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Einleitung  1 

1 Einleitung 

1.1 Das Retinoblastom 

Das Retinoblastom (RB) ist die häufigste maligne Erkrankung des frühen Kindesalters 

mit einer Inzidenz von 1 zu 16.000 Lebendgeburten und umfasst 6% aller 

pädiatrischen Krebserkrankungen (Balmer et al., 2006; Shields & Shields, 2006; 

Dimaras & Corson, 2019; Bornfeld et al., 2020; Kaewkhaw & Rojanaporn, 2020). 

Weltweit treten jährlich ca. 9.000 neue Fälle auf wovon 60% der Erkrankten ein 

einseitiges (unilaterales) und 40%, bereits bei der Erstdiagnose, multifokale (bi-, 

trilaterale) Tumore zeigen (Wieland & Havers, 2006; Kivelä, 2009). In den meisten 

Fällen wird die Diagnose bereits vor dem fünften Lebensjahr gestellt, wobei die 

Überlebensrate in den entwickelten Ländern bei  über 97% liegt (Bornfeld et al., 2020). 

Das Retinoblastom tritt in zwei verschiedenen Formen auf: 1) der erblichen Form, bei 

der häufig beide Augen (bilateral) betroffen sind, und 2) der nicht-erblichen Form, bei 

der in einem Auge ein Tumor (unilateral) vorliegt (Yun et al., 2011). Bei Patienten mit 

uni- oder bilateralem, vererbtem Retinoblastom kann zudem ein trilaterales 

Retinoblastom an der Glandula pinealis (Zirbeldrüse) auftreten (Provenzale et al., 

1995). Das sogenannte Pinealoblastom geht mit einer 5-Jahres Überlebensrate von 

58% einher (Schild et al., 1993; Yamanaka et al., 2019; Jong et al., 2020). Der 

funktionelle Verlust beider Allele des Tumorsuppressorgens RB1 (RB1) führt zur 

Entstehung eines Retinoblastoms, wofür nach der von Knudson 1971 postulierten two-

hit-Hypothese zwei Mutationsereignisse stattfinden müssen (Knudson, 1971). Der 

Verlust oder die Inaktivierung des ersten RB1 Allels erfolgt entweder durch die 

Vererbung vom Vater oder der Mutter, die konstitutionelle Genträger sind, durch de-

novo-Mutation während der Gametogenese oder durch eine somatische Mutation in 

der Retinazelle. Der Verlust des zweiten Allels erfolgt postzygotisch als somatische 

Mutation. (Wieland & Havers, 2006) Häufig wird das zweite Mutationsereignis durch 

einen Verlust der Heterozygotie (loss of heterozygosity, LOH) verursacht, welcher die 

Zellen homozygot bzw. hemizygot für das entsprechende Gen macht (Zhu et al., 

1992). Das Retinoblastomgen RB1 liegt auf Chromosom 13 an Position 13q14.2 

(Lalande et al., 1984). Das vom RB1 Gen kodierte RB1 Protein (pRB1) ist 

multifunktional: Es unterdrückt die Transkription durch Bindung an Histondeacetylasen 

(HDACs) und reguliert den Zellzyklus durch die Bindung an den Transkriptionsfaktor 

E2F (Flemington et al., 1993; Helin et al., 1993). Das Retinoblastom kann auch in 
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Abwesenheit von RB1 Mutationen durch Mutationen des Transkriptionsfaktors MYCN 

entstehen (Rushlow et al., 2013). Diese Tumore können zu einem früheren Zeitpunkt 

diagnostiziert werden, als solche mit einer Mutation im RB1 Gen allein (Wang et al., 

1994; Sellers & Kaelin, 1997). Dimaras und Kollegen fanden zudem heraus, dass der 

Verlust des RB1 Gens zunächst die Entstehung eines benignen Retinoms initiiert und 

zu einer gewissen genetischen Instabilität führt, welche die Veränderung weiterer 

tumorassoziierter Gene und letztendlich die Entstehung eines Retinoblastoms 

begünstigt (Dimaras et al., 2012). Studien aus der Arbeitsgruppe von Brenda Gallie 

belegen, dass weitere Mutationen („3 hits“) notwendig sind, damit ein maligner Tumor 

entstehen kann (Corson & Gallie, 2007). Die Ursache, die letztendlich dazu führt, dass 

aus einem benignen Retinom ein malignes Retinoblastom entsteht, liegt 

wahrscheinlich in der Anhäufung von genetischen Veränderungen oder bisher nicht 

identifizierter Mutationsereignisse (Dimaras et al., 2008). 

