Maxi-Praparation
Zur Isolierung der Plasmid-DNA aus E. coli wurde das QIAGEN® Plasmid Maxi Kit

(Qiagen, Hilden, Deutschland) mit 250 mL einer Ubernachtkultur von Bakterien mit
dem gewinschten Plasmid gemafld Instruktionen des Herstellers verwendet. Zur
Elution der isolierten DNA wurden 250 yL TE-Puffer auf die Saule gegeben, die DNA

eluiert und bei 4 °C gelagert.

4.2.3.4 RNA-Isolierung aus Gewebe

Die Extraktion und Aufreinigung der RNA aus Gewebe von Lebern, Lungen und
Primartumoren wurde mit dem RNeasy® Midi Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland)
gemald Hersteller-Angaben durchgefuhrt. Die Homogenisierung der Gewebeproben
erfolgte mit einem Ultraturrax T25-Homogenisator (Janke & Kunkel; KA
Labortechnik).

4.2.3.5 RNA-Isolierung aus Zellen

Fir die RNA-Isolierung aus L-Cl.5s-Suspensionszellen wurden 2 x 10° Zellen in T25-
Zellkulturflaschen ausgeséat. 24 h spater wurden die Zellen in ein 15 mL-Falcon-
Rohrchen Uberfuhrt, abzentrifugiert (300%g, 5 min) und das Pellet zweimal mit kaltem
PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde dann in 500 pyL kaltem TRIzol®-Reagenz
(Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) resuspendiert. Die Zellen wurden in TRIzol-
Reagenz in ein Eppendorf-Reaktionsgefald Gberfihrt.

Fir die RNA-Isolierung aus adharenten SKOV3ip-lacZ-Zellen wurden 1 x 10° Zellen
auf Zellkultur-Petrischalen mit 10 cm Durchmesser ausgesat. 24 h spater wurden die
Zellen zweimal mit kaltem PBS gewaschen. Dann wurde 1 mL kaltes Trizol®-
Reagenz auf die Zellen pipettiert, die Zellen mit einem Zellschaber von der Platte
abgeldst, und das Gemisch in ein 2 mL Eppendorf-Reaktionsgefald tberfuhrt.
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Ab diesem Schritt wurden Suspensions- und adharente Zellen bis auf die
verwendeten Volumina der Lésungen gleich behandelt. Die Zellen wurden fir 5 min
bei Raumtemperatur in TRIzol®-Reagenz inkubiert. Dann wurden unter dem Abzug
100 yL (L-CL.5s) bzw. 200 yL (SKOV3ip-lacZ) Chloroform zugegeben und die
Suspension fur 15 s gevortext. Dann wurde flr 2-3 min bei Raumtemperatur inkubiert
und bei 14000xg und 4 °C fur 15 min zentrifugiert. In dieser Zeit wurden in ein 1,5 mL
Eppendorf-ReaktionsgefalR 250 yL  (L-CL.5s) bzw. 500 puL (SKOV3ip-lacz)
Isopropanol vorgelegt. Nach dem Ende der Zentrifugation wurde die obere, farblose
Phase abgenommen und in das 1,5 mL-Reaktionsgefd? mit dem vorgelegten
Isopropanol Uberfuhrt. Nach Mischen des Gemisches durch mehrfaches
Umschwenken und kurzes Vortexen folgte eine weitere Inkubation fur 10 min bei
Raumtemperatur. Im Anschluss wurde fur 10 min bei 14000xg und 4 °C zentrifugiert,
der Uberstand vorsichtig abgenommen und verworfen. Zum Pellet wurden 500 uL (L-
CI.5s) bzw. 1 mL (SKOV3ip-lacZ) 80 %iger Ethanol (Nuklease-frei) pipettiert. Dann
wurde fir 5min bei 7600 rpm und 4 °C zentrifugiert, der Uberstand vorsichtig
abgenommen und verworfen. Danach wurde das RNA-Pellet fur 10 min bei
Raumtemperatur getrocknet und schlieBlich in 30 yL Nuklease-freiem ddH,O
resuspendiert. Die RNA wurde Uber Nacht bei 4 °C gelost und entweder direkt in
cDNA umgeschrieben oder vor dem Umschreiben in cDNA fur maximal funf Tage

bei -80 °C gelagert.

4.2.3.6 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren erfolgte photometrisch. Daftr
wurden DNA- bzw. RNA-L6sungen zunadchst 1:100 mit ddH,O verdinnt. Die
Absorption dieser Verdinnung wurde in einer 100 uyL Quarzkivette im Photometer
bei Wellenlangen von 260 nm und 280 nm gemessen. Die gemessene Absorption
bei 260 nm liefert Gber die folgende Formel

g 100
c —]=UDﬂﬁﬁxvxF=UDﬂ6ﬁ X 40 X ——
mL 2 2 1000

die Konzentration der RNA. Darin sind ¢ die Konzentration der Ausgangslosung, V
der Verdunnungsfaktor und F ein spezifischer Multiplikationsfaktor (Absorptions-
koeffizient, fir RNA ist F = 40). Fur DNA ergibt folgende Formel

g 100
c[m—]=auﬂ6,}xv><f*=auﬂm X 50 X ——
ml. 2 2 1000
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die Konzentration der DNA. Fur doppelstrangige DNA betragt der spezifische
Multiplikationsfaktor (Absorptionskoeffizient) F = 50, flr einzelstrangige DNA ist
F = 33. Fir eine Protein-freie Losung betragt der Quotient aus OD,5,/OD2gp zwischen

1,8 und 2,0 und lasst Riickschlisse auf die Reinheit der gemessenen Probe zu.

4.2.3.7 Agarose-Gelelektrophorese

Vor dem Umschreiben der RNA in cDNA durch die Reverse-Transkriptase-Reaktion
(RT-PCR) wurde kontrolliert, ob die RNA intakt (nicht degradiert) war. Daftir wurde
die RNA auf eine Konzentration von 100 ng/uL eingestellt und auf eine Agarosegel
(2% (w/v) in TAE-Puffer, 1 yL Ethidiumbromid (EtBr) fir ein 50 mL-Agarosegel)
aufgetragen. Sowohl GelgieRBapparatur als auch der Kamm fur die Probenkammern
des Gels wurden vor dem GieRRen des Gels durch Einlegen in 2 % (v/v) AbSolve™-
L6sung fur 30 min von kontaminierenden RNasen befreit, um eine Degradation der
RNA im Gel zu vermeiden. Die RNA wurde vor dem Auftragen auf das Gel fur 10 min
auf 65 °C erhitzt, um mdgliche Sekundarstrukturen der RNA zu denaturieren, die das
Laufverhalten der RNA im Gel und das Umschreiben der RNA in cDNA
beeintrachtigen konnten. Dann wurde die denaturierte RNA fur 2 min auf Eis
inkubiert. FUr die Agarose-Gelelektrophorese wurden 5 pyL denaturierte RNA mit 5 yL
Nuklease-freiem ddH,O und 2 pL 6xRNA-Auftragspuffer versetzt und in die Taschen
des Agarosegels pipettiert. Die verbleibende Lésung denaturierter RNA wurde bis zur
Durchfihrung der Reversen Transkription bei -20 °C gelagert. Nach erfolgter
Auftrennung der RNA wurden die Gele an einer Imagestation fotografiert. Nicht
degradierte RNA zeigt drei deutliche Banden, welche die drei ribosomalen RNA-
Entitaten reprasentieren (28 S, 18 S und 5 S rRNA).

4.2.3.8 Reverse Transkription

Die cDNA fiur die quantitative Real-time Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR, engl.
guantitative real-time polymerase chain reaction) wurde durch das Umschreiben der
aus Zellen oder Gewebeproben isolierten RNA in cDNA durch Reverse Transkription
erhalten. FiUr die Reverse Transkription wurde der High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) nach Hersteller-
Protokoll verwendet. Dafir wurden 10 pyL der denaturierten RNA mit einer
Konzentration von 100 ng/pL eingesetzt. Das Reaktionsprodukt wurde bis zur
weiteren Analysierung bei -20 °C gelagert.
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4.2.3.9 Real-time Polymerasekettenreaktion

Die mRNA-Expressionslevel einzelner Gene wurde mittels quantitativer Real-time
Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR bzw. TagMan®-Analyse) analysiert. Daflr
wurde die durch Reverse Transkription gewonnene cDNA eingesetzt. Die qRT-PCR
basiert auf der Verwendung von Sonden, welche mit einem Fluoreszenzmolekil
(VIC® oder FAM™) und einem Quencher (TAMRA™) gekoppelt sind. Wahrend der
Synthese des Gegenstranges kommt es zum Abbau der Sonde und damit zur
Trennung von Fluoreszenzmolekil und Quencher. Dieses fiihrt zum Anstieg eines
spezifischen Fluoreszenzsignals, welches bei Erreichen eines bestimmten
Schwellenwertes (Ci-Wert, engl. cycle threshold) die Quantifizierung des
untersuchten Gens erlaubt. Die Vergleichbarkeit der mRNA-Expressionslevel
einzelner Gene zwischen verschiedenen Proben wurde durch die Normalisierung der
MRNA-Expressionslevel dieser Gene auf den mRNA-Expressionslevel des
Haushaltsgens (engl. housekeeping gene) 18S rRNA in der jeweiligen Probe
ermdglicht (relative Quantifizierung).

Fur die TagMan®-Analyse wurden die Proben 1:100 (5 yL auf 500 pyL) und 1:500
(100 uL der 1:100 Verdunnung auf 500 pyL) mit Nuklease-freiem ddH,O verdinnt.
Anschlie3end wurden die Proben in die Kavitaten einer MicroAmp® Optical 96-Well
Reaction Plate (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) pipettiert. Die
Messung der endogenen 18S rRNA-Kontrolle erfolgte in 10 yL der 1:500 verdinnten
cDNA, die Messung des interessierenden Gens wurde in 10 yL der 1:100 verdinnten
cDNA durchgefihrt. Von allen Proben wurden Triplikate gemessen. In 2 Kavitaten
wurden 10 pL Nuklease-freies ddH,O als Negativkontrolle ohne Probe (NTCs = non
template controls) pipettiert, die als Kontrolle flr eine mdgliche Kontamination der
verwendeten Reagenzien oder unsauberes Arbeiten dient.

Danach wurde die Reaktionslosung fir die gRT-PCR hergestellt. Die
Genexpressionsanalysen wurden mit zwei verschiedenen Ansatzen durchgefihrt. (1)
Fur die Quantifizierung der folgenden Gene wurden TagMan® Gene Expression
Assays (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) eingesetzt: humanes L1CAM
(Hs00240928 m1), humanes MMP-2 (Hs00234422 _m1l), humanes MMP-9
(Hs00234579_m1), murines L1CAM (MmO00493049 ml), murines MMP-2
(Mm00439508 m1), murines MMP-9 (MmO00600163 m1), murines PCNA
(Mm00448100_g1), und lacZ (LACZ1-LAC3). Die Daten wurden auf humane 18 S
rRNA (4319413E, RefSeq: X03205.1) normalisiert. Daflr wurden in ein 1,5 mL
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Eppendorf-Reaktionsgefal? pro Probe jeweils 15 yL PCR-Reaktionslésung pipettiert,
welche aus 12,5 yL TagMan® Gene Expression Master Mix, 1,25 yL Primer-Sonde-
Mix (Applied Biosystems) und 1,25 uL Nuklease-freiem ddH,O zusammengesetzt
war. Fur die Messung der lacZ-mRNA wurde der speziell gereinigte TagMan®
Environmental Master Mix 2.0 verwendet. (2) Fur die Quantifizierung der folgenden
Gene wurden (gRT-PCR-Assays aus Universal ProbelLibrary Set, Human
(04683633001) und Universal ProbeLibrary Set, Mouse (04683641001) (Roche,
Penzberg, Germany) in Kombination mit FastStart Universal Probe Master (Rox) und
Gen-spezifischen Primern verwendet: humanes MMP-2 (Probe #34), humanes MMP-
9 (Probe #24), murines MMP-2 (Probe #85) und murines MMP-9 (Probe #19). Die
Primer-Sequenzen wurden uber das Universal ProbeLibrary Assay Design Center

(https://www.roche-applied-science.com/sis/rtpcr/upl/index.jsp?id=UP030000)

erhalten. Die Quantifizierung der Genexpression mittels Universal ProbeLibrary
erfolgte nach Hersteller-Angaben.

Die PCR-Reaktionslosung wurde mittels einer Multipipette zu den in die Kavitaten
vorgelegten Proben pipettiert. Danach wurde die MicroAmp® Optical 96-Well
Reaction Plate mit einer Folie versiegelt und die Platten kurz zentrifugiert. Dadurch
werden eventuell vorhandene Luftblasen entfernt und der PCR-Ansatz im unteren
Teil der Kavitat gesammelt. Die Messung der Proben erfolgte in einem ABI
PPRISM® 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems). Die
Auswertung der Daten erfolgte mit der Software SDS 2.2 (Applied Biosystems) durch

relative Quantifizierung.

4.2 .4 Proteinbiochemische Methoden

4.2.4.1 Immunprazipitation

Fur den Nachweis von murinem L1CAM durch Western Blot-Analyse in Zelllysaten
von L-Cl.5s-Zellen wurde das Protein zunachst immunprézipitiert. Daftr wurde
zunachst in einem 2 mL Eppendorf-Reaktionsgefald 1 ug des monoklonalen anti-
human L1CAM Antikérpers L1-14.10 zu einem 30 uL Slurry Protein G-Sepharose
gegeben. Die Bindung erfolgte durch Inkubation auf einem Drehrad fur 2 h bei 4 °C.
Danach wurden Zelllysate mit einer Gesamtproteinmenge von 1 mg hinzugefuigt und
Uber Nacht bei 4 °C auf einem Drehrad inkubiert. Der Komplex aus murinem L1CAM
und an Protein G-Sepharose-Kiigelchen gebundenem Antikérper wurde zweimal mit
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jeweils 1 mL 1xPBS gewaschen, wobei die Sepharose G-Klgelchen durch
Zentrifugation bei 600xg sedimentiert und die Uberstande verworfen wurden. Nach
dem letzten Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand bis auf einen kleinen Rest
abgenommen, 20 yL 2xLaemmli-Puffer zugegeben und die Proben fur 5 min auf

95 °C erhitzt. Die immunprazipitierten Proben wurden mittels Western-Blot analysiert.