Ein erbliches Retinoblastom liegt bei 94% der Kinder mit sporadisch beidseitigem 

Retinoblastom vor wobei diese Kinder heterozygot für die RB1 Mutation sind. Bei einer 

positiven Familienanamnese kann fast immer von einem erblichen Retinoblastom 

ausgegangen werden, wohingegen bei 5% der Patienten mit einem sporadischen 

bilateralen Retinoblastom ein sogenanntes somatisches Mosaik vorliegt, bei dem die 

erste Mutation postzygotisch aufgetreten ist. (Bornfeld et al., 2020) 

Als Ursprung der RB Tumorzellen wurden sowohl Vorläuferzellen von 

Horizontalzellen, Amakrinzellen und glialen Müllerzellen als auch Photorezeptorzellen 

diskutiert und somit auch die Existenz von retinalen Precursor Zellen (RPCs), die sich 

in multiple Zelltypen differenzieren können (Chen et al., 2004; Ajioka et al., 2007; 

McEvoy et al., 2011; Pajovic et al., 2011). Der Verlust des funktionsfähigen pRB1 in 

der sich entwickelnden Retina zeigt, dass nur die post-mitotischen Zapfenzellen wieder 

in den Zellzyklus eintreten können, somit proliferieren und resistent gegenüber 

Apoptose werden. Im Gegensatz dazu gehen Vorläuferzellen und Müller-Glia in die 

Apoptose über, wohingegen andere Zelltypen, wie retinale Ganglionzellen, 

Stäbchenzellen, horizontale und amakrine Interneurone sowie bipolare Nervenzellen 

aufgrund des pRB-Verlusts in der post-mitotischen Zellzyklusphase verbleiben. (Xu et 

al., 2014; Singh et al., 2018) Der zelluläre Ursprung des Retinoblastoms liegt nach 

neueren Erkenntnissen vermutlich in Vorläuferzellen der Zapfen-Photorezeptoren (Xu 

et al., 2009). Heranreifende Zapfenzellen sind somit onkologisch aktiv und 
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unterstreichen zudem die Relevanz der zeitlichen Entwicklungsstadien der Zellen 

während der Tumorentstehung (Kaewkhaw & Rojanaporn, 2020).  

Histologisch zeigen Retinoblastome unterschiedliche Differenzierungsstadien mit 

heterologer Verteilung von Homer-Wright und Flexner-Wintersteiner Rosetten (Ts'o et 

al., 1970; Das et al., 2014). Der Tumor wächst, ausgehend von der Retina, entweder 

endophytisch in das Corpus vitreum (Glaskörper), exophytisch, subretinal in Richtung 

der Choroidea (Lederhaut) sowie diffus innerhalb der Retina (Morgan, 1971; Girard et 

al., 1989; Balmer et al., 2006). Die wichtigsten prognostischen Faktoren für 

Metastasierungen sind dabei die Invasion entlang des Nervus opticus (Sehnerv) über 

die Lamina cribrosa (Siebbein) hinaus sowie eine choroidale Invasion von mehr als     

3 mm im Durchmesser, welche die Sclera (Aderhaut) berührt (Sastre et al., 2009; 

Eagle, 2013). Die Überlebensrate für Kinder mit Retinoblastomen, die sich entlang des 

prelaminaren, laminaren und postlaminaren Nervus opticus erstrecken, liegt bei >90%, 

85% bzw. 60% (Stannard et al., 1979; Magramm et al., 1989; Chantada et al., 2007). 

Zudem besteht das Risiko einer hämatogenen Verbreitung nach Aderhautinfiltration 

mit der Bildung von Metastasen in Lunge, Knochen und dem Gehirn (McLean et al., 

1994; Bornfeld et al., 2020).  

Das häufigste Anzeichen für das Bestehen eines Retinoblastoms ist die Leukokorie 

(siehe Abbildung 1) (Dimaras et al., 2012). Der weißlich erscheinende Tumor reflektiert 

das Licht und verhindert die klinische Begutachtung der rötlich-erscheinenden Retina 

(Goddard et al., 1999). Andere weniger spezifische Symptome sind zudem eine 

verminderte Sehleistung, ein gerötetes und gereiztes Auge und/oder die verzögerte 

Entwicklung des betroffenen Auges (Shields & Shields, 2004; Du & Pogoriler, 2006). 

Seltenere Anzeichen für das Retinoblastom sind eine Uveitis, das Glaukom, eine 

Trübung der Linse (Katarakt) und Einblutungen in das betroffene Auge (Munier et al., 

2019). Zur Diagnostik wird, zusätzlich zur Anamnese und der Spiegelung des 

Augenhintergrunds, die Magnetresonanztomographie, Ultraschall, Fluoreszenz-

angiographie sowie optische Kohärenztomographie eingesetzt (Munier et al., 2019; 

Bornfeld et al., 2020). Das Retinoblastom wird mit der ICRB (International 

Classification of Retinoblastoma) sowie der TNM (T: Tumor; N: node, Lymphknoten; 

M: Metastasen) Klassifikation in Verlauf und Ausprägung beschrieben und 

entsprechend der jeweiligen Kategorien eingruppiert (Bornfeld et al., 2020).  