4.2.4.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Proteinkonzentrationen von Zelllysaten wurden photometrisch und unter
Verwendung des Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, Bonn,
Deutschland) bestimmt. Fur die Herstellung der Zelllysate wurde 1xCell Lysis Buffer
(Cell Signaling Technology Europe, Leiden, Niederlande) nach Hersteller-
Instruktionen verwendet. Fur die Proteinbestimmung wurden die Zelllysate je nach
Konzentration zwischen 1:10 und 1:20 verdinnt. Dann wurden jeweils 10 yL dieser
Verdinnungen in Duplikaten in die Loécher einer 96-Loch-Platte pipettiert. Dann
wurde aus dem im Kit enthaltenen BSA (bovines Serumalbumin)-Standard eine
Verdinnungsreihe mit folgenden Konzentrationen angesetzt: 2 mg/mL, 1 mg/mL,
0,5 mg/mL, 0,25 mg/mL, 0,125 mg/mL und 0,06125 mg/mL. Auch von den Lésungen
des Standards wurden jeweils 10 uL in Duplikaten in die Locher der 96-Loch-Platte
pipettiert. Danach wurden die beiden im Kit enthaltenen Losungen Reagenz A und
Reagenz B entsprechend dem bendtigten Volumen im Verhéltnis 1:50 (Reagenz
A :Reagenz B) gemischt. Von diesem Reaktionsgemsich wurden mit einer
Multipipette jeweils 200 yL zu den vorgelegten Proben pipettiert. Das Gemisch aus
Proben und Reagenz wurde fur 30 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurde die
Absorption am Photometer (Wallac Victor, PerkinElmer, Weiterstadt, Deutschland)
bei einer Wellenlange von 590 nm fir 0,1 s gemessen. Aus den gemessenen
Absorptionen und den bekannten Konzentrationen der BSA-Standardreihe wurde
eine Standardkurve erstellt. Die Proteinkonzentrationen der Proben wurden aus den
gemessenen Absorptionen Uber die Formel der resultierenden Geradengleichung

berechnet.

4.2.4.3 Western Blot

Fur die Analyse von L1CAM in Zelllysaten wurden Western Blots durchgefihrt.
L1CAM ist mit 220 kDa ein grol3es Protein, welches in 10 %igen Trenngelen ein
optimales Laufverhalten aufweist. Das Laufverhalten (die elektrophoretische

Mobilitdt) eines Proteins wird hauptsachlich durch die Maschenweite des
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polymerisierten Polyacrylamid-Gels bestimmt. Fir die Herstellung 10 %iger
Trenngele wurden 8,75 mL steriles ddH,0, 6,25 mL PAA (40 %, 29:1, AppliChem,
Darmstadt, Deutschland), 5mL 1,5M TRIS (pH 8,6 inkl. 0,4 % SDS), 115 pyL 10 %
(w/v) APS und 30 yL TEMED in einem 50 mL-Falcon-R6hrchen gemischt. Das noch
flissige Gel wurde sofort in zuvor mit 70 %igem Alkohol gereinigte Gelkassetten
(Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen, Deutschland) mit einem Glasplatten-
Abstandhalter (Spacer) von 1,5 mm gegossen und mit Isopropanol tberschichtet, um
eine gleichmafige Verteilung zu gewdahrleisten und das Austrocknen der Gele zu
verhindern. FUr die Polymerisation des Polyacrylamids wurden die Gele fur 1 h
stehen gelassen. Nach erfolgter Polymerisation wurde das Isopropanol abgegossen
und die Geloberflache mit sterilem ddH20O gespult, um Reste des Isopropanols zu
beseitigen. Diese konnten spater den effizienten Ubertritt der Proteine vom Sammel-
in das Trenngel storen.

Das Sammelgel wurde aus 6,1 mL sterilem ddH20, 1,25 mL PAA (40 %, 29:1),
25mL 1,5M TRIS (pH 6,8) und 10 yL TEMED gemischt und auf das Trenngel
geschichtet. Dann wurden die Kdmme fir die Geltaschen zwischen die Glasplatten
eingesetzt. Nach 45 min und erfolgter Polymerisation des Sammelgels wurden die
Glaskassetten aus der Gelgiel3vorrichtung genommen, die Kdmme entfernt und die
Gele verwendet oder zum Schutz vor Austrocknung in mit Elektrophoresepuffer
getrankte Papiertiicher gewickelt und verschlossen in einer Plastiktite bei 4 °C fur
maximal eine Woche gelagert werden.

Wahrend der Polymerisation des Sammelgels erfolgte die Vorbereitung der
Zelllysate. Diese wurden auf einen Proteingehalt von 40 ug eingestellt und im
Verhdltnis 1:5 mit 5xLaemmli-Puffer versetzt. AnschlieRend wurden die Proben fir
5 min bei 95 °C aufgekocht, um die Proteine zu denaturieren. Nach 2-minutiger
Inkubation auf Eis konnten die Proben auf das Gel aufgetragen werden. Wahrend
der Probenvorbereitung wurden je 2 Gelkassetten in die Gelelektrophoresekammer
gestellt und die Kammer mit 1xGelelektrophoresepuffer gefillt. Dann wurden
maximal 40 pyL der jeweiligen Proben pro Tasche auf die Gele aufgetragen. Als
GroRenmarker wurden in jeweils eine Tasche pro Gel Gels 5puL PageRuler™
Prestained Protein Ladder (Fermentas, Thermo Scientific, Bonn, Deutschland)
aufgetragen, die Apparatur verschlossen und die Gelelektrophorese gestartet. Die

Elektrophorese erfolgte mit 40 mA pro Gel fur ca. 2 h.
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Kurz vor dem Ende der Gelelektrophorese wurde die Blotting-Apparatur fur den
Transfer der Proteine vom Gel auf Nitrozellulose-Membran (Amersham™ Hybond™
Blotting Membrane, GE Healthcare, Minchen, Deutschland) vorbereitet. Dafur
wurden pro Gel eine Nitrozellulose-Membran mit einer Gréf3e von 6x8 cm und zwei
Filterpapieren (Thick Blot Filter Paper, Bio-Rad Laboratories, Miunchen, Deutschland)
mit der gleichen Groél3e zugeschnitten und fir 10 min in 1xBlottingpuffer gelegt. Nach
dieser Zeit wurden fur jedes Gel auf die untere Platte (Anode) der Blotting-Apparatur
(Trans-Blot SD cell, BioRad) ein Filterpapier und eine Nitrozellulose-Membran
Ubereinander gelegt. Nach dem Ende der Elektrophorese wurden die Gelkassetten
aus der Gelelektrophoresekammer genommen, die Gele vorsichtig aus den
Gelkassetten gelost und auf Nitrozellulose-Membran und Filterpapier gelegt. Dann
wurde das Gel mit einem Filterpapier bedeckt. Zur Entfernung von Luftblasen
zwischen den einzelnen Lagen aus Papier, Nitrozellulose-Membran, Gel und Papier
wurde eine Stabpipette vorsichtig Uber den Stapel gerollt. Schlie3lich wurde die
Kathode der Blotting-Apparatur auf den Stapel gesetzt und der Proteintransfer
gestartet. Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf die Nitrozellulose-Membran
erfolgte bei 12 V fur 75 min.

Die weitere Behandlung der Nitrozellulose-Membran erfolgte mit der dem Gel
zugewandten Seite nach oben. Die Effizienz des Proteintransfers wurde durch
Farbung mit Ponceau S-Lésung Uberprift. Dafir wurde die Membran mit einer
Pinzette aus der Blotting-Appratur genommen, direkt in die Ponceau S-L6sung gelegt
und kurz geschwenkt. Die Hintergrund-Farbung wurde durch Waschen der Membran
mit ddH,O reduziert. Nach erfolgter Kontrolle wurde die Membran vier Mal fur jeweils
5 min mit 1xTBS-T gewaschen, in eine Losung von 5 % (w/v) BSA in TBS-T gegeben
und bei Raumtemperatur eine Stunde lang geschwenkt. Das BSA sollte die
unspezifische Bindung der Antikdrper an Proteine auf der Membran verhindern. Dann
wurde die Membran erneut vier Mal fir 5 min mit frischem 1xTBS-T gewaschen.

Im Anschluss erfolgte die Inkubation der Membran mit den entsprechenden
Primarantikdrpern in 5 % (w/v) BSA in 1xTBS-T Uber Nacht bei 4 °C. Danach wurde
erneut vier Mal fur 5min mit 1xTBS-T gewaschen, bevor die Inkubation der
Membran mit dem entsprechenden Meerrettich-Peroxidase (HRP, engl. horseradish
peroxidase)-gekoppelten Sekundarantikorper fur 2 h bei Raumtemperatur folgte.
Dann wurde die Membran zur Entfernung von nicht-gebundenem Sekundéar-

antikorper wiederum vier Mal fur je 5 min mit 1xTBS-T gewaschen.
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Der Nachweis des interessierenden Proteins erfolgte schliel3lich durch Zugabe von
Clarity™ ECL Western Substrate (Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland), einem luminogenen Detektionsreagenz und Substrat der Meerrettich-
Peroxidase. Hierzu wurden je 0,5mL der beiden LOsungen auf eine sterile
Petrischale Folie pipettiert, gemischt und die Membran mit der Oberseite nach unten
in die Lésung gelegt. Dann wurde die Membran auf eine vorbereitete Folie mit der
Oberseite nach oben in den Molecular Imager ChemiDoc XRS System (Bio-Rad
Laboratories GmbH) gelegt und Bilder der Membran mit den durch das Substrat
lumineszierenden Banden mittels ImagelLab Version 4.0 Software (Bio-Rad
Laboratories GmbH) dokumentiert. Je nach Signalstarke wurden die Membranen
zwischen 5 s und 1 min belichtet. Die Membranen konnten fiir mehrere Wochen bei
4 °C in 1xTBS-T aufbewahrt werden.

4.2.5 Immunologische Methoden

4.2.5.1 Durchflusszytometrische Analyse von Zelloberflachenmolektlen

Die Analyse der L1CAM-Zelloberflachenlevel erfolgte mittels Durchflusszytometrie.
Dafiir wurden die Zellen auf eine Zellzahl von 5x10° Zellen/mL in 1xPBS mit 10 %
(viv) FCS eingestellt. Dann wurden 200 pL der Zellsusension (entsprechend 1x10°
Zellen) in 5 mL-Réhrchen mit konischem Boden (Falcon™ Round-bottom
Polystyrene tubes; BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland) uuberfuhrt. Alle
weiteren Schritte wurden bei 4 °C oder auf Eis durchgefthrt. Die Zellen wurden fir
5 min bei 900xg zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen in 100 pL
1xPBS mit 3% (w/v) BSA und dem jeweiligen Primarantikérper vorsichtig (zur
Vermeidung von Luftblasen) resuspendiert. Als Primérantikdrper wurden der
monoklonale Ratte anti-Maus L1CAM-Antikdrper, Klon 555 (L-CI.5s) bzw. der
monoklonale Maus anti-human L1CAM-Antikdrper L1-9.3 (SKOV3ip-lacZ) verwendet,
welche freundlicherweise von Prof. Peter Altevogt (DKFZ Heidelberg) zur Verfigung
gestellt wurden. Die Inkubation mit dem Priméarantikorper erfolgte fur 1 h bei 4 °C im
KUhlraum auf einem Schwenkschittler. Danach wurden die Zellen durch vorsichtiges
Resuspendieren in 4 mL 1xPBS mit 3 % (w/v) BSA gewaschen, die Zellen fir 5 min
bei 900xg zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Dann wurden die Zellen in
100 yL 1xPBS mit 1:50 verdinntem Sekundarantikorper Goat polyclonal Secondary
Antibody to Rat IgG-H&L (PE) (Abcam, Cambridge, GroR3britannien) bzw. PE Goat
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anti-mouse IgG (minimal x-reactivity) (BioLegend, London, GroRRbritannien)
resuspendiert. Fur die Inkubation mit dem Sekundarantikorper wurden die R6hrchen
zum Schutz vor Lichteinstrahlung mit Aluminiumfolie abgedeckt. Die Inkubation mit
dem Sekundarantikérper erfolgte fiur 1 h bei 4°C im Kiahlraum auf einem
Schwenkschittler. Danach wurden die Zellen durch vorsichtiges Resuspendieren in
4mL 1xPBS mit 3% (w/v) BSA gewaschen, die Zellen fir 5 min bei 900xg
zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. SchlieRlich wurden die Zellen in 200 pL
1xPBS mit 3% (w/v) BSA resuspendiert. Die Messung wurde an einem BD
FACSCanto™ Il Durchflusszytometer (BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland)
durchgefuhrt. Die Auswertung erfolgte mit der FlowJo Version 8 Software (Tree Star
Inc., Ashland, Oregon, USA).

4.2.5.2 Herstellung von Kryoschnitten

Die Primartumoren und Lebern wurde nach Entnahme zerteilt, mehrere Stiicke in
Tissue Tek® einbettet und auf Trockeneis eingefroren. AnschlieRend wurden die
eingebetteten Proben bis zur Verwendung fir Kryoschnitte bei -70 °C gelagert.

Zur Gewinnung von 8 ym dicken Kryoschnitten wurden die eingebetteten Stiicke von
Primartumoren und Lebern bei -17 °C mit einem Kryo-Mikrotom (Microm HM560
Cryo Star, Richard-Allan Scientific, San Diego, CA, USA) geschnitten, mit
SuperFrost®  Objekttragern  (Menzel Glaser, Braunschweig, Deutschland)

aufgenommen und bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

4.2.5.3 In situ-Zymographie

Zunachst wurden die Kryoschnitte fir 10 min bei Raumtemperatur getrocknet. Dann
wurden je Objekttrager 178 uL 1 %iger Agarose aufgekocht und im Wasserbad auf
50 °C abgekihlt. Zur fliissigen Agarose wurden 22 pL einer Losung von DQ™-
Gelatine (Molecular Probes®, Life Technologies, Darmstadt, Deutschland) gegeben
(20 pL der 0,1 mg/mL Stocklésung; 2 pyL einer 100 yL/mL DAPI-Stocklbésung). Nach
ziigigem Auf- und Abpipettieren wurde die Agarose-DQ™-Gelatine-DAPI-Lésung auf
die Schnitte pipettiert und die Schnitte mit einem Deckglaschen bedeckt. Danach
wurden die Schnitte lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer
(mit  Aluminiumfolie umwickelt) fir 12 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Auswertung erfolgte an einem Nikon ECLIPSE TE2000-S Fluoreszenzmikroskop mit
der NIS Elements BR 3.10 Software (beides Nikon Instruments Europe,

Badhoevedorp, Niederlande).
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Bei einigen der in situ-Zymographien wurden 200 uM des Gelatinase-spezifischen
Inhibitors SB-3CT zu der Agarose-DQ™-Gelatine-DAPI-Losung pipettiert. Als
Lésungsmittel-Kontrolle diente das entsprechende Volumen von DMSO.

4.2.5.4 Herstellung von Paraffinschnitten

Die Leber wurde sofort nach Entnahme in kleine Sticke geschnitten. Stiicke der
Leber wurden Uber Nacht bei 4°C in Fixierlésung fixiert, entwassert und in Paraffin
eingebettet (durchgefihrt vom Institut fir Allgemeine Pathologie und Pathologische
Anatomie der Technischen Universitdt Munchen). Dann wurden von den
Paraffinblocken mittels eines elektrischen Rotationsmikrotoms (Microm HM355,
Thermo Fisher Scientific, Bonn, Deutschland) Schnitte mit einer Dicke von 3,5 um bis
5 um angefertigt, und diese zur Glattung mit einem Pinsel in ein mit Wasser gefilltes
Paraffinstreckbad (44 °C) uberfuhrt. Die so geglatteten Paraffinschnitte wurden auf

SuperFrost®-Objekttrager aufgezogen und getrocknet.

4.2.5.5 Immunhistochemische PCNA-Farbung

Zur Entfernung des Paraffins wurden die Paraffinschnitte unmittelbar vor der
immunhistologischen Farbung nacheinander durch eine absteigende Alkoholreihe
bestehend aus drei Roticlear™-Badern (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland),
zwei Alkoholbadern (100 % EtOH), zwei Alkoholbadern (90 % EtOH) gefuhrt und in
jedem dieser Bader fur 3 min stehen gelassen. Dann wurden die Schnitte in TBS
(0,05 M Tris, 0,15 M NaCl, pH = 7,6) rehydriert.