Das primäre Ziel der Retinoblastomtherapie liegt in der Eliminierung der Tumormasse 

sowie der Minimierung von Begleitschäden im angrenzenden Gewebe. Der Erhalt des 
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Auges und der visuellen Fähigkeit ist dabei von therapeutischer Priorität. (Munier et 

al., 2019) 

 

 
Abbildung 1: Klinische Eigenschaften des Retinoblastoms. 

(A) Externe RectamTM Aufnahme eines Retinoblastoms. Der kalzifizierte Tumor ist deutlich durch die Pupille als 
Reflexion zu erkennen (Leukokorie). (B) Pathologie eines enukleierten Auges mit Retinoblastom. Ein großer, 
kalzifizierter Tumor ist in der linken Hälfte des Auges deutlich zu erkennen (Pfeil). Abbildung modifiziert nach: 
(Dimaras & Corson, 2019). 

 

Die Heilungschance bei unilateralen Retinoblastomen ohne extraokuläre Ausprägung 

liegt bei 85%-90% (Khelfaoui et al., 1996; Chantada et al., 2004). Eine adjuvante 

Chemotherapie wird vor allem für Erkrankungen mit Invasion entlang des Nervus 

opticus über die Lamina cribrosa hinaus oder bei massiver choroidaler Invasion 

angewendet (Uusitalo et al., 2001). Die intravenöse, systemische Chemotherapie 

basiert auf der Verabreichung von Zytostatikakombinationen aus Vincristin, 

Cyclosporin, Doxorubicin (VDC), Vincristin, Etoposid, Carboplatin (VEC) oder 

Hybridregimen (Chantada et al., 2004; Rodriguez-Galindo et al., 2007). Die 

intraarterielle Chemotherapie (IAC) stellt eine augenerhaltende Therapieform für 

Patienten mit vitrealer Tumorausbreitung dar. Dabei werden über einen 

transfemoralen Katheter die Zytostatika Melphalan, Topotecan und/oder Carboplatin 

direkt an den Ursprung der Arteria ophthalamica appliziert. (Abramson et al., 2010) 

Die externe Strahlentherapie (external radiation beam therapy, ERBT) war die erste 

effektive, augenerhaltende Therapie für fortgeschrittene Erkrankungen. Jedoch erhöht 

die Bestrahlung das Risiko der Entstehung eines Sekundärtumors. (Yousef et al., 

2016) Die IAC wurde zunächst eingesetzt um die Effektivität der ERBT zu erhöhen 

und dient heute der Vermeidung der Enukleation des betroffenen Auges und der 

systemischen Chemotherapie (Shields et al., 2014; Abramson et al., 2015). Weitere 

Verfahren zur Tumorreduktion  stellen die Laser-Photokoagulation, die Kryotherapie 
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sowie die Thermotherapie dar (Bakhshi et al., 2012). Ein Hauptproblem der 

systemischen Chemotherapie stellt die subretinale und Glaskörperaussaat dar 

(Shields et al., 2002). Es wird davon ausgegangen, dass diese Aussaat aufgrund des 

schlechten Penetrationsvermögens der systemisch verabreichten Zytostatika in den 

subretinalen und vitrealen Bereiche verbleiben, da diese Bereiche wenig vaskularisiert 

sind. Die periokulare Injektion der Zytostatika erlaubt die Verabreichung hoher 

effektiver Dosen und vermindert gleichzeitig das Auftreten von Nebenwirkungen, wie 

sie bei der systemischen Therapie beobachtet werden können. (Bakhshi et al., 2012)  

Trotz der hohen Heilungschancen liegt die kumulative Inzidenz für das Auftreten von 

Sekundärtumoren bei ca. 35,2% der Patienten innerhalb von 40 Jahren nach der 

Erstdiagnose der erblichen Form des Retinoblastoms (Temming et al., 2017). 

Untersuchungen von verschiedenen Patientenkohorten in den USA, Großbritannien 

und den Niederlanden zeigten, dass zudem das Risiko des Auftretens von 

Sekundärtumoren, wie z.B. Sarkomen, nach Bestrahlung erhöht war (Abramson et al., 

1984; Abramson & Frank, 1998; Mohney et al., 1998; Moll et al., 2001; Kleinerman et 

al., 2005). Aber auch Chemotherapeutika wie alkylierende Substanzen oder 

Topoisomeraseinhibitoren sind an der Entstehung von Sekundärtumoren beteiligt 

(Wong et al., 2014). Im Jahr 2014 veröffentlichten Bartuma und Kollegen eine 

retrospektive Studie über einen Zeitraum von 10 Jahren zur systemischen 

Chemotherapie, bei der sieben von 46 untersuchten Retinoblastome Resistenzen 

gegenüber der VEC Therapie zeigten (Bartuma et al., 2014). Pavlidou und Kollegen 

veröffentlichten eine Studie, bei der die höhere Prävalenz von Keimbahn-assoziierten 