Die entparaffinierten und rehydrierten Paraffinschnitte wurden zur Antigen-
demaskierung fur 15 min in einer Mikrowellenklvette (Dako Deutschland, Hamburg,
Deutschland) mit Citrat-Puffer (10 mM Zitronensaure, 0,05 % Tween 20, pH = 6,0)
gekocht und nach 15-minitiger Abkihlung fir 5 min mit TBS gewaschen. Durch eine
5-mindtige Inkubation mit einer 3 %-igen H,O,-Losung in TBS wurden endogen
vorkommende Peroxidasen inaktiviert. Die Schnitte wurden anschlieend 5 min in
TBS inkubiert. Dann wurden die Objekttrager aus der Losung entfernt und
anhaftende Ldsung durch vorsichtiges Tupfen mit fusselfreien Papiertiichern entfernt.
Die Gewebeschnitte wurden mit einem Fettstift (Dako Deutschland) eingekreist.
Dieser Schritt sollte die gleichmaRige Bedeckung des Gewebes mit den Lésungen
gewébhrleisten.

Die immunhistochemische Farbung von PCNA wurden 200 pyL des Primarantikorpers

Rabbit polyclonal antibody to PCNA (Abcam, Cambridge, GroR3britannien) in einer
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1:2000-Verdunnung in TBS-T vorsichtig auf die Schnitte pipettiert und fur 20 h bei
4 °C in einer feuchten Kammer inkubiert. Als Kontrolle wurde reines TBS-T
verwendet. Danach wurden die Gewebeschnitte zwei Mal fur 10 min in einer
Standklvette mit TBS gewaschen. Die Detektion des Primarantikorpers erfolgte mit
dem Cell and Tissue Staining Kit (R&D Systems, Wiesbaden-Nordenstadt,
Deutschland) nach Hersteller-Angaben bei Raumtemperatur in einer feuchten
Kammer. Als Substrat flir die Meerrettich-Peroxidase wurde 3,3'-Diaminobenzidin
(DAB)-Substrat (Dako Deutschland) verwendet. Diese wurde auf die Schnitte getropft
und die Farbreaktion durch Addition von ddH,O gestoppt. Die Schnitte wurden dann
fur 5min in TBS gewaschen. Die Gegenfarbung erfolgte mit Mayers Hamalaun
(Merck, Darmstadt, Deutschland). Dafur wurden die Objekttrager fir 5 min in
Hamalaun-Losung gegeben, drei Mal mit Leitungswasser gewaschen und fir 10 min
unter flieBRendem Leitungswasser geblaut (leichter Wasserstrahl in die Kivette
flieBen lassen). AbschlieRend wurden die Schnitte mit Kaisers Glyceringelatine und
einem Deckglaschen bedeckt. Die Auswertung erfolgte durch Dokumentation am
Leica DMR-Mikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) mit der SPOT
Advanced Software (SPOT Imaging Solutions, Sterling Heights, MI, USA).

4.2.6 X-Gal-Farbungen

4.2.6.1 X-Gal-Farbung von Organen

Die Organe wurden direkt nach Entnahme aus den Méausen durch kurzes Schwenken
in einem mit1xPBS geflllten Becherglas gewaschen und in einem mit Fixierlésung
(2 % Formaldehyd, 0,2 % Glutaraldehyd in 1xPBS) geflllten Greiner-Topfchen fur 1
bis 2 h fixiert. Dann wurden die Organe drei Mal mit 1xPBS gewaschen, und 10 mL
ready-to-use X-Gal-Farbeldésung zu den Organen gegeben. Die Greiner-Topfchen
wurden mit lose aufgelegtem, nicht verschlossenem Deckel (ermdglicht den
Austausch von fur die Farbung bendtigtem Sauerstoff mit der umgebenden Luft) fur 3
bis 7 h bei 37 °C inkubiert, und die Farbung tber Nacht bei 4 °C fortgesetzt. Am
folgenden Tag wurden die Organe einmal mit 1xPBS gewaschen und schlief3lich mit
10 mL Fixierlosung bedeckt. Die gefarbten Organe wurden in der Fixierldsung

gelagert.
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4.2.6.2 X-Gal-Farbung von Kryoschnitten

X-Gal-Farbungen wurden auf Kryoschnitten durchgefuhrt, um lacZ-markierte
Tumorzellen in Priméartumoren und Lebermetastasen sichtbar zu machen. Die
Kryoschnitte wurden in einer StandklUvette fur 10 min in Fixierlésung (2 %
Formaldehyd, 0,2 % Glutaraldehyd in 1xPBS) fixiert sowie fiur jeweils 10 min in
Waschlésung (2 mM MgCl, in PBS) und Detergenslosung (2 mM MgCl,, 0,01 %
Natriumdeoxycholat, 0,02 % Nonidet-P40) gewaschen. Dann wurden die
Kryoschnitte fur 6 h bei 37 °C mit ready-to-use X-Gal-Losung inkubiert, mit 1xPBS
gewaschen und mit Hamalaun- und Eosin-Losungen (H&E-Farbung) gegengefarbt.
Das Ergebnis der Farbung wurde mit einem Leica DMR Mikroskop (Leica
Microsystems, Wetzlar, Deutschland) und SPOT Advanced Software (SPOT Imaging
Solutions, Sterling Heights, MI, USA) dokumentiert.

4.2.7 Statistische Analysen

Die Normalverteilung der Daten wurde durch Kolmogorov—Smirnov-Test und gleiche
Varianz durch Levene-Median-Test ermittelt. Zwei-Gruppen-Experimente mit normal
verteilten Daten wurden mit ungepaartem t-Test auf Signifikanz getestet. Zwei-
Gruppen-Experimente mit nicht-normalverteilten Daten wurden mittels Mann-Whitney
Rangsummentest auf Signifikanz gestest. Experimente mit drei oder mehr Gruppen
mit normal-verteilten Daten wurden durch einfaktorielle Varianzanalyse und
anschlieBenden post hoc-Test mittels Holm-Sidak-Methode auf statistische
Signifikanz getestet. Experimente mit drei Gruppen und nicht-normalverteilten Daten
wurden durch Kruskal-Wallis-Rangvarianzanalyse und nachfolgenden post hoc-
Vergleich mittels Dunn-Methode auf statistische Signifikanz getestet. Statistische
Signifikanz wurde wie folgt angegeben: p <0.05 (*, signifikant), p <0.01 (**, hoch
signifikant), und p <0.001 (***, extrem signifikant). Alle statistischen Analysen
wurden mit der Software SigmaStat fur Windows Version 3.00 (SPSS Inc./IBM,
Armonk, NY, USA) durchgefuhrt. Die Kaplan-Meier-Analyse fiir das Uberleben und
der Log-Rank-Test fur statistische Signifikanz der Uberlebensdaten wurden mit der
Software GraphPad Prism Version 6.0.1 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
USA) durchgefinhrt.
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5  Ergebnisse

5.1 Die Suppression von LICAM in murinen T-Lymphom-  Zellen
fuhrte zu verringerter Migration und Invasion in vitro

Die erhohte Expression des Zelladhasionsmolekils LLCAM ist mit der Malignitat von
Tumoren und mit schlechter Prognose assoziiert [141,252]. Aul3erdem sind hohe
Expressionslevel von LI1CAM mit dem Auftreten von Lebermetastasen sowohl in
Patienten als auch in Tumormodellen in der Maus verbunden [166,169,253]. Um den
Einfluss der Suppression von L1CAM auf das metastatische Potential eines nicht-
soliden Tumormodells zu untersuchen, wurde L1CAM durch den Einsatz der shRNAI-
Technologie in der T-Lymphom-Zelllinie L-CI.5s mit retroviralen Vektoren, die gegen
L1CAM gerichtete shRNAs exprimieren, supprimiert. Die Suppression von L1CAM
wurde sowohl auf mRNA-Ebene mittels qRT-PCR (Abb. 4a) als auch auf
Proteinebene mittels Western Blot (Abb. 4b) und Durchflusszytometrie (Abb. 4c)

bestatigt.
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Abb. 4.: Tumorzell-L1CAM ist ein wichtiger Regulator des metastatischen Potentials in vitro. L-CI.5s-
Zellen wurden mit Retroviren, die eine gegen murines L1CAM gerichtete shRNA-Sequenz (shL1-2)
oder eine zuféllige, nicht-zielgerichtete shRNA-Sequenz (shscr, scrambled shRNA) enthalten,
transduziert. a. Die qRT-PCR-Analyse der LICAM-mRNA-Expression + SEM (Saulen + Fehlerbalken)
in L-Cl.5s-Zellen. LICAM-mRNA-Expressionslevel wurden auf die Level der 18 S rRNA normalisiert
und der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr) wurde gleich 100 % gesetzt. Shscr: 100,00 + 1,65, n = 3;
shL1-2: 21,63+9,18, n=3 (shL1-2 vs. shscr: **p= 0,001). b. Western Blot-Analyse von
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immunoprazipitiertem L1CAM von L-Cl.5s-Zellen c. Durchflusszytometrische Analyse der L1CAM-
Expression in L-Cl.5s-Zellen. d. Proliferation der L-Cl.5s-Zellen quantifiziert mittels alamarBlue®-
Assay. Die Mittelwerte beider Gruppen wurden auf den jeweiligen 0 h-Wert normalisiert und der 0 h-
Wert gleich 1 gesetzt. Shscr, 0 h: 1,00 £ 0,00, n =6; shscr, 24 h: 1,53 +0,10, n=6; shscr, 48 h:
3,74+ 0,30, n=6; shscr, 72 h: 8,31 +0,84, n=6; shscr, 96 h: 14,06 + 0,76, n=6; shL1-2, O h:
1,00 £ 0,00, n=6; shL1-2, 24 h: 1,60 £ 0,13, n=6; shL1-2, 48 h: 4,01 £0,35, n=6; shL1-2, 72 h:
10,45+1,23, n=6; shL1-2, 96 h: 17,63 +1,06, n=6. e. Mittlere Anzahl der migrierten Zellen pro
Bildausschnitt + SEM (Saulen + Fehlerbalken) im Trans-well-Migrationsexperiment. Der Mittelwert der
Kontrollgruppe wurde gleich 100 % gesetzt. Shscr: 100,00 + 5,10, n =6; shL1-2: 48,64 +9,02, n=6
(shL1-2 vs. shscr: ***p < 0,001). f. Mittlere Anzahl der invadierten Zellen pro Bildausschnitt + SEM
(Séaulen * Fehlerbalken) im Matrigel-Invasionsexperiment. Der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr)
wurde gleich 100 % gesetzt. Shscr: 100,00 + 7,30, n=6; shL1-2: 66,35+5,62, n=6 (shL1-2 vs.
shscr: **p = 0,003).

Die Suppression von L1CAM zeigte keinen Effekt auf die Proliferation im
alamarBlue®-Assay (Abb. 4d). Dagegen resultierte der Knockdown von L1CAM in
einer signifikant reduzierten migratorischen Kapazitat in Trans-well-Migrationsassays
(Abb. 4e) und einer signifikant verringerten Invasion in Matrigel-Invasionsassays
(Abb. 4f). Diese Ergebnisse zeigen, dass die Suppression von L1CAM zu einer
Verringerung des metastatischen Potentials in vitro fuhren, und deuten auf eine

maogliche Rolle von L1CAM in der Metastasierung von L-Cl.5s-Zellen hin.

5.2 L1CAM fordert die spontane Leber-Metastasierung  von L-Cl.5s
T-Lymphom-Zellen

Als nachstes sollte die Frage beantwortet werden, ob die verringerte
Tumorzellmotilitat das metastatische Verhalten der L-Cl.5s-Zellen in vivo beeinflusst.
Dafur wurden L-Cl.5s-Zellen intradermal (i. d.) in die Flanke von syngenen DBA/2-
Méausen inokuliert und das Primartumorwachstum beobachtet. Dabei wurde
gefunden, dass das Silencing von LLCAM zu keiner Veranderung des intradermalen
Tumorwachstums fiihrte (Abb. 5a, b), dass jedoch das Uberleben der Mause im
Vergleich mit der shscr-Kontrollgruppe signifikant verlangert wurde (Abb. 5c). In
Einklang damit fihrte die Suppression von L1CAM zu einer dramatisch reduzierten
spontanen Metastasierung in die Leber (Abb. 5d). In Ubereinstimmung damit waren
sowohl die Anzahl der metastatischen Kolonien nach X-Gal-Farbung (Abb. 5e) als
auch die Gesamttumorlast der Leber, welche mittels qRT-PCR fir lacZ bestimmt

wurde (Abb. 5f), verglichen mit der shscr-Kontrolle signifikant reduziert.
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Abb. 5: Von Tumorzellen exprimiertes L1CAM ist ein wichtiger Regulator des metastatischen
Potentials in vivo und invers korreliert mit dem Uberleben der M&use. a. Gezeigt sind Bilder
reprasentativer Tumoren aus spontanen Metastasierungsexperimenten an Tag 8. b. Tumorvolumina
wurden auf der Basis der Messungen des Tumor-Durchmessers berechnet. Dargestellt ist das mittlere
Tumorvolumen = SEM (Punkte + Fehlerbalken) bis einschlieRlich Tag 11. shscr, Tag 0: 0,00 + 0,00,
n=7; shscr, Tag?2:0,19+0,10, n=7; Tag4:9,86+0,82, n=7; Tag7:37,12+3,64, n=7,
Tag 9: 73,40 £ 3,87, n=7; Tag 11: 104,78 £ 15,02, n=7; shL1-2, Tag 0: 0,00 + 0,00, n=5; shL1-2,
Tag2: 0,05+0,05 n=5; shL1-2, Tag4: 7,75+2,14, n=5; Tag7: 30,33+3,72, n=5; Tag9:
78,52 £10,16, n=5; Tag 11: 139,40 £10,65, n=5 c. Ein theoretisches Gesamtuberleben wurde
basierend auf dem dokumentierten Gesundheitsstatus der Mause an Tag 11 kalkuliert. Moribunde
Méause wurden fur die Berechnung als tote Mause gewertet, und um das Leiden der Tiere zu
minimieren (shscr: n=7; shL1-2: n=6; *p 0,033). d. X-Gal-Farbung (indigoblaue Fokusse) der
praparierten Lebern aus dem spontanen Metastasierungsexperiment an Tag 8 (Balken: 5 mm
(makroskopische  Aufnahme), 0,3 mm (Nachaufnahme)). e. Mittlere Anzahl spontaner
Lebermetastasen + SEM (Saulen * Fehlerbalken) aus dem spontanen Metastasierungs-Experiment.
Der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr) wurde gleich 100 % gesetzt. Shscr: 100,00 + 19,23, n = 7;
shL1-2: 16,88 £5,05, n=6 (shL1-2 vs. shscr: **p = 0,001). f. Mittlere mRNA-Expression des
bakteriellen lacZ-Gens in Lebern + SEM (Saulen * Fehlerbalken). lacZ-Level wurden auf die
Expressionslevel von 18 S rRNA normalisiert, und der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr) wurde
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gleich 100 % gesetzt. Shscr: 100,00 + 25,28, n= 7; shL1-2: 7,69 +£3,97, n=6 (shL1-2 vs. shscr:
*n = 0.005).

Als Negativ-Kontrolle fur die X-Gal-Féarbung ist eine X-Gal-gefarbte, Tumorzell-freie
Leber gezeigt (Abb. 6a). Die X-Gal-Farbung von Kryoschnitten der Primartumoren
und Metastasen-tragenden Lebern des spontanen Metastasierungsexperimentes

zeigte eine deutliche Prasenz lacZ-markierter Tumorzellen (Abb. 6b).

a Negativ-Kontrolle

X-Gal Farbung

Primartumor

shser shL1-2

Lebermetastasen

shscr shlL1-2

._’.‘ ‘ ..-..‘- ‘ ‘
- Wl ¥t

B g

Abb. 6: X-Gal-Farbungen einer Tumorzell-freien Leber als Negativkontrolle fir die X-Gal-gefarbten,
Tumorzellen-tragenden Lebern und X-Gal-Farbungen von Kryoschnitten eines Primartumors und einer
Leber aus dem spontanen Metastasierungsexperiment. a. X-Gal-Farbung einer Tumorzell-freien Leber
aus DBA/2-Mausen. Ohne die Prasenz von B-Galaktosidase-markierten Tumorzellen in der Leber sind
keine fur die X-Gal-Farbung typischen blauen Fokusse auf der Leberoberflache zu sehen. b.
Hamatoxylin & Eosin (H & E)-Farbung von Kryoschnitten des Primartumors und der Leber aus dem
spontanen Metastasierungsassay mit L-Cl.5s-Zellen als Kontrolle fir die in situ-Zymographie in Abb.
8c, d. Die H & E-Farbung zeigt die Prasenz von Hamatoxylin-positiven Zellkernen im Bereich des
Primartumors in der Nahe der Epidermis (obere Reihe) sowie die hdhere Dichte von Hamatoxylin-
positiven Zellkernen in Bereichen der Lebermetastasen (untere Reihe, siehe Markierung und Pfeile).

Zusammengefasst suggerieren diese Ergebnisse, dass Tumorzell-L1LCAM wichtig fur
die Disseminierung von Tumorzellen vom Priméartumor und fir das Homing zum

Zielorgan der Metastasierung ist.
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5.3 L1CAM ist fur das Auswachsen von Metastasen und die
Tumorzellproliferation in der Leber notwendig

Im Anschluss daran sollte bestimmt werden, ob der Knockdown von L1CAM einen
Einfluss auf die Ausbildung von metastatischen Kolonien im Zielorgan der
Metastasierung hat. Um spezifisch die Kolonisierung des Zielorgans durch
Tumorzellen zu beobachten, wurde ein experimentelles Metastasierungsexperiment
durchgefiihrt. Bemerkenswerterweise fuhrte die Suppression von L1CAM zu einer
signifikant reduzierten Anzahl von metastatischen Kolonien in der Leber nach X-Gal-
Farbung (Abb. 7a, b), wahrend Lebern von Mausen, in die keine Tumorzellen
inokuliert worden waren, keine Farbung durch X-Gal aufwiesen (Abb. 6a).
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Abb. 7: L1CAM ist notwendig fir das metastatische Auswachsen und die Proliferation von
Tumorzellen in der Leber. a.X-Gal-Farbung (indigoblaue Fokusse) der entfernten Lebern.
Representative Aufnahmen der Leberoberflachen sind gezeigt (Balken: 6 mm (makroskopisch),
0,3 mm (Nachaufnahme). b. Mittlere Anzahl der Lebermetastasen + SEM (S&ulen + Fehlerbalken).
Der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr) wurde gleich 100 % gesetzt. Shscr: 100,00 + 7,24, n = 4;
shL1-2: 46,83 +6,30, n=4 (shL1-2 vs. shscr: **p =0,001). c. Mittlere mRNA-Expression des
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bakteriellen lacZ-Gens in Lebern+ SEM (S&aulen + Fehlerbalken). lacZ-Level wurden auf die
Expressionslevel von 18 S rRNA normalisiert, und der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr) wurde
gleich 100 % gesetzt. Shscr: 100,00 £ 9,00, n = 4; shL1-2: 33,16 + 7,36, n=4 (shL1-2 vs. shscr:
**p = 0.001). d. Immunhistochemische Farbung von PCNA auf Paraffin-eingebetteten Formalin-
fixierten Leberschnitten. PCNA-exprimierende Zellen sind braun gefarbt (Balken: 100 um (obere
Reihe), 50 um (untere Reihe)). (Der initiale Tierversuch wurde von Dr. Stephanie Hauser
durchgefuihrt.)

Die Suppression von L1CAM reduzierte aul3erdem die Streuung (Scattering) der
Tumorzellen innerhalb der gesamten Leber (Abb. 7a, Pfeile) und die
Gesamttumorlast der Leber (Abb. 7c).

Als nachstes wurde die Frage untersucht, ob die Suppression von L1CAM die
Proliferation der Tumorzellen im Zielorgan der Metastasierung beeinflusst. Zur
Unterscheidung der stark proliferierenden Tumorzellen vom umgebenden
Leberparenchym wurde eine immunhistochemische Farbung von PCNA (engl.
Proliferating cell nuclear antigen) durchgefthrt. Tatsachlich fuhrte der Knockdown
von L1CAM zu einer verringerten Anzahl an PCNA-positiven Zellen innerhalb der
Metastasen im Vergleich mit der shscr-Kontrolle. Darliber hinaus wurde die
verringerte Proliferation der Tumorzellen in Metastasen begleitet von einem
reduzierten Scattering der Tumorzellen innerhalb der gesamten Leber (Abb. 7d,
Pfeile). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass L1CAM notwendig fur das

Auswachsen der Tumorzellen im Zielorgan der Metastasierung ist.

5.4 Die Expression von L1ICAM korreliert mit erhGhte  r Expression
von Matrix-Metalloproteinasen in vitro und gelatinolytischer
Aktivitat in vivo

Im Vorfeld haben wir berichtet, dass die von Tumorzellen stammenden Matrix-

Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-9 wichtige Faktoren fir die metastatische

Kolonisierung der Leber durch Tumorzellen sind [242]. Daher wurde analysiert, ob

der Knockdown von L1CAM die Expression der Gelatinasen reduziert. Die qRT-PCR-

Analyse deckte signifikant verringerte mRNA-Expressionslevel von MMP-2 (Fig. 8a)

und MMP-9 (Fig. 8b) als Folge des L1CAM-Knockdown auf. Um die Aktivitat der

beiden Gelatinasen in vivo zu testen, wurde eine in situ-Zymographie mit DQ™-

Gelatine als Substrat auf Kryoschnitten von Primartumoren durchgefiihrt. Bereiche

von Priméartumorgewebe und Lebermetastasen wurden durch Hamatoxylin & Eosin

(H&E)-Farbungen repréasentativer Kryoschnitte identifiziert (Abb. 6b). Primé&rtumoren
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aus der Gruppe mit L1CAM-Knockdown wiesen deutlich reduzierte Gelatinase-

Aktivitat im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (Abb. 8c).
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Abb. 8: L1CAM korreliert mit erhdhter Expression von Matrix-Metalloproteinasen in vitro und
gelatinolytischer Aktivitat in vivo. a. Mittlere MMP-2 mRNA-Expression + SEM (Séulen + Fehlerbalken)
in den verschiedenen L-Cl.5s-Zellen. Die MMP-2-mRNA-Level wurden auf 18 S rrRNA-Level
normalisiert. Der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr) wurde gleich 100 % gesetzt. Shscr:
100,00 £9,01, n =3; shL1-2: 45,45 + 4,55, n =3 (shL1-2 vs. shscr: **p = 0,003). b. Mittlere MMP-9-
MRNA-Expression £ SEM (Séaulen * Fehlerbalken) in den verschiedenen L-Cl.5s-Zellen. Die
Expressionslevel der MMP-9-mRNA wurden auf die Level der 18S rRNA normalisiert, und der
Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr) wurde gleich 100 % gesetzt. Shscr: 100,00 + 4,55, n = 3; shL1-2:
45,74 + 16,66, n =3 (shL1-2 vs. shscr: *p = 0,035). c. Die gezeigte in situ-Zymographie wurde auf
Kryoschnitten von Primartumoren (linke Spalte innerhalb der jeweiligen Gruppe) und Metastasen-
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tragenden Lebern (rechte Spalte innerhalb der jeweiligen Gruppe) aus dem L-Cl.5s spontanen
Metastasierungs-Experiment durchgefiihrt. Reprasentative Aufnahmen sind gezeigt (Balken: 100 um;
obere Reihe (grines Signal): degradierte DQ™-Gelatine; untere Reihe (blaues Signal): DAPI-
Gegenfarbung). d. Die gezeigte in situ-Zymographie wurde auf Kryoschnitten von Metastasen-
tragenden Lebern aus dem experimentellen Metastasierungs-Experiment durchgefihrt.
Reprasentative Aufnahmen sind gezeigt (Balken: 100 um; obere Reihe (griines Signal): degradierte
DQ™-Gelatine; untere Reihe (blaues Signal): DAPI-Gegenfarbung).

Dartber hinaus fuhrte die Suppression von L1CAM in den Tumorzellen zu
verringerter gelatinolytischer Aktivitat in Lebermetastasen von Mausen, denen
Tumorzellen inokuliert worden waren, sowohl in spontanen als auch experimentellen
Metastasierungsexperimenten (Abb. 8c, d). Zusammenfassend deuten diese
Ergebnisse an, dass L1CAM die Lebermetastasierung von Tumorzellen durch die

Regulation der Expression und Aktivitat pro-metastatischer Gelatinasen foérdert.

5.5 Die spezifische Inhibition von MMP-2 und MMP-9  durch den
synthetischen Gelatinase-Inhibitor SB-3CT ahmt den Phanotyp
der LLCAM-Suppression nach

Um zu untersuchen, ob die reduzierte MMP-2- und MMP-9-Aktivitat fir das
verringerte metastatische Potential der Tumorzellen nach L1CAM-Knockdown
verantwortlich sind, wurde der spezifische Gelatinase-Inhibitor SB-3CT verwendet.
Inkubationsexperimente machten deutlich, dass Behandlung mit SB-3CT zu
verringerter Migration in Trans-well-Migrationsexperimenten (Abb. 9a) und zu
reduzierter Invasion in Matrigel-Invasionsexperimenten fihrte (Abb. 9b). Diese war
vergleichbar mit den Effekten, die in Experimenten mit L1CAM-Knockdown
beobachtet worden waren. Inhibition von MMP-2 und MMP-9 durch SB-3CT fihrte zu
keiner signifikanten, weitergehenden Reduktion der Zellmigration, aber zu signifikant
reduzierter Matrigel-Invasion der shL1-Zellen. Als nachstes wurde analysiert, ob die
Behandlung mit SB-3CT die gelatinolytische Aktivitat in vivo blockieren kann.
Tatsachlich wurde beobachtet, dass die gelatinolytische Aktivitat sowohl in
Primartumoren als auch in Lebermetastasen des spontanen Metastasierungsmodells
nach Anwendung von SB-3CT in einem Ausmal} verringert war, welches vergleichbar
war mit dem Effekt des L1LCAM-Knockdown (Abb. 9c).
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Abb. 9: Spezifische Inhibition von MMP-2 und MMP-9 mit dem spezifischen Gelatinase-Inhibitor SB-
3CT éahnelt dem Phanotyp des L1CAM-Knockdown. a. Mittlere Anzahl migrierter Zellen pro
Bildausschnitt £ SEM (Saulen £ Fehlerbalken) fir die verschiedenen L-Cl.5s-Zellen wie mittels Trans-
well-Migrationsexperimenten bestimmt. Der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr, DMSO) wurde gleich
100 % gesetzt: shscr, DMSO: 100,00 + 14,25, n =6; shscr, SB-3CT: 27,40 + 5,56, n =6; shL1-2,
DMSO: 31,44 £ 7,38, n =6; shL1-2, SB-3CT: 15,57 + 3,33, n = 6 (Vergleich zwischen allen Gruppen:
**p < 0,001; shscr, SB-3CT vs. shscr, DMSO: *p < 0,05; shL1-2, DMSO vs. shscr, DMSO: *p < 0,05;
shL1-2, SB-3CT vs. shscr, DMSO: *p<0,05). b.Mittlere Anzahl invadierter Zellen pro
Bildausschnitt + SEM (Saulen £ Fehlerbalken) fir die verschiedenen L-Cl.5s-Zellen wie mittels
Matrigel-Invasionsexperimenten bestimmt. Der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr, DMSO) wurde
gleich 100 % gesetzt: shscr, DMSO: 100,00 + 5,44, n = 6; shscr, SB-3CT: 36,36 + 4,80, n = 6; shL1-2,
DMSO: 36,30 £5,90, n = 6; shL1-3, SB-3CT: 20,94 £ 2,96, n = 6 (Vergleich aller Gruppen: *p < 0,001;
shscr, SB-3CT vs. shscr, DMSO: ***p < 0,001; shL1-2, DMSO vs. shscr, DMSO: ***p < 0,001; shL1-2,
SB-3CT vs. shscr, DMSO: ***p < 0,001; shL1-2, SB-3CT vs. shL1-2, DMSO: *p = 0,032). c. Die in situ-
Zymographie wurde auf Kryoschnitten von Metastasen-tragenden Lebern aus dem spontanen
Metastasierungs-Experiment mit L-Cl.5s-Zellen durchgefiihrt. Die Schnitte wurden entweder mit
200 um SB-3CT (rechte Spalte innerhalb der jeweiligen Gruppe) oder mit DMSO als Kontrolle (linke
Spalte innerhalb der jeweiligen Gruppe) inkubiert. Reprasentative Aufnahmen sind gezeigt (Balken:
100 um; obere Reihe (griines Signal): degradierte DQ"™-Gelatine; untere Reihe (blaues Signal): DAPI-
Gegenfarbung der Zellkerne).