Retinoblastomerkrankungen in Zusammenhang mit dem Versagen der IAC gebracht 

wurde (Pavlidou et al., 2015). Ein nicht zufriedenstellendes Ansprechen der Tumore 

auf die verwendeten Chemotherapeutika macht es notwendig, die der 

Resistenzentwicklung zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen weiter zu 

untersuchen. Die Entwicklung von Chemotherapieresistenzen ist eine der 

Hauptursachen für das Versagen der Chemotherapie. Die Chemotherapieresistenz 

kann dabei durch eine Vielzahl von Faktoren vermittelt werden, wie zum Beispiel ein 

beschleunigtes Ausschleusen der Medikamente, DNA Methylierungen, 

Veränderungen im Zielort des Medikaments und dem Reparieren von induzierten 

Zellschäden (Wilson et al., 2006).  

Mit den schnell voranschreitenden Möglichkeiten und Technologien in der 

medizinisch-biologischen Forschung ist es möglich, die molekularen Mechanismen zur 
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Tumorentstehung, -progression und -metastasierung zu analysieren. Das Verständnis 

von Veränderungen auf genetischer und epigenetischer Ebene sind essenziell für die 

Verbesserung der Tumordiagnostik, der Tumortherapie und der Verlaufskontrolle bei 

der Behandlung der Erkrankung. Es ist von großer wissenschaftlicher wie klinischer 

Bedeutung, dass die molekularen Veränderungen in Tumorzellen präzise kartiert 

werden, um neue und alternative Therapieansätze zu identifizieren sowie adjuvante 

Therapiekonzepte zu entwickeln. Die vorliegende Arbeit soll daher einen Beitrag zum 

Verständnis der veränderten molekularen und zellulären Prozesse leisten, welche den 

Progress des Retinoblastoms forcieren und zum Entstehen von Chemo-

therapieresistenzen führen. 

 

1.2 Das neuronale Zelladhäsionsmolekül L1CAM 

1.2.1 Struktur und biologische Funktion 

Das Zelladhäsionsmolekül L1 (L1 cell adhesion molecule, L1CAM, CD171) spielt eine 

entscheidende Rolle in der Entwicklung des Nervensystems und bei der Entwicklung 

humaner Tumorerkrankungen (Arlt et al., 2002; Altevogt et al., 2020). Das Protein 

wurde erstmals in post-mitotischen Neuronen von Mäusen beschrieben (Rathjen & 

Schachner, 1984) und wird vom L1CAM Gen, das auf dem langen Arm des X-

Chromosoms an Position Xq28 liegt, kodiert (Djabali et al., 1990). Das L1CAM Molekül 

gehört zur L1 Familie hoch konservierter, neuronaler Adhäsionsmoleküle und umfasst 

insgesamt vier Mitglieder: L1CAM (Moos et al., 1988), Close Homolog of L1 (CHL1), 

NrCAM und Neurofascin (Maness & Schachner, 2007). L1CAM ist ein 200-220 kDa 

großes, die Zellmembran durchspannendes Glykoprotein aus der Familie der 

Immunglobuline und besteht aus sechs Immunglobulin-ähnlichen Domänen (Ig1-6), 

fünf Fibronektin Typ III Domänen (FNIII1-5), einer Transmembrandomäne sowie einer 

hochkonservierten, intrazellulären Domäne (Abbildung 2) (Moos et al., 1988; Kiefel et 

al., 2012).  

L1CAM kann homophile Bindungen mit benachbarten L1CAM Molekülen eingehen 

oder in heterophiler Weise an andere neuronale Zelladhäsionsmoleküle wie z.B. 

Integrine, Neurocan oder Neuropilin-1 binden. Dabei interagiert L1CAM mit 

verschiedenen Molekülen entweder in derselben Plasmamembran (cis) oder mit 

solchen von benachbarten Zellen (trans). (Schachner, 1997; Brümmendorf et al., 1998; 

Schäfer & Altevogt, 2010). Der zytoplasmatische Teil des Moleküls ist zudem in der 

Lage einige Proteine des Zytoskeletts wie Ankyrin, Aktin, Spectrin oder die Ezrin-
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Radixin-Moesin (ERM) Proteine zu binden (Loers & Schachner, 2007; Herron et al., 

2009). Zudem kann L1CAM einen Komplex mit E-Selektin bilden und so die Anheftung 

zirkulierender Tumorzellen an das Endothelium der Blutgefäße bewirken, was den  

 

 
 

Abbildung 2: L1CAM Struktur und Schnittstellen. 