Zusammengenommen deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die Prasenz von
L1CAM fur die gelatinolytische Aktivitdt von Tumorzellen in vitro und in vivo

notwendig ist.
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5.6 L1CAM reguliert das metastatische Potential von SKOV3ip
Ovarialkarzinomzellen positiv

Die Ovarialkarzinomzelllinie SKOV3ip reprasentiert ein typisches, solides L1CAM-
abhéngiges Tumormodell, welches im experimentellen Metastasierungsassay
reproduzierbar zu Metastasenbildung in der Lunge fuhrt. Stabile Suppression von
L1CAM in SKOV3ip-lacZ-Zellen wurde mittels gRT-PCR (Abb. 10a), Western Blot
(Abb. 10b) und Durchflusszytometrie (Abb. 10c) bestatigt. Sowohl die
Tumorzellmigration (Abb. 10d) als auch die Matrigel-Invasion (Abb. 10e) waren als
Folge der L1CAM-Suppression signifikant reduziert, wahrend die Tumorzell-
proliferation unverandert war (Abb. 10f). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen fiir
das T-Lymphom-Modell eines nicht-soliden Tumors fihrte das Silencing von L1ICAM
in SKOV3ip-lacZ-Zellen zu signifikant reduzierter mRNA-Expression von MMP-2
(Abb. 10g) und MMP-9 (Abb. 10h). Bemerkenswerterweise reduzierte der
Gelatinase-spezifische Inhibitor SB-3CT das in vitro migratorische (Abb. 10e) und
invasive Potential (Abb. 10f) der Tumorzellen in einem vergleichbaren Ausmaf3 wie
die Suppression von L1CAM. SchlieBlich wurde auch die experimentelle
Metastasierung der SKOV3ip-lacZ-Zellen in die Lunge durch den LLCAM-Knockdown
signifikant reduziert (Abb. 10i, j). Zusammenfassend legen diese Ergebnisse die
Vermutung nahe, dass L1CAM positiv zur Bildung von Metastasen solider Tumoren
beitrdgt, indem es die pro-metastatischen Gelatinasen MMP-2 und MMP-9

hochreguliert.
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Abb. 10: L1CAM reguliert das metastatische Potential von Ovarialkarzinomzellen positiv. SKOV3ip-
lacZ-Zellen wurden mit Retroviren, die gegen humanes L1CAM gerichtete shRNA-Sequenzen (shL1-
2) oder eine nicht-zielgerichtete shRNA-Sequenz (shscr, scrambled shRA) enthalten, transduziert.
a. gRT-PCR-Analyse der LLCAM mRNA-Expression in SKOV3ip-lacZ-Zellen. Mittlere LLCAM mRNA-
Expression £ SEM (Séaulen + Fehlerbalken) in SKOV3ip-lacZ-Zellen. LLCAM mRNA-Expressionslevel
wurden auf 18 S rRNA normalisiert, und der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr) wurde gleich 100 %
gesetzt. Shscr: 100,00 + 3,02, n=3; shL1-2: 16,04 £ 3,84, n=3 (shL1-2 vs. shscr: **p < 0,001).
b. Western Blot-Analyse und c. durchflusszytometrische Analyse der LLCAM Proteinlevel. d. Mittlere
Anzahl migrierter Zellen pro Bildausschnitt + SEM (S&aulen + Fehlerbalken) fur die verschiedenen
SKOV3ip-lacz-Zellen wie durch Trans-well-Migrationsexperimente ermittelt. Der Mittelwert der
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Kontrollgruppe (shscr, DMSO) wurde gleich 100 % gesetzt. Shscr, DMSO: 100,00 + 7,09, n = 6; shscr,
SB-3CT: 20,21 + 6,80, n = 6; shL1-2, DMSO: 40,52 + 6,74, n = 6; shL1-2, SB-3CT: 11,65+2,91,n=6
(Vergleich aller Gruppen: ***p < 0,001; Vergleich der Einzelgruppen: shscr, SB-3CT vs. shscr, DMSO:
***n < 0,001; shL1-2, DMSO vs. shscr, DMSO: ***p < 0,001; shL1-2, SB-3CT vs. shscr, DMSO:
***p < 0,001; shL1-2, SB-3CT vs. shL1-2, DMSO: **p = 0,002. e. Mittlere Anzahl invadierter Zellen pro
Bildausschnitt + SEM (Saulen + Fehlerbalken) fir die verschiedenen SKOV3ip-lacZ-Zellen wie durch
Matrigel-Invasionsexperimente ermittelt. Der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr, DMSO) wurde
gleich 100 % gesetzt. Shscr, DMSO: 100,00 + 15,26, n = 6; shscr, SB-3CT: 34,02 £ 6,76, n = 6; shL1-
2, DMSO: 38,38 +6,38, n=6; shL1-2, SB-3CT: 21,50 + 6,52, n=6 (Vergleich aller Gruppen: ***p
< 0,001; Vergleich der Einzelgruppen: shscr, SB-3CT vs. shscr, DMSO: ***p < 0,001; shL1-2, DMSO
vs. shscr, DMSO: ***p < 0,001; shL1-2, SB-3CT vs. shscr, DMSO: ***p < 0,001; shL1-2, SB-3CT vs.
shL1-2, DMSO: p =0,242). f. Analyse der Zellviabilitat mittels alamarBlue®-Proliferationsassay. Die
Mittelwerte beider Gruppen wurden auf den jeweiligen 0 h-Wert normalisiert und der 0 h-Wert gleich 1
gesetzt. Shscr, 0 h: 1,00 + 0,00, n = 6; shscr, 24 h: 1,49 + 0,09, n = 6; shscr, 48 h: 2,01 + 0,18, n = 6;
shscr, 72 h: 3,00 + 0,35, n = 6; shscr, 96 h: 5,03 £ 1,43, n=6; shL1-2, 0 h: 1,00 £ 0,00, n = 6; shL1-2,
24 h: 1,54 £0,11, n=6; shL1-2, 48 h: 2,06 £0,22, n=6; shL1-2, 72 h: 3,03 £0,37, n=6; shL1-2,
96 h: 550+1,35, n=6. g. Mittlere MMP-2-mRNA-Expression + SEM (Saulen £ Fehlerbalken) in
SKOV3ip-lacZ-Zellen. MMP-2 mRNA-Expressionslevel wurden auf die Expressionslevel der 18 S
rRNA normalisiert und der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr) gleich 100 % gesetzt. Shscr:
100,00 £ 3,64, n = 3; shL1-2: 26,58 + 5,15, n = 3 (shL1-2 vs. shscr: ***p < 0,001). h. Mittlere MMP-9-
MRNA-Expression £ SEM  (Séaulen + Fehlerbalken) in SKOV3ip-lacz-Zellen. MMP-9 mRNA-
Expressionslevel wurden auf die Expressionslevel der 18 S rRNA normalisiert und der Mittelwert der
Kontrollgruppe (shscr) gleich 100 % gesetzt. Shscr: 100,00 + 2,68, n = 3; shL1-2: 46,60 £ 8,00, n =3
(shL1-2 vs. shscr: **p =0,003). i. X-Gal-Farbung (indigoblaue Fokusse) der entfernten Lungen.
Reprasentative Aufnahmen der Lungenoberfliche sind gezeigt (Balken: 2 mm (makroskopische
Aufnahmen), 0,2 mm (Nachaufnahmen). . Mittlere Anzahl der Makrometastasen in den
Lungen £ SEM (Sé&ulen + Fehlerbalken). Der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr) wurde gleich 100 %
gesetzt. Shscr: 100,00 + 26,30, n = 6; shL1-2: 38,42 + 7,25, n = 10 (shL1-2 vs. shscr: *p = 0,034). (Der
initiale Tierversuch wurde von Dr. Laura Bickel durchgefiihrt.)

5.7 Die Verminderung des metastatischen Potentials von L-Cl.5s-
Zellen wurde durch die Verwendung einer zweiten geg  en
L1CAM gerichteten shRNA bestatigt

Das Transfektion bzw. Transduktion von Zellen mit siRNAs bzw. shRNAs, die gegen
ein bestimmtes mMRNA-Transkript gerichtet sind, kann zu einer nicht beabsichtigten,
unspezifischen Herunterregulation einer Vielzahl von mRNA-Transkripten fuhren, die
eine mit der Seed-Region komplementére Sequenz besitzen. Dieses Phanomen wird
als Off-Target-Effekt bezeichnet [254,255]. Unterschieden werden dabei zwei Arten
von Off-Target-Effekten: einerseits eine unspezifische Interferon-Antwort, anderer-
seits ein von durch gegen verschiedene Sequenzabschnitte des eigentlichen Ziel-
MRNA-Transkripts gerichteten siRNAs oder shRNAs vermittelter Effekt, der eine
unspezifische Herunterregulation alternativer mRNA-Transkripte verursacht [254].

Um mogliche Off-Target-Effekte durch die Verwendung der gegen murines und
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humanes L1CAM gerichteten shRNAs auszuschlielen, wurden wichtige in vitro-
Experimente in L-Cl.5s-Zellen mit einer zweiten, gegen eine alternative Zielsequenz
von L1CAM gerichteten shRNA durchgefuhrt. Dazu wurden L-Cl.5s-Zellen stabil mit
retroviralen Vektoren, die eine gegen L1CAM gerichtete shRNA (shL1-3) oder eine
unspezifische shRNA (shscr, scrambled shRNA) enthalten, transduziert. Die
Suppression von L1CAM fuhrte zu einer signifikanten Reduktion der L1CAM-
Expression auf mRNA-Ebene (Abb. 11a) und Proteinebene (Abb. 11b, c). Der
Knockdown von L1CAM fuhrte auch hier zu keiner Verdnderung der Proliferation
(Abb. 11d). Dagegen waren das migratorische und invasive Potential in Trans-well-
Migrationsexperimenten (Abb. 11e) und Matrigel-Invasionsexperimenten (Abb. 11f)
nach L1CAM-Suppression im Vergleich zur Kontrolle signifikant reduziert. Dartber
hinaus waren die mRNA-Expressionslevel sowohl von MMP-2 (Abb. 11g) als auch
von MMP-9 (Abb. 11h) signifikant erniedrigt. Die Inkubation der L-Cl.5s-Zellen mit
dem spezifischen Gelatinase-Inhibitor SB-3CT fiihrte auch hier zu einer signifikanten
Reduktion der Trans-well-Migration (Abb. 11i) und Matrigel-Invasion (Abb. 11)) in
einem vergleichbaren Ausmal} wie das Silencing von L1CAM. Die Inkubation mit SB-
3CT fuhrte innerhalb der Gruppe des L1CAM-Knockdown zu einer signifikanten
Reduktion der Invasion, nicht aber der Migration, im Vergleich zur Inkubation mit der
DMSO-Kontrolle. Dieser Effekt war entsprechend auch schon mit der ersten shRNA
beobachtet worden (vgl. Abb. 9b).
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Abb. 11: Der Effekt von Tumorzell-LLCAM auf das metastatische Potential von L-ClI5s-Zellen und die
Gelatinase-Expression in vitro wurde durch eine zweite shRNA bestatigt. a. Mittlere LLCAM-mRNA-
Expression = SEM (Séaulen + Fehlerbalken) in L-Cl.5s-Zellen. LLCAM-mRNA-Expressionslevel wurden
auf Level der 18 S rRNA normalisiert und der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr) wurde gleich 100 %
gesetzt. Shscr; 100,00 £ 1,65, n = 3; shL1-3: 25,39 + 14,65, n = 3 (shL1-3 vs. shscr: **p = 0,007). b.
Western Blot-Analyse von immunpréazipitiertem L1CAM. c. Durchflusszytometrische Analyse der
L1CAM-Expression in L-Cl.5s-Zellen. d. Analyse der Zellviabilitat (Proliferation) mittels alamarBlue®-
Assay. Die Mittelwerte beider Gruppen wurden auf den jeweiligen 0 h-Wert normalisiert und der 0O h-
Wert gleich 1 gesetzt. Shscr, 0 h: 1,00 £ 0,00, n =6; shscr, 24 h: 1,53 +0,10, n=6; shscr, 48 h:
3,74 +0,30, n=6; shscr, 72 h: 8,31 +0,84, n=6; shscr, 96 h: 14,06 + 0,76, n=6; shL1-3, O h:
1,00 £0,00, n=6; shL1-3, 24 h: 1,58 £0,13, n=6; shL1-3, 48 h: 4,09 £0,43, n=6; shL1-3, 72 h:
10,04 £1,00, n=6; shL1-3, 96 h: 15,98 £ 0,68, n = 6. e. Mittlere Anzahl der migrierten Zellen pro
Bildausschnitt + SEM (Séaulen + Fehlerbalken) fur die verschiedenen L-Cl.5s-Zellen wie durch Trans-
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well-Migrationsexperimente bestimmt. Der Mittelwert der Kontrollgruppe wurde gleich 100 % gesetzt.
Shscr: 100,00 + 5,10, n=6; shL1-3: 45,04 £ 6,43, n =6 (shL1-3 vs. shscr: ***p < 0,001). f. Mittlere
Anzahl der invadierten Zellen pro Bildausschnitt + SEM (Saulen + Fehlerbalken) fiir die verschiedenen
L-Cl.5s-Zellen wie durch Matrigel-Invasionsexperimente bestimmt. Der Mittelwert der Kontrollgruppe
(shscr) wurde gleich 100 % gesetzt. Shscr: 100,00 + 7,30, n = 6; shL1-3: 60,69 + 6,46, n =6 (shL1-3
vs. shscr: **p = 0,005). g. Mittlere MMP-2-mRNA-Expression + SEM (Saulen + Fehlerbalken) in L-
Cl.5s-Zellen. Die MMP-2-mRNA-Level wurden auf 18 S rRNA-Level normalisiert, und der Mittelwert
der Kontrollgruppe (shscr) wurde gleich 100 % gesetzt. Shscr: 100,00 +£9,01, n=3; shL1-3:
59,29 + 10,95, n=3 (shL1-3 vs. shscr: *p =0,028). h. Mittlere MMP-9-mRNA-Expression + SEM
(Séaulen * Fehlerbalken) in den verschiedenen L-Cl.5s-Zellen. Die MMP-9-mRNA-Level wurden auf
18S rrRNA-Level normalisiert, und der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr) wurde gleich 100 %
gesetzt. Shscr: 100,00 + 4,55, n=3; shL1-3: 41,75+ 13,48, n=3 (shL1-3 vs. shscr: *p =0,015).
i. Mittlere Anzahl migrierter Zellen pro Bildausschnitt + SEM (Saulen + Fehlerbalken) fur L-Cl.5s-Zellen
in Trans-well-Migrationsexperimenten. Der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr, DMSQO) wurde gleich
100 % gesetzt: shscr, DMSO: 100,00 + 14,25, n =6; shscr, SB-3CT: 27,40 + 5,56, n =6; shL1-3,
DMSO: 40,12 £ 7,92, n = 6; shL1-3, SB-3CT: 16,31 + 1,38, n = 6 (Vergleich zwischen allen Gruppen:
**p < 0,001; shscr, SB-3CT vs. shscr, DMSO: *p < 0,05; shL1-3, DMSO vs. shscr, DMSO: p > 0,05;
shL1-3, SB-3CT vs. shscr, DMSO: *p<0,05). j. Mittlere Anzahl invadierter Zellen pro
Bildausschnitt + SEM (Saulen £ Fehlerbalken) fir die verschiedenen L-Cl.5s-Zellen wie mittels
Matrigel-Invasionsexperimenten bestimmt. Der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr, DMSQO) wurde
gleich 100 % gesetzt. Shscr, DMSO: 100,00 + 5,44, n = 6; shscr, SB-3CT: 36,36 + 4,80, n = 6; shL1-3,
DMSO: 38,58 +5,23, n=6; shL1-3, SB-3CT: 22,94+214, n=6 (Vergleich aller Gruppen:
**p < 0,001; shscr, SB-3CT vs. shscr, DMSO: ***p < 0,001; shL1-3, DMSO vs. shscr, DMSO:
***n < 0,001; shL1-3, SB-3CT vs. shscr, DMSO: ***p < 0,001; shL1-3, SB-3CT vs. shL1-3, DMSO:
p = 0,090).

Diese Ergebnisse zeigen einmal mehr, dass LICAM das metastatische Potential von
L-Cl.5s-Zellen Uber die Regulation der pro-metastatischen Gelatinasen MMP-2 und
MMP-9 fordert.

5.8 Die Verminderung des intrinsischen metastatisch en Potentials
von SKOV3ip-Zellen wurde durch die Verwendung einer
zweiten gegen L1CAM gerichteten shRNA bestéatigt

Um mogliche Off-Target-Effekte auszuschlieBen und um zu untersuchen, ob der
L1CAM-Knockdown in SKOV3ip-lacZ-Zellen spezifisch erfolgte, wurden SKOV3ip-
lacZ-Zellen stabil mit einer zweiten gegen L1CAM gerichteten shRNA (shL1-3)
transduziert. Das Einbringen dieser shRNA fuhrte in SKOV3ip-lacZ-Zellen zu einer
signifikanten Suppression der L1CAM-Expression sowohl auf mRNA-Ebene (Abb.
12a) als auch auf Proteinebene (Abb. 12b, c). Das Silencing von L1CAM flhrte zu
einer signifikanten Reduktion der Migration in Trans-well-Migrationsexperimenten
(Abb. 12d) und zu einer signifikanten Verringerung des invasiven Potentials in
Matrigel-Invasionsexperimenten (Abb. 12e). Die Inkubation von SKOV3ip-lacZ-Zellen
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mit dem spezifischen Gelatinase-Inhibitor SB-3CT fihrte zu einer signifikanten
Reduktion der Migration in der Kontrollzelllinie, welche in ihrem Ausmald mit der
durch die Suppression von L1CAM erreichten Verringerung der Migration
vergleichbar war. Durch den Einsatz von SB-3CT konnte die Migration in shL1-Zellen
noch einmal signifikant reduziert werden. Demgegeniber war zwar eine deutliche
Reduktion der Invasion durch SB-3CT in der Kontrollzelline zu beobachten, diese
war jedoch nicht signifikant. Auch innerhalb der Gruppe des L1CAM-Knockdown war
der Effekt der Inkubation mit SB-3CT gegenuber DMSO nicht signifikant. Die
Proliferation war in SKOV3ip-lacZ-Zellen zwar leicht erhoht (Abb. 12f), jedoch war

diese Erhohung der Proliferation ebenfalls nicht signifikant.

a b C ——shscr =——shL1-3
< T 100
S 150 g 100 N
T _ *kk —220kDa ¢ W
T "E . 50 kD = 04 ( I\‘ |\
88 a-Tubulin s a 2 / ’# |
. S 40 ,
3 & 50 ‘&é \:\'b < Ji‘ \
O e ® = £ 201 J JFy |
o= a oo [ \
pas 0 % 04 [ ! \
2 & N N 0102 105 10* 10°
& P
PE Signalintensitat
d e f
*k%k = * = 20
s 200 & 200 — 3 — shscr
= O — o
By *K*k N © L -
NZ 450 =35 150 E 5 shL1-3
g2 5 £ 5
23 100 . T2 100 N 10
D > 5 o
z2 =z J £ °
T =, , © = % . )
f 2 R % s ol
0 24 48 72 96
@90 :50‘\ \‘\GJO 2)0& @,__90 ;90/\ “\%O rbo'\
OF T O O T O Zeit [h]
shscr shL1-3 shscr shL1-3

Abb. 12: Der Effekt von Tumorzell-L1CAM auf das metastatische Potential von Ovarialkarzinomzellen
in vitro wurde durch eine zweite shRNA bestatigt. a. Mittlere L1CAM-mRNA-Expression + SEM
(Saulen * Fehlerbalken) in SKOV3ip-lacZ-Zellen. LLCAM-mRNA-Expressionslevel wurden auf 18 S
rRNA normalisiert, und der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr) wurde gleich 100 % gesetzt. Shscr:
100,00 £ 3,02, n=3; shL1-3: 6,25+ 2,53, n=3 (shL1-3 vs. shscr: ***p <0,001). b. Western Blot-
Analyse und c. durchflusszytometrische Analyse der LLCAM Proteinlevel. d. Mittlere Anzahl migrierter
Zellen pro Bildausschnitt £ SEM (Saulen + Fehlerbalken) fur SKOV3ip-lacZ-Zellen im Trans-well-
Migrationsexperiment. Der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr, DMSO) wurde gleich 100 % gesetzt.
Shscr, DMSO: 100,00 + 7,09, n = 6; shscr, SB-3CT: 20,21 + 6,80, n = 6; shL1-3, DMSO: 29,94 + 7,44,
n=26; shL1-3, SB-3CT: 4,66 +0,33, n=6 (Vergleich aller Gruppen: ***p <0,001; Vergleich der
Einzelgruppen: shscr, SB-3CT vs. shscr, DMSO: ***p < 0,001; shL1-3, DMSO vs. shscr, DMSO:
***n < 0,001; shL1-3, SB-3CT vs. shscr, DMSO: ***p < 0,001; shL1-3, SB-3CT vs. shL1-3, DMSO:
*p = 0,048). e. Mittlere Anzahl invadierter Zellen pro Bildausschnitt + SEM (Saulen + Fehlerbalken) fir
SKOV3ip-lacZ-Zellen im Matrigel-Invasionsexperiment. Der Mittelwert der Kontrollgruppe (shscr,
DMSO) wurde gleich 100 % gesetzt. Shscr, DMSO: 100,00 + 15,26, n=6; shscr, SB-3CT:
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34,02 + 6,76, n = 6; shL1-3, DMSO: 15,33 £ 5,33, n = 6; shL1-3, SB-3CT: 9,20 + 2,57, n = 6 (Vergleich
aller Gruppen: ***p < 0,001; Vergleich der Einzelgruppen: shscr, SB-3CT vs. shscr, DMSO: p > 0,05;
shL1-3, DMSO vs. shscr, DMSO: *p < 0,05; shL1-3, SB-3CT vs. shscr, DMSO: *p < 0,05; shL1-3, SB-
3CT vs. shL1-3, DMSO: p>0,05). f.Zellviabilitat/Proliferation der SKOV3ip-lacZ-Zellen im
alamarBlue®-Proliferationsassay. Die Mittelwerte beider Gruppen wurden auf den jeweiligen 0 h-Wert
normalisiert und der 0 h-Wert gleich 1 gesetzt. Shscr, 0 h: 1,00 + 0,00, n = 6; shscr, 24 h: 1,49 + 0,09,
n = 6; shscr, 48 h: 2,01 £0,18, n = 6; shscr, 72 h: 3,00 £ 0,35, n = 6; shscr, 96 h: 5,03 + 1,43, n = 6;
shL1-3, 0 h: 1,00 +£0,00, n=6; shL1-3, 24 h: 1,49 +0,11, n=6; shL1-3, 48 h: 2,03+0,22, n = 6;
shL1-3, 72 h: 3,18 £ 0,48, n = 6; shL1-3, 96 h: 5,79 £ 1,43, n = 6.

Zusammengefasst bestatigen diese Ergebnisse, dass die Prasenz von L1CAM zu
einer Erh6hung des metastatischen Potentials fuhrt und die pro-metastatischen
Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 wichtige Effektoren des L1CAM-vermittelten

migratorischen und invasiven Potentials darstellen.
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6 Diskussion

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit tragen zum Verstandnis der Rolle von
Tumorzell-LLCAM fir die Bildung von Metastasen bei. In dieser Arbeit konnte zum
ersten Mal gezeigt werden, dass L1CAM spezifisch die Disseminierung der
Tumorzellen ausgehend vom Primé&rtumor und das metastatische Auswachsen der
Tumorzellen im Zielorgan der Metastasierung beeinflusst, indem es die pro-
metastatischen Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 in soliden und nicht-soliden
Tumorentitéaten reguliert. Diese Ergebnisse machen deutlich, dass die funktionelle
Interferenz mit LLCAM einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz fir die
spezifische Inhibition der metastatischen Streuung solider und nicht-solider Tumoren

darstellt.

6.1 Der Einfluss von Tumorzell-LLCAM auf die Prolif  eration von
Tumorzellen in vitro und das Wachstum von Tumoren in vivo
ist abh&ngig vom Kontext

Zelladhasionsmolekule werden in vier verschiedene Familien unterteilt: Cadherine,
Selektine, Integrine und Zelladhasionsmolekile der Immunglobulin-Familie.
Zelladhasionsmolekile sind wichtige Mediatoren der Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Interaktion und spielen eine wichtige Rolle in der Transduktion von Signalen unter
physiologischen und pathologischen Bedingungen. Im Verlauf der Tumorprogression
tragt die deregulierte Expression der Zelladhasionsmolekile zur veranderten
Adhasion, Migration, Invasion und Angiogenese sowie zur Organ-spezifischen
Metastasierung von Tumorzellen bei [256-258]. In friheren Studien konnte gezeigt
werden, dass die Antikdrper-basierte funktionelle Interferenz mit LLCAM in vitro zu
verminderter  Tumorzell-Proliferation  fuhrt [170,259]. Laut einer kuirzlich
veroffentlichten Studie kann die Antikérper-basierte funktionelle Interferenz mit
L1CAM - je nach Bindungsregion des jeweiligen Antikérper-Fragments — sowohl
anti-proliferativ als auch pro-proliferativ wirken [260]. Auch der Einfluss der
Suppression von L1CAM auf die Tumorzellproliferation ist unklar. Wahrend Hung und
Kollegen verminderte Tumorzellproliferation nach LLCAM-Knockdown gezeigt haben
[164], haben Hai und Kollegen gefunden, dass die Suppression von L1CAM die
Tumorzellproliferation nicht verandert [163]. In Ubereinstimmung mit Hai und
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Kollegen konnte in dieser Arbeit demonstriert werden, dass die Suppression von
L1CAM die Tumorzellproliferation nicht beeinflusst. Bereits friher konnten Hauser
und Kollegen zeigen, dass die Uberexpression von L1CAM in verschiedenen
Tumorzellen keinen Einfluss auf die Proliferation verschiedener Tumorentitdten hat
[247]. Diese Beobachtungen machen deutlich, dass der Effekt der Uberexpression
oder der Suppression von L1CAM auf die Proliferation von Tumorzellen zwischen
verschiedenen Modellsystemen variiert und deuten auf einen Kontext-abhangigen
Beitrag von L1CAM auf die Tumorzellproliferation hin. Nachfolgende in vivo-Studien
haben gezeigt, dass die Uberexpression von L1CAM das ektope Tumorwachstum
beim Ovarialkarzinom verstarkt [152,162], wahrend die funktionelle Interferenz mit
LICAM das Tumorwachstum in orthotopen [163-165] und transgenen
Tumormodellen [261] reduziert. Bemerkenswerterweise fuhrt auch das Fehlen von
oder die funktionelle Interferenz mit LLCAM in Endothelzellen zu vermindertem
Tumorwachstum [262]. Im Gegensatz zu diesen Studien konnte in der vorliegenden
Arbeit gezeigt werden, dass die Suppression von Tumorzell-LLCAM das
Primartumorwachstum nicht verandert, jedoch ein verlangertes Gesamtiiberleben der
Mause bewirkt. Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit Beobachtungen aus der
Klinik, wo die erhohte Expression von L1CAM in Krebspatienten mit schlechter
Prognose und hoéheren Tumorstadien korreliert [141,252,263,264]. Die in dieser
Arbeit gezeigte Korrelation der LLCAM-Expression mit dem verminderten Uberleben
der Mause im spontanen Metastasierungsexperiment suggeriert, dass L1CAM
moglicherweise Uber seine pro-metastatische Funktion fir die Unterschiede im
Uberleben der Mause im aggressiven L-Cl.5s-T-Lymphom-Modell [242,244]

verantwortlich sein kénnte.

6.2 Tumorzell-L1LCAM ist ein wichtiger Regulator des
metastatischen Potentials von Tumorzellen in vitro und in vivo

Die Beteiligung der IgSF-CAMs an allen Schritten des metastatischen Prozesses ist
weitgehend akzeptiert [93,136,137]. LLCAM st eines der am besten untersuchten
Mitglieder der IgSF-CAMs [138,139]. Die in vitro migratorischen und invasiven
Eigenschaften von Tumorzellen werden routinemdal3ig untersucht und gelten als
wichtige tumorbiologische Indikatoren fur die Abschéatzung des malignen Phanotyps

von Tumorzellen. Darlber hinaus dient die Bestimmung dieser Parameter der
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Identifizierung therapeutischer Zielstrukturen [250,265,266]. Die Motilitat von
Tumorzellen ist eine wichtige Voraussetzung fur die effiziente Metastasierung, und
haufig korreliert die in vitro-Motilitat mit dem metastatischen Potential von
Tumorzellen in Tumormodellen in vivo [267,268]. Bereits friher konnte gezeigt
werden, dass die ektope Expression von L1CAM die Migration und Invasion foérdert
[142,161,263], wahrend die funktionelle Interferenz mit LLCAM eine Verringerung der
Tumorzellmotilitat bewirkt [163,263,269]. In Ubereinstimmung damit wurde in der
vorliegenden Arbeit gezeigt, dass das Silencing von L1CAM die Migration und
Invasion von nicht-soliden (L-ClL.5s T-Lymphom) und soliden (SKOV3ip
Ovarialkarzinom) Tumorentitdten vermindert, was auf eine mogliche Beteiligung von
LICAM am metastatischen Geschehen in den untersuchten Tumorentitaten
hindeutet. Daruiber hinaus ist bekannt, dass die Uberexpression von L1CAM in
Tumorzellen eine verstarkte Metastasierung in verschiedenen Tumorentitaten bewirkt
[166,247,253], wohingegen die funktionelle Interferenz mit LLCAM in Tumorzellen
[163,165,263] und Endothelzellen [262] zu verminderter Ausbildung von Metastasen
fuhrt. Diese Beobachtungen zusammen mit der in dieser Arbeit gezeigten Korrelation
der L1ICAM-Expression mit dem verminderten Uberleben der Mause im spontanen
Metastasierungsexperiment suggerieren, dass L1CAM mdoglicherweise Uber seine
pro-metastatische Funktion fir die Unterschiede im Uberleben der M&ause im
aggressiven L-Cl.5s-T-Lymphom-Modell [242,244] verantwortlich sein kdnnte.
Tatsachlich wurde in dieser Arbeit gefunden, dass die Suppression von L1CAM die
Bildung von Lebermetastasen im spontanen Metastasierungsexperiment dramatisch
reduziert, was die funktionelle Bedeutung von L1CAM fur die Metastasierung in
diesem Modell verdeutlicht. Jedoch ist der Beitrag von L1CAM zu spezifischen
Schritten der metastatischen Kaskade bisher nicht untersucht worden. In dieser
Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Suppression von L1CAM die Bildung von
Lebermetastasen im spontanen Metastasierungsexperiment (~ 90 %, vgl. Abb. 5e, f)
deutlich starker reduzierte als im experimentellen Metastasierungsexperiment
(~ 60 %, vgl. Abb. 7b, c). Im experimentellen Metastasierungsexperiment werden
lediglich spate Schritte der metastatischen Kaskade abgebildet, wie z.B. die
Extravasation, die Kolonisierung des Zielorgans der Metastasierung und das
Wiedereinsetzen der Proliferation, wéahrend im spontanen Metastasierungs-
experiment die gesamte metastatische Kaskade inklusive der frihen Schritte, wie

z. B. Angiogenese und lokale Invasion, untersucht wird [74,270-272]. Demzufolge
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deuten diese Ergebnisse auf eine wichtige Funktion von Tumorzell-L1CAM in frihen
Schritten der metastatischen Kaskade, beispielsweise in der Invasion des lokalen,
den Tumor umgebenden Gewebes und in der Disseminierung von Tumorzellen

ausgehend vom Priméartumor, hin.