L1CAM ist ein transmembranes Molekül mit sechs Immunglobulindomänen (Ig1-6), fünf Fibronectin Typ 
III Domänen (FNIII1-3), einer transmembranen Domäne sowie einer hochkonservierten 
zytoplasmatischen Domäne. Das RGD (Arg- Gly-Asp) Motiv in der sechsten Ig Domäne unterstützt die 
Bindung an Integrine. L1CAM kann proximal zur Plasmamembran von den Metalloproteinasen ADAM10 
und ADAM17 geschnitten werden. Diese Abspaltung der Ektodomänen resultiert in der Freisetzung 
eines 200 kDa großen, löslichen Ektodomänenfragments, wohingegen das 32 kDa transmembrane und 
intrazelluläre Fragment in der Plasmamembran verankert bleibt. In der Abbildung sind das RGD Motiv 
sowie die Schnittstellen für die Proteolyse mit Pfeilen markiert. Abbildung modifiziert nach: (Kiefel et al., 
2012). 
 

ersten Schritt während der Metastasenbildung darstellt (Deschepper et al., 2020). Über 

die Ig Domänen 1 bis 4 wird die statische und homophile Bindung zweier L1CAM 

Moleküle realisiert (Gouveia et al., 2008; He et al., 2009). Neben der statischen 

Zelladhäsion spielt L1CAM jedoch auch eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der 

Zellmotilität von Neuronen während der Embryonalentwicklung (Maness & Schachner, 

2007). Während der embryonalen Entwicklung ist L1CAM beim Auswachsen (Chang 

et al., 1987), der Adhäsion (Keilhauer et al., 1985) sowie der Migration (Lindner et al., 

1983) der Neurone beteiligt. Zusätzlich unterstützt es den Myelinisierungsprozess 
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durch die Verlängerung der Schwann-Zellen entlang der Axone (Wood et al., 1990) 

und schütz die Nervenzellen vor frühzeitiger Apoptose (Schachner, 1997; 

Brümmendorf et al., 1998; Arlt et al., 2002; Conacci-Sorrell et al., 2005). In Tumoren 

begünstigt L1CAM die Ausbildung von Metastasen sowie die Entwicklung von 

Chemotherapieresistenzen (Schäfer & Altevogt, 2010; Altevogt et al., 2020). Der 

Wechsel zwischen den verschiedenen L1CAM Bindungspartnern sowie die 

Abspaltung der L1CAM Ektodomäne stellen wichtige Schritte bei der Metastasierung 

von Tumorzellen dar. Dabei führt das Abspalten der L1CAM Ektodomäne zur 

Aktivierung von anderen Signalwegen wie solche, die durch eine Bindung zweier 

L1CAM Moleküle untereinander aktiviert werden. Eine veränderte Aktivierung der 

verschiedenen Signalwege wird somit nicht nur durch die differentielle Expression von 

L1CAM verursacht, sondern auch durch die Wechselwirkung von L1CAM mit den 

verschiedenen Liganden. (Kiefel et al., 2012) Die direkte Wechselwirkung von L1CAM 

mit anderen L1CAM Molekülen oder Antikörpern induziert z.B. die Phosphorylierung 

der MAPK-assoziierten Kinasen 1 und 2 (Erk1/2) und führt zur Aktivierung von pro-

proliferativen Signalwegen (Schaefer et al., 1999; Schmid et al., 2000). Darüber hinaus 

besteht ein direkter Zusammenhang zwischen einer gesteigerten Expression von 

L1CAM und der Phosphorylierung von ERK1/2 (Fang et al., 2020). Die Bindung von 

L1CAM an Integrine kann auch zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors nuclear factor 

'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NFkB) führen, welcher die 

Zellmotilität und Invasivität fördert und die Zellproliferation anregt. Dabei führen die 

verschiedenen Signalmechanismen zu unterschiedlichen Phosphorylierungsmustern 

des L1CAM Moleküls und regulieren so die Bindungseigenschaften zu verschieden 

Interaktionspartnern der intrazellulären Matrix, wie zum Beispiel an Ankyrin oder auch 

der bereits erwähnten ERM Proteine. (Gil et al., 2003)  

Die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) spielt eine entscheidende Rolle bei 

der Metastasierung von Krebszellen und stellt einen Schlüsselprozess während der 

Entwicklung dar (Georgakopoulos-Soares et al., 2020). Zudem führt die EMT zu der 

differentiellen Expression mesenchymaler Marker wie Vimentin und anderer Integrine, 

welche die Zell-Matrix-Interaktion fördern und zu einer gesteigerten Invasion und 

Zellmotilität führen (Thiery & Sleeman, 2006). Im Jahr 2006 wurde erstmals von 

Shtutman et al. ein Zusammenhang zwischen der L1CAM Expression und der EMT 

beschrieben. In der Studie konnte gezeigt werden, dass L1CAM E-Cadherin-reiche 

Zellverbindungen in Brustkrebszellen durchbricht und auf diese Weise eine Steigerung 
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der Zellmotilität verursachen kann (Shtutman et al., 2006). Ebenso wurde eine 

gesteigerte L1CAM Expression im Bereich der Flexner-Wintersteiner und Homer-

Wright-Rosetten im Retinoblastom beobachtet (Jo et al., 2017) sowie in der invasiven 

Tumorfront von Plattenepithelkarzinomen der Vulva (Trietsch et al., 2016).   