6.3 Tumorzell-L1CAM erhoht die Effizienz der Metast  asierung,
iIndem es das Auswachsen der Metastasen im Zielorgan der
Metastasierung fordert

Quantitative Analysen des Schicksals von desseminierten Tumorzellen haben
gezeigt, dass die frihen Schritte innerhalb der hamatogenen metastatischen
Kaskade, welche u.a. die Disseminierung umfassen, hochgradig effizient sind.
Waéhrend die meisten Tumorzellen erfolgreich extravadieren [273-275], ist nur eine
geringe Anzahl von Tumorzellen in der Lage, am Ort der Metastasierung zu
proliferieren, Mikrometastasen zu bilden und ausgehend von diesen zu
Makrometastasen auszuwachsen [275-277]. Tumorzellen und Leukozyten nutzen
sowohl ahnliche als auch verschiedene Mechanismen flr ihre Migration durch
Gewebe, fur die Durchquerung der Basalmembran und fur den Eintritt in Blutgefal3e
hinein und aus ihnen heraus [278]. Die Rekrutierung von Leukozyten in entziindete
Gewebe erfolgt durch die so genannte Leukozyten-Adhéasions-Kaskade und wird
primar durch Zelladhasionsmolekile der Selektin-Familie vermittelt [279]. Allerdings
scheinen diese Rekrutierungsprozesse auch von Zelladh&sionsmolekilen der IgSF-
Familie, wie z.B. L1CAM, beeinflusst zu werden. So verstarkt L1CAM beim
Mammakarzinom die Adhasion an Endothelzellen [165,280] und férdert auf diese
Weise die vaskulare Metastasierung in die Lunge [165]. AuRerdem ist LICAM in der
Lage, die transendotheliale Migration von Tumorzellen [281,282] und Dendritischen
Zellen [283] zu vermitteln. Dabei scheint es keine Rolle zu spielen, ob L1CAM von
Tumorzellen bzw. Immunzellen oder von Endothelzellen exprimiert wird.
Entscheidend scheint vielmehr zu sein, dass LICAM in trans an geeignete Faktoren
binden kann, indem es entweder homophil (mit sich selbst) [280,283] oder heterophil
(z. B. mit Integrin avB3 oder ALCAM) [280,282] interagiert. Nach erfolgreicher
Extravasation tritt ein grof3er Prozentanteil der Tumorzellen entweder in einen
Zustand des Zellzyklus-Arrests, die so genannte Dormanz, ein [276,284] oder stirbt
durch Apoptose [285]. Diese Beobachtungen erklaren die geringe Effizienz des

gesamten metastatischen Prozesses [286]. Ob eine Tumorzelle am Zielort der
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Metastasierung proliferieren kann, hangt gemaf der von Stephen Paget postulierten
,Seed and soil'-Hypothese stark von der Kompatibilitdt der Tumorzelle (der Saat,
engl. seed) mit der Mikroumgebung im spezifischen Zielorgan (dem Boden, engl.
soil) ab [287]. Mittlerweile gilt als akzeptiert, dass die Kompatibilitdt der Tumorzellen
mit der Mikroumgebung auf molekularer Ebene durch die Présenz von
Wachstumsfaktoren, spezifischen Zelloberflachenrezeptoren und Zelladhasions-
molekilen bestimmt wird [71]. Tumorzellen sind durch die direkte oder indirekte
Interaktion mit Zellen der Organ-Mikroumgebung in der Lage, ihre Adaptation an die
Bedingungen am Zielorgan der Metastasierung zu férdern [288]. In dieser Arbeit
konnte gezeigt werden, dass die Expression von L1CAM wichtig fur das Auswachsen
der Tumorzellen im Zielorgan der Metastasierung nach erfolgter Extravasation war,
was indiziert, dass LLCAM die Adaptation von Tumorzellen an fremde Gewebe, das
Uberleben friiher Mikrometastasen und die Wiederaufnahme der Proliferation
ermoglicht. Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit der Beobachtung, dass
L1CAM beim Lungenkarzinom zum Auswachsen von Metastasen im Gehirn beitragt
[289]. Da bekannt ist, dass L1ICAM die Apoptose von Tumorzellen inhibiert [290,291],
ist eine mogliche Interpretation, dass LICAM die Metastasierung fordert, indem es
das Gleichgewicht zwischen Proliferation und Apoptose zugunsten des
metastatischen Wachstums verschiebt. GemalR dieser Sichtweise versetzt L1CAM
die Tumorzellen in die Lage, die limitierenden Schritte der metastatischen Kaskade
zu Uberwinden und liefert eine Erklarung dafir, warum die Suppression von L1CAM
nicht nur die spontane Metastasierung der L-Cl.5s-Zellen, sondern auch die
experimentelle Metastasierung deutlich vermindert.

Beobachtungen aus der Klinik legen nahe, dass L1CAM eine wichtige Rolle fur die
Lebermetastasierung spielt, da nahezu 100 % der untersuchten Lebermetastasen
von Melanom- und Pankreaskarzinompatienten erhohte Expression von L1CAM
aufweisen [140,169]. Konsistent damit zeigt die vorliegende Arbeit, dass LLCAM ein
entscheidender Faktor fir die Bildung von Lebermetastasen im L-CI.5s T-Lymphom-
Modell ist. Dartiber hinaus fordert Tumorzell-lLLCAM auch die Kolonisierung der
Lunge durch Tumorzellen im SKOV3ip-Ovarialkarzinom-Modell, einer typischen
soliden, L1CAM-abhangigen Tumorentitdt. Die L1CAM-abhéngige Foérderung der
Lungenmetastasierung ist auch in einem spontanen Metastasierungsexperiment mit
hypoxischen Mammakarzinomzellen beobachtet worden [165]. Darlber hinaus tragt
L1CAM zur Bildung von Metastasen im Gehirn [289] und in Knochen [292] bei. Diese
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Beobachtungen deuten darauf hin, dass der pro-metastatische Effekt von L1CAM
und die zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen weder auf eine einzelne

Tumorentitat noch auf ein spezifisches Zielorgan der Metastasierung begrenzt sind.

6.4 Tumorzell-L1CAM fordert die Metastasierung, ind em es die
Expression der pro-metastatischen Gelatinasen MMP-2 und
MMP-9 sowie die gelatinolytische Aktivitat hochregu liert

Uber die Re-initierung der Proliferation hinaus stellen Tumorzellmigration und -
invasion wichtige Voraussetzungen fir die Effizienz der Metastasierung dar
[151,268]. Diese Prozesse sind in hohem Mal3e abhangig von der proteolytischen
Aktivitat Matrix-degradierender Enzyme [181,293-295]. Tatsachlich ist bei Kolon-,
Ovarial- und Pankreaskarzinompatienten eine erhohte Expression von L1CAM im
Bereich der invasiven Front des Tumorgewebes lokalisiert [142,148,149], was einen
Beitrag von L1CAM zum invasiven Phénotyp dieser Tumorentitaten suggeriert. In
Ubereinstimmung mit diesen Studien demonstriert diese Arbeit, dass L1CAM die
MRNA-Expression der pro-metastatischen Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 in vitro
sowohl in L-CL.5s T-Lymphom-Zellen als auch in SKOV3ip-Ovarialkarzinomzellen
positiv reguliert und aufRerdem mit erhdhter gelatinolytischer Aktivitat in vivo
assoziiert ist. Bereits zuvor konnte gezeigt werden, dass die spezifische Inhibition
von MMP-2 und MMP-9 effizient die Lebermetastasierung im L-CI.5s T-Lymphom-
Modell inhibiert [242,296]. In diesem Modell ist Tumorzell-MMP-9 wichtig fir die
invasiven Schritte der Leberkolonisierung, wahrend MMP-2 zum effizienten
Wachstum der metastatischen Kolonien beitragt [242]. Die vorliegende Arbeit konnte
die Effekte der Suppression von L1CAM auf das metastatische Potential von
Tumorzellen durch die Verwendung des synthetischen MMP-2- und MMP-9-Inhibitors
SB-3CT nachahmen. Auch im humanen Prostatakarzinom [292] und im humanen
Fibrosarkom [247] werden MMP-2 und MMP-9 in Abhéangigkeit von LLCAM reguliert.
Zusammengenommen indizieren diese Ergebnisse eine Abhangigkeit der
Gelatinase-Expression von der L1CAM-Prasenz und suggerieren, dass diese
Faktoren in Kooperation den invasiven Phéanotyp von Tumorzellen férdern und zur

metastatischen Kolonisierung verschiedener Organe beitragen.
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6.5 Maogliche molekulare Mechanismen der LLCAM-abhan  gigen
Regulation der pro-metastatischen Gelatinasen MMP-2 und
MMP-9

L1CAM-abhangige Mechanismen der Signaltransduktion

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass die pro-metastatischen Gelatinasen
MMP-2 und MMP-9 in Abhangigkeit von L1ICAM reguliert werden [247,292]. Nach
wie vor sind die zu Grunde liegenden Mechanismen und Signalwege nicht
identifiziert. Die zahlreichen Interaktionen von L1CAM lassen verschiedene
molekulare Mechanismen der LLCAM-abhangigen Regulation von MMP-2 und MMP-
9 zu: L1CAM-assistierte Signaltransduktion, LICAM forward Signaltransduktion und
L1CAM reverse Signaltransduktion [297].

Bei der LICAM-assistierten Signaltransduktion bewirkt die Interaktion von LICAM mit
Rezeptortyrosinkinasen [298], Integrinen [299] oder Neuropilin [129] in cis (auf der
Zelloberflache derselben Zelle) oder trans (auf einer benachbarten Zelle) die
Aktivierung abwarts gelegener Signalwege, u.a. FAK/MAPK/Erk und PI3K-Akt
[299,300]. So stimuliert z. B. die Bindung eines L1CAM-Peptids an FGFR uber die
Aktivierung des Rezeptors das Auswachsen von Neuriten [130,131]. Die Interaktion
von loslichem L1CAM und FGFR verstarkt die Proliferation und Motilitat von
Gliomzellen [301]. Die homophile Bindung von L1CAM resultiert in der Adhasions-
abhangigen Aktivierung des EGF-Rezeptors [302]. Die Verstarkung der PDGF-
induzierten Erk-Aktivierung in Fibroblasten durch L1ICAM in Abhangigkeit von der
Zelldichte [303] deutet darauf hin, dass die homophile L1ICAM-Bindung auch die
PDGF-induzierte Signaltransduktion fordert. Die Aktivierung der MAPK/Erk- und
PI3K/Akt-Signalwege fuhrt zu erhdhter Expression und Aktivitat von MMP-2 und
MMP-9 [304-307], was eine Beteiligung der L1CAM-assistierten Signaltransduktion
an der Regulation der Gelatinasen suggeriert.

Die L1CAM forward Signaltransduktion beruht auf einer Sequenz von proteolytischen
Schritten und fuhrt schlieBlich zur Freisetzung der zytoplasmatischen Doméane von
L1CAM (L1lcyt) sowie zu deren Translokation in den Nukleus, wo sie auf bislang
unbekannte Weise an der Regulation der Genexpression beteiligt ist [308,309]. Diese
Sequenz proteolytischer Schritte erfolgt in einer zur Spaltung von Notch analogen
Weise [310]. Der erste Schritt dieser sequentiellen Proteolyse von L1CAM ist die
Membran-proximale Spaltung von L1CAM durch eine der beiden ADAM-Proteasen
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ADAM-10 oder ADAM-17 [308,311]. Dabei wird ein Ektodomanen-Fragment von
L1CAM (Llecto) mit einer Grofl3e von ca. 200 kDa freigesetzt. Die ADAM-10/-17-
vermittelte Spaltung ist Voraussetzung fir den zweiten proteolytischen Schritt, die
Bildung eines zytoplasmatischen Fragments von LLCAM mit einer Grol3e von 28 kDa
durch y-Sekretase-abhangige regulierte Intramembranproteolyse (RIP, engl.
regulated intramembrane proteolysis) [308]. Fur die RIP-abhéngige nukleare
Translokation der L1lcyt und die Regulation der Genexpression durch Llcyt ist die
Prasenz der RGD-Integrinbindungssequenz notwendig [161], was suggeriert, dass
die Bindung von L1CAM an Integrine wichtig fir die nukledre Translokation und die
L1cyt-vermittelte Regulation der Genexpression ist.

Die L1CAM reverse Signaltransduktion beinhaltet die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB. Die Zusammenlagerung von L1CAM und Integrinen
fuhrt Uber die Aktivierung von ILK zur Genexpression und Sekretion von IL-1[.
Dieses bindet an den Interleukin-1-Rezeptor Typ | (IL-1RI) und bewirkt die
Phosphorylierung, Aktivierung und nukleare Translokation der p65-Untereinheit von
NF-kB. Bei diesem molekularen Mechanismus erfolgt die L1CAM-abhangige
Aktivierung von NF-kB unabhangig von der proteolytischen Spaltung von L1CAM
[156,312]. Die Interaktion von LLCAM mit den Integrin-Untereinheiten av, a5 und 1
bewirkt die Bindung und Aktivierung der intrazellularen Proteine ILK, FAK und Src,
welche Schlisselregulatoren der Integrin-abhangigen Signaltransduktion sind
[313,314], und fuhrt schliellich zur Aktivierung von PI3K und NF-kB sowie zur
Transkription von NF-kB-Zielgenen [156,312], darunter moglicherweise auch MMP-2
und MMP-9 [304,315,316]. Dartber hinaus existieren indirekte Evidenzen, dass die
Bindung von lslichem L1CAM an die Integrine av3, avpb, and a5B81 zur Aktivierung
von FAK und zu erhohter Motilitat fuhrt [317]. Alternativ kann das Ezrin-abhangige
Clustering von L1CAM auf der Zelloberflache die Aktivierung von NF-kB bewirken
[167]. So sind NF-kB-Aktivierung und Ezrin fur die L1CAM-vermittelte Leber-
metastasierung von Kolonkarzinomzellen verantwortlich [167,168]. Der Beitrag der
L1CAM-induzierten Aktivierung der Erk- [303], Akt- [263] und NF-kB-Signalwege
[167] zur LLCAM-vermittelten Motilitét, Invasion und Metastasierung impliziert, dass
L1CAM die Expression und Aktivitat der pro-metastatischen Gelatinasen tber einen
oder mehrere dieser Signalwege induziert.
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Proteolytische Prozessierung von LICAM