Aktuelle Studien beschreiben zudem den Zusammenhang zwischen einer 

gesteigerten L1CAM Expression und der Entstehung von Krebsstammzellen (cancer 

stem cells, CSCs), sodass derzeit die Verwendung von L1CAM in der Therapie von 

CSCs untersucht wird (Giordano & Cavallaro, 2020). Die bereits identifizierte Rolle von 

L1CAM bei der Entstehung der CSCs macht L1CAM daher noch interessanter für die 

Verwendung als Ziel in der Therapie von metastasierenden und chemotherapie-

resistenten Tumoren (Altevogt et al., 2020).  

 

1.2.2 Pathologischer Bezug 

Die wichtige Rolle von L1CAM während der Gehirnentwicklung spiegelt sich in den 

klinischen Symptomen bei L1CAM Genmutationen oder Polymorphismen wider. Diese 

Mutationen führen zu schwerwiegenden zerebralen Störungen, die sich in geistiger 

Retardierung, Schizophrenie oder dem neonatalen Tod manifestieren (Jouet et al., 

1996). Ebenso führen Mutationen im L1CAM Gen zu x-chromosomal-assoziierten 

Störungen mit einem breiten pathologischen Spektrum wie Hydrocephalus (Hu et al., 

2019), MASA Syndrom oder Agenese des Corpus callosum (Bousquet et al., 2021). 

Neben der verbreiteten Expression im Nervensystem konnte die Expression von 

L1CAM in einer begrenzten Anzahl nicht-neuronaler Gewebe und Zellen wie z.B. in 

Leukozyten (Hubbe et al., 1993) sowie in Epithelzellen des Urogenitaltraktes (Debiec 

et al., 1998) und der Ovarien (Zecchini et al., 2008) nachgewiesen werden. Viele 

Studien haben eine erhöhte oder abweichende Expression von L1CAM als einen 

wichtigen Faktor bei der Entstehung und der Progression von verschiedenen 

Tumorerkrankungen identifiziert (Altevogt et al., 2020). So konnte eine L1CAM-

abhängige Zunahme der Migrations- und Invasionskapazität in Kolonkarzinomzellen 

in vitro sowie eine gesteigerte Tumorbildung der Zellen in vivo gezeigt werden (Gavert 

et al., 2005). Zudem führte die Überexpression von L1CAM zu einer gesteigerten 

Resistenz gegenüber häufig angewandter Chemotherapeutika (Sebens Müerköster et 

al., 2007; Sebens Müerköster et al., 2009; Giordano & Cavallaro, 2020) sowie zur 

vermehrten Ausbildung von Kolonkarzinommetastasen in vivo (Gavert et al., 2007). 

Neben einer Vielzahl an Studien, die eine erhöhte Expression von L1CAM in humanen 
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Krebserkrankungen aufzeigen, so auch im Glioblastom und vielen anderen Krebsarten 

(ausgenommen dem pädiatrischen Neuroblastom), korreliert die Expression von 

L1CAM mit einer schlechten Prognose für den Verlauf der jeweiligen Erkrankung 

(Altevogt et al., 2016; Wachowiak et al., 2018). Demzufolge wird L1CAM eine 

vielversprechende Funktion als prognostischer Marker und als therapeutisches Ziel bei 

einer Vielzahl von Krebserkrankungen zugesprochen (Colombo & Meldolesi, 2015; 

Altevogt et al., 2016; Samatov et al., 2016).  

 

1.3 Die Sheddasen der ADAM Familie 

1.3.1 Prozessierung von L1CAM durch Sheddasen der ADAM Familie 

Zusätzlich zu der Funktion und der Expression von L1CAM in seiner 

membrangebundenen Form auf der Zelloberfläche, kann die Ektodomäne abgespalten 

werden. Das Abspalten der L1CAM Ektodomäne proximal der Zellmembran wird durch 

die Proteine der a desintegrin and metalloproteinase (ADAM) Familie vermittelt. 

(Mechtersheimer et al., 2001) Dieser Prozess geschieht in Tumorzellen und während 

der Entwicklung des Nervensystems, vornehmlich durch die Proteinasen ADAM10 

(Mechtersheimer et al., 2001) und ADAM17 (Mechtersheimer et al., 2001; Stoeck et 

al., 2006). Dabei wird die gesamte, 200 kDa große, L1CAM Ektodomäne (L1-200) von 

der intrazellulären L1CAM Domäne (L1-ICD) abgespalten (Abbildung 3). Das 

Abspalten der Ektodomäne (engl. ectodomain shedding) geschieht auf der 

Zellmembran sowie der Oberfläche von Exosomen, die u.a. von Tumorzellen 

abgegeben werden (Gutwein et al., 2003). Das Prozessieren von L1CAM auf der 

Oberfläche von Exosomen oder das endogene, konstitutive Freisetzen von der 

Membranoberfläche ist dabei von ADAM10 abhängig, wohingegen das durch Phorbol-

12-myristat-13-acetat (PMA) künstlich induzierte Abspalten von ADAM17 vermittelt 

wird (Mechtersheimer et al., 2001; Maretzky et al., 2005; Stoeck et al., 2006). Die 

Ektodomänenabspaltung ist ein wichtiger Mechanismus bei der Prozessierung von 

Membranoberflächenproteinen (Hooper et al., 1997). Krebszellen können dadurch die 

homophile, statische Zelladhäsion lösen und zu einem motileren und invasiveren 

Phänotypen wechseln (Craig & Brady-Kalnay, 2011). Durch die proteolytische 

Abspaltung der Ektodomäne wird nicht nur die statische Zelladhäsion sondern auch 

die Veränderung intrazellulärer Signalprozesse stimuliert (Kiefel et al., 2012).  

Das Abspalten der L1CAM Ektodomäne in das Zellkulturmedium konnte bisher bei 

verschiedenen Zelllinien unterschiedlicher Tumorentitäten nachgewiesen werden 
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(Beer et al., 1999; Gutwein et al., 2000; Kalus et al., 2003; Gavert et al., 2005; Maretzky 

et al., 2005; Li & Galileo, 2010). Da die lösliche Form des L1CAM Moleküls alle 

funktionellen Bindestellen enthält, kann dieses in einer parakrinen und autokrinen 

Weise an Zellen binden. Interessanterweise kann die lösliche Form in 

Aszitesflüssigkeit von Patientinnen mit Ovarialkarzinomen (Fogel et al., 2003; Gutwein 

et al., 2003; Bondong et al., 2012), im Liquor von Patienten mit Alzheimer (Strekalova 

et al., 2006) sowie bei Patienten mit Endometriumkarzinomen im Blutserum  

 

 
Abbildung 3: Proteolytische Abspaltung der L1CAM Ektodomäne und nukleäre Translokalisation der 
intrazellulären L1CAM Domäne. 

Die ADAM-vermittelte Prozessierung von L1CAM resultiert in einer 200 kDa großen, löslichen Ektodomäne, die 
homophil oder heterophil mit benachbarten Zellen interagieren kann. Die verbleibende, 32 kDa große intrazelluläre 
Domäne (L1-32) dient als Substrat für die die proteolytische Spaltung durch die γ-Sekretase Präseniline. Die aus 
der Spaltung resultierende 28 kDa intrazelluläre Domäne (L1-ICD) translokalisiert in den Nukleus, durch bisher 
unbekannte Mechanismen, und partizipiert an der transkriptionellen Regulation verschiedener Gene. Abbildung 
modifiziert nach: (Kiefel et al., 2012). 
 

(Pasanen et al., 2017) nachgewiesen werden. Die Menge an löslichem L1CAM, wie 

z.B. im Blutserum, korreliert dabei nicht notwendigerweise mit der L1CAM Expression 

des jeweiligen Tumors (Pasanen et al., 2017). In verschiedenen Studien wird 
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beschrieben, dass ADAM10 mit L1CAM an die invasive Front von Tumoren 

kolokalisiert (Gavert et al., 2005). Die gleichzeitig verstärkte Expression von ADAM10 

und L1CAM konnte bisher in Ovarial- und Uteruskarzinomen sowie 

Nierenzellkarzinomen, im Vergleich zum umliegenden Gewebe, festgestellt werden 

(Fogel et al., 2003; Doberstein et al., 2011). Das Abspalten der Ektodomäne von 

L1CAM resultiert in einem C-terminalen, 32 kDa Fragment, das in der 

Plasmamembran verankert bleibt und die intrazelluläre Domäne enthält (Lutz et al., 

2012). Die weitere Prozessierung der 32 kDa intrazellulären Domäne (ICD) durch die 

γ-Sekretase Präseniline (PS)  führt zur Abspaltung einer 28 kDa großen, löslichen, 

intrazellulären Domäne in das Zytoplasma (Maretzky et al., 2005; Riedle et al., 2009), 

welche letztendlich in den Nukleus translokalisiert (Riedle et al., 2009). Der genaue 

Mechanismus der Translokalisation der L1-ICD ist bisher nicht bekannt (Schäfer & 

Altevogt, 2010). 

 
1.3.2 Struktur und biologische Funktion 

Strukturell bestehen Proteine der Disintegrin und Metalloproteinasen (a desintegrin 

and metalloproteinase, ADAM) Familie aus einer N-terminalen Sequenz, einer Pro-

Domäne, einer katalytischen Metalloproteinasedomäne, einer Disintegrin-Domäne, 

einer cysteinreichen Domäne und einer zytoplasmatischen Domäne (Blobel, 2005). 