Zusétzliche Variabilitat in der LICAM-abhéngigen Signaltransduktion entsteht durch
die proteolytische Freisetzung der LLCAM-Ektodomane im ersten Schritt der LLCAM
forward Signaltransduktion. Die l6sliche L1CAM-Ektodoméane ist in verschiedenen
Tumorentitaten als Marker im Serum von Patienten [141,252,318] und in durch
Tumorzellen konditioniertem Medium [317,319] nachweisbar. Interessanterweise ist
auch die Expression von ADAM-10 [141,320] und ADAM-17 [321,322], den
verantwortlichen L1CAM-Sheddasen, in einer Vielzahl von Tumorentitdten erhoht.
Die Beobachtungen, dass ADAM-10 das konstitutive Shedding von L1CAM in nicht-
neuronalen Zellen [309,320] vermittelt, wahrend ADAM-17 fur das induzierte
Shedding von L1CAM in nicht-neuronalen Zellen verantwortlich ist [308,323],
suggerieren, dass das ADAM-10-/-17-vermittelte L1CAM-Shedding zur Tumor-
progression beitragt. Tatsachlich werden ADAM-10 und L1CAM in invasiven
Bereichen des Kolonkarzinoms ko-exprimiert [142]. AulRerdem fordert ADAM-10 die
Lebermetastasierung endogen oder ektop L1CAM-exprimierender Kolonkarzinom-
zellen [166]. In migrierenden Gliomzellen wird die Expression von ADAM-10
hochreguliert, wahrend gleichzeitig die Zelloberflachenprasenz von L1CAM abnimmt
[317]. Die ADAM-10-/-17-vermittelte Spaltung von L1CAM verringert die L1CAM-
abhéngige Zelladh&asion und fordert die LLCAM-abhangige Zellmigration [308]. In
Ubereinstimmung damit deuten Studien zur Funktion der loslichen L1CAM-
Ektodomane auf eine pro-metastatische Funktion hin. So verstarkt l6sliches L1CAM-
Fc-Fusionsprotein (Aminosauren 1-1117 [127]) die Migration von CHO-Zellen in
gleicher Weise wie konditioniertes Medium von L1CAM-uberexprimierenden CHO-
Zellen [311]. Neben ADAM-10 und ADAM-17 sind die Serinproteasen Plasmin [324],
Neuropsin/Kallikrein 8 [325] und MBC (engl. Myelin basic protein) [326], die Pro-
Protein-Konvertase PC5A [327], die Aspartylproteasen BACE1l [328] (328) und
Cathepsin E [329] in der Lage, die L1CAM-Ektodomé&ne an unterschiedlichen
Positionen proteolytisch zu spalten. Die Tatsache, dass L1ICAM von insgesamt acht
verschiedenen Proteasen proteolytisch gespalten wird, verdeutlicht die groRRe
Bedeutung der proteolytischen Prozessierung von L1CAM fir die Modulation seiner
physiologischen und pathologischen Funktionen. Damit Gbereinstimmend belegt eine
zunehmende Zahl von Studien, dass die proteolytische Spaltung von Zelladhéasions-
molekilen, wie z. B. von E-Cadherin [330], CD44 [331], N-Cadherin [332] und

L1CAM [308,311] bzw. die loslichen Ektodomé&nen von Zelladhasionsmolekilen
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[330,333,334] die Zelladhasion modulieren und das migratorische und invasive
Potential von Zellen erh6hen. Diese Beobachtungen haben zu der Hypothese
gefuhrt, dass Tumorzellen durch Ektodomé&nen-Shedding aktiv die Zelloberflachen-
prasenz ihrer homophilen Zelladhasionsmolekiile herunterregulieren, um die Kontakt-

inhibition der Proliferation zu tiberwinden und ihre Motilitat zu erhéhen [335,336].

L1CAM, MMP-2 und MMP-9 sind in Tumorzell-sekretierten Exosomen nachweisbar

Exosomen sind kleine, sekretierte Membranvesikel mit einer Grof3e von 40 bis
100 nm, die ihren Ursprung im spaten endosomalen Kompartiment der
Multivesikularen Kérperchen (MVB, engl. multivesicular bodies) haben [337,338].
Diese Mikrovesikel besitzen wichtige Funktionen fur die Herunterregulation aktivierter
Rezeptoren [339], fUr die Immunstimulation [340] und fir die interzellulare
Kommunikation [341]. Ubiquitin fungiert als Signal fur die Sortierung von Proteinen in
diesen zellularen Transportweg [339], der verschiedene bioaktive Molekile, u. a.
Membranrezeptoren, Proteine, DNA, mRNAs, microRNAs und Organellen von der
Ursprungszelle zur Zielzelle transportiert [342,343]. Exosomen sind in Kdrperflissig-
keiten von gesunden Spendern [344] und Krebspatienten [345,346] sowie In
konditioniertem Zellkulturmedium von Tumorzellen [346,347] nachweisbar.

Exosomen dienen Tumorzellen als Plattformen fiur das Ektodomé&nen-Shedding von
Membranproteinen [348,349]. L1CAM st fur verschiedene Tumorentitdten als
Bestandteil von Exosomen identifiziert worden [317,345]. Wie L1CAM wird auch
ADAM-10 in Exosomen sortiert [350,351]. In Ovarialkarzinomzellen erfolgt das
Ektodomanen-Shedding von L1CAM durch ADAM-10 und ADAM-17 im endosomalen
Kompartiment und fuhrt zur Freisetzung von Exosomen, die sowohl funktionell
aktives ADAM-10 und ADAM-17 als auch den zytoplasmatischen Bereich von
L1CAM (Llcyt) enthalten [323,345,352], was eine mogliche Beteiligung von
Exosomen an der Llcyt-vermittelten Regulation der Genexpression durch den
interzellularen Transfer von L1cyt suggeriert. Die neuronale Isoform von L1CAM (FL-
L1CAM) wird auf der Basis des RSLE-Sortiersignals, welches der nicht-neuralen
L1CAM-Isoform SV-L1CAM fehlt, in Exosomen sortiert [352] und dort durch ADAM-
10 gespalten [323,352]. Losliches L1CAM (Llecto) aus sekretierten Vesikeln
induziert die Migration und die Aktivierung des Erk-Signalwegs [317,353]. Zusammen
mit der Forderung der Metastasierung durch die gemeinsame Expression von ADAM-

10 und L1CAM [166] liefern diese Beobachtungen eine mogliche Erklarung fur die
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exklusiv durch die FL-L1CAM-Isoform vermittelte pro-metastatische Funktion von
L1CAM [247].

Interessanterweise sind auch die Gelatinasen MMP-2 und MMP-9 in Exosomen aus
Korperflissigkeiten von Krebspatienten [354] und in Exosomen aus Tumorzellen
[355-357] nachweisbar. Von Prostatakarzinomzellen sekretierte Mikrovesikel
enthalten MMP-9 und den extrazellularen Induktor der MMP-Expression Basigin
(EMMPRIN, engl. extracellular matrix metalloproteinase inducer) [345,358].
Exosomen enthalten auRerdem uPA [355], MT1-MMP (MMP-14) [359], Plasminogen
und Hsp90a [360,361], welche zur Aktivierung von pro-MMP-2 und pro-MMP-9
beitragen und die Motilitat und Invasivitdt von Tumorzellen fordern. Blutplattchen-
sekretierte Mikrovesikel induzieren in Lungenkarzinomzellen die Genexpression von
MMP-9 und verstéarken ihre Metastasierung [362]. Von humanen Nierenzellkarzinom-
Stammzellen sekretierte Mikrovesikel induzieren in der Lunge die Expression von
MMP-2 und MMP-9 [357]. Exosomen von Nierenzellkarzinomzellen induzieren die
Genexpression von MMP-9 und férdern die Migration und Invasion der Tumorzellen
[363]. Exosomen aktivierter CD8" T-Zellen induzieren in Melanomzellen die
Aktivierung von Erk und NF-kB sowie die Genexpression von MMP-9 und férdern so
das migratorische, invasive und metastatische Potential der Tumorzellen [364].
AulBerdem induzieren Tumorzell-sekretierte Mikrovesikel die Aktivierung von
Fibroblasten, wie durch die Aktivierung von Erk1/2 und die Hochregulation von MMP-
9 gezeigt, erhdhen die Motilitat der Fibroblasten und ihre Resistenz gegentber
Apoptose und fordern dartiber hinaus ihrerseits die Freisetzung von Mikrovesikeln
durch Fibroblasten. Die Fibroblasten-sekretierten Mikrovesikel erh6hen wiederum die
Motilitdt und Invasivitat der Prostatakarzinomzellen [358]. Weiterhin sind von
Tumorzellen oder Fibroblasten sekretierte Exosomen an der Etablierung einer pro-
tumorigenen und pro-metastatischen Nische beteiligt [346,365,366], indem sie zum
Austausch von genetischer Information zwischen Tumorzellen untereinander [367]
sowie zwischen Tumorzellen und Stromazellen [346] bzw. zwischen Tumorzellen und
Zellen des Zielorgans der Metastasierung beitragen [368]. Dartber hinaus fungieren
Exosomen als potente Immunsuppressoren, indem sie Apoptose in aktivierten T-
Zellen induzieren, die Differenzierung von Monozyten in Dendritische Zellen
verhindern und die Bildung Myeloider Suppressorzellen (MDSCs, engl. myeloid-
derived suppressor cells) induzieren [369]. Zusammenfassend zeigen diese Studien,
dass Exosomen sowohl L1CAM als auch MMP-2 und MMP-9 enthalten, und
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identifizieren Exosomen als eine bedeutende Quelle gelatinolytischer Aktivitat. Die
Beobachtungen zeigen dartber hinaus, dass Exosomen die gelatinolytische Aktivitat
sowohl in Tumorzellen als auch in Stromazellen induzieren kénnen, und suggerieren,
dass Exosomen Uber verschiedene Mechanismen zum malignen Phénotyp von
Tumorzellen beitragen kénnen.

Schlussfolgernd, heben die Ergebnisse dieser Arbeit, dass L1CAM die
Disseminierung von Tumorzellen, die Kolonisierung und das Auswachsen von
Tumorzellen im Zielorgan der Metastasierung durch die Hochregulation der
Expression pro-metastatischer Gelatinasen und durch die Induktion der
Tumorzellproliferation am Ort des sekundaren Tumorwachstums fordert, LLCAM als
ein vielversprechendes therapeutisches Ziel in der Begrenzung der metastatischen

Streuung hochgradig aggressiver nicht-solider und solider Tumoren hervor.
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Schematische Darstellung der metastatischen Kaskade fur die
Metastasierung solider Tumoren

Schematische Darstellung der Domanenstruktur von LLCAM

Vektorkarte und Sequenz der Multiple cloning site (MCS) mit den
Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme BamHI und EcoRI des
retroviralen shRNA-Expressionsplasmids pSiren-RetroQ.

Tumorzell-LLCAM ist ein wichtiger Regulator des metastatischen
Potentials in vitro.

Von Tumorzellen exprimiertes LICAM ist ein wichtiger Regulator
des metastatischen Potentials in vivo und invers korreliert mit
dem Uberleben der Mause.

X-Gal-Farbungen einer Tumorzell-freien Leber als
Negativkontrolle fur die X-Gal-gefarbten, Tumorzellen-tragenden
Lebern und X-Gal-Farbungen von Kryoschnitten eines
Primartumors und einer Leber aus dem spontanen
Metastasierungsexperiment.

L1CAM ist notwendig fur das metastatische Auswachsen und die
Proliferation von Tumorzellen in der Leber.

L1CAM korreliert mit erhOhter Expression von Matrix-
Metalloproteinasen in vitro und gelatinolytischer Aktivitat in vivo.

Spezifische Inhibition von MMP-2 und MMP-9 mit dem
spezifischen Gelatinase-Inhibitor SB-3CT ahnelt dem Phénotyp
des L1CAM-Knockdown.

L1CAM  reguliert das
Ovarialkarzinomzellen positiv.

metastatische Potential von

Der Effekt von Tumorzell-LLCAM auf das metastatische Potential
von L-ClI5s-Zellen und die Gelatinase-Expression in vitro wurde
durch eine zweite ShRNA bestatigt.

Der Effekt von Tumorzell-L1CAM auf das metastatische Potential
von Ovarialkarzinomzellen in vitro wurde durch eine zweite
shRNA bestétigt.
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Weitere verwendete Chemikalien
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ALL
AML
ADAM
ALCAM
AP-1
AP-2
BACE1l
BM
CAM
cDNA
CHL1
CHO
CRASH

DAPI
ddH,0O
DMEM
DMSO
DNA
DQ™-Gelatine
DTCs

E. coli
EGF
EGFR
EMMPRIN,
EMT

EOC

ERK

ERM

EZM

FAK

FGFR

akute lymphatische Leukéamie

akute myeloische Leukamie

A disintegrin and metalloproteinase
Activated leukocyte adhesion molecule
Activator protein-1

Accessory protein-2

B-site of APP cleaving enzyme
Basalmembran

Cell adhesion molecule

codogene DNA

Close homolog of L1

Chinese hamster ovary

Corpus callosum, retardation, adducted thumbs, spastic
paraplegia and hydrocephalus
4'.6-Diamidin-2-phenylindol

doppelt destilliertes Wasser
Dulbecco’s modified eagle medium
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonucleic acid
Farbstoff-geldschte Gelatine (engl. dye-quenched gelatin)
Disseminated tumor cells

Escherichia coli

Epidermal growth factor

Epidermal growth factor receptor
Extracellular matrix metalloproteinase inducer, Basigin
Epithelial-mesenchymal transition
Epithelial ovarian carcinoma
Extracellular signal-regulated kinase
Ezrin, Radixin, Moesin (Proteinfamilie)
extrazellulare Matrix

Focal adhesion kinase

Fibroblast growth factor receptor
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FL-L1CAM Full-length LLCAM

GPI Glykosylphosphatidylinositol

h Stunde(n)

H&E Hamatoxylin & Eosin

Hsp90a Heat shock protein 90a

i.d. intradermal

Ig Immunoglobulin

IgSF Immunoglobulin-Superfamilie

IgSF CAMs Immunoglobulin superfamily of cell adhesion molecules

IL(-1B) Interleukin-13

ILK Integrin-linked kinase

IL-1RI Interleukin-1-Rezeptor Typ |

kDa Kilodalton

L Liter

L1CAM L1 cell adhesion molecule

Llcyt zytoplasmatischen Doméane von L1CAM

Llecto I6sliche Ektodomane von L1CAM

MAPK Mitogen-activated protein kinase

MASA Mental retardation, aphasia, shuffling gait, adducted
thumbs

MBC Myelin basic protein

MDSCs Myeloid-derived suppressor cells

min Minute(n)

mm Millimeter

mM millimol/L,

tm micrometer

MMP Matrix-Metalloproteinase

MRNA messenger RNA

MT-MMPs Membran-Typ MMP

MVB Multivesicular bodies

NF-kB Nuclear factor-«kB

Ng-CAM Neuron glia cell adhesion molecule

nm Nanometer

Nr-CAM NgCAM-related cell adhesion molecule
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PCNA
PDGF
PI3K

Plg
gRT-PCR
RIP
RanBPM
RNA
rRNA
RT-PCR
S

SDS
SEM
shRNAs
shscr
SIRNA
SV-L1CAM
TCF
TIMP
TNF
uPA
VEGF
VEGFR
X-Gal

Zn

Proliferating cell nuclear antigen
Platelet-derived growth factor
Phosphoinositol-3-Kinase
Plasminogen

guantitative RT-PCR

Regulierte Intramembranproteolyse
Ran binding protein M

Ribonucleic acid

ribosomal RNA

Real time polymerase chain reaction
Sekunde

Sodium dodecyl sulfate

standard error of the mean

short hairpin RNAs

scrambled shRNA

short interfering RNA

Splice variant-L1CAM

T-cell factor

Tissue inhibitor of metalloproteinases
Tumornekrosefaktor

Urokinase-Typ Plasminogen-Aktivator
Vascular endothelial growth factor
Vascular endothelial growth factor receptor
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galaktopyranosid
Zink
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