Für das Entfernen der Pro-Domäne sind Pro-Protein Konvertasen vom Furin Typ 

notwendig, welche die aktive Form des ADAM Proteins generieren (Peschon et al., 

1998). Obwohl die verschiedenen Mitglieder der ADAM Familie ähnliche 

Substratspezifitäten teilen, besitzen sie bestimmte Substratpräferenzen. Die Spezifität 

resultiert aus der definierten Charakteristik der katalytischen Domänen, der Sensitivität 

gegenüber zellulärer Signale und Stimuli, der Zeit für die Prozessierung des 

Substrates, der subzellulären Lokalisation der Protease sowie den jeweiligen 

Eigenschaften der Substrate. (Zimina et al., 2005; Thiel & Carpenter, 2006; Caescu et 

al., 2009; Le Gall et al., 2010) Zu den Funktionen der Sheddasen zählt das Schneiden 

membranständiger Proteine worüber Signalwege reguliert und das Verhalten von 

Zellen beeinflusst werden können. Das jeweilige Ergebnis der veränderten 

Signaltransduktion ist dabei immer auch vom zellulären Kontext abhängig. (Göoz et 

al., 2006).  

ADAM17 wird eng mit der Entstehung von Krebserkrankungen in Zusammenhang 

gebracht, da das Enzym Wachstumsfaktoren prozessiert, welche an der 
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Tumorentwicklung und dem -wachstum beteiligt sind. Ebenso ist ADAM17 an 

Entzündungsreaktionen beteiligt, wie sie unter anderem auch in Tumoren beobachtet 

werden können (Düsterhöft et al., 2019; Schumacher & Rose-John, 2019). Erhöhte 

ADAM Expressionsraten, eingeschlossen ADAM17, sind in der Regel mit einer 

schlechten Verlaufsprognose für die jeweilige Erkrankung verbunden (Duffy et al., 

2009). So geht z.B. die erhöhte ADAM17 Expression in Brustkrebs mit einer verkürzten 

Überlebensrate der Patienten einher (McGowan et al., 2008).  

Einige Studien beschäftigten sich bereits mit verschiedenen Anwendungen der ADAM 

Sheddasen als therapeutisches Ziel. So führte eine verringerte ADAM10 Expression, 

durch die Applikation von small interfering RNAs (siRNAs), zu einer verringerten 

Motilität von Glioblastomzelle (Kohutek et al., 2009) und Invasivität von Hypophysen-

Adenomen (Pan et al., 2012). Die Verwendung von ADAM17 Inhibitoren zur 

Behandlung von Lungenkrebs (Saad et al., 2019) oder die Applikation von Anti-

ADAM17-siRNAs in Brustkrebszelllinien (Meng et al., 2016) lieferten bereits 

vielversprechende Ergebnisse zur Behandlung der jeweiligen Erkrankung.  

 

1.4 Die Rolle von microRNAs in Krebserkrankungen und bei der Expression 

von L1CAM 

MicroRNAs (miRNAs, miRs) gehören zur Familie von 21-25 Nukleotiden kleinen 

RNAs, welche auf post-transkriptioneller Ebene die Expression von Genen  regulieren 

können (Ambros, 2003; Lai, 2003; Bartel, 2004). Onkogene miRNAs (oncomiRs) 

liegen in Tumorzellen überexprimiert vor. Sie verhalten sich wie Onkogene und spielen 

eine entscheidende Rolle in der Entstehung von Krebserkrankungen. Die konstitutive 

Überexpression bestimmter miRNAs kann dabei in einer verminderten Expression von 

Tumorsuppressoren sowie zur Initiation und dem Progress von Krebs führen. Nach 

erfolgreicher Inhibition von bestimmten oncomiRs konnte eine Reduktion der 

Proliferationsrate, der Apoptoseinduktion sowie der Verlust des Potentials Metastasen 

zu bilden in vitro und in vivo nachgewiesen werden. (Sevli et al., 2010; Slack & 

Chinnaiyan, 2019) Darüber hinaus stehen oncomiRs in Zusammenhang mit der 

Entwicklung von Chemotherapieresistenzen in verschiedenen Krebsarten 

(Ashrafizadeh et al., 2021).  

Tumorsuppressor miRNAs (TSmiRs) liegen in Tumorzellen, im Vergleich zum 

normalen Gewebe, herunterreguliert vor. Das Wiederherstellen der natürlichen 

Expressionsmuster der TSmiRs in Krebszellen kann zu einer Repression der 



Einleitung  14 

proliferativen, invasiven und metastasiven Eigenschaften der Krebszelle in vitro und in 

vivo führen. (Seven et al., 2014) 

Im Zusammenhang mit L1CAM werden verschiedene miRNAs beschrieben, bei denen 

eine regulative Wirkung auf das L1CAM Gen nachgewiesen werden konnte. Hou et al. 

(2012) postulierten, dass die miR-146a-5p durch ihre Bindung an die 3‘-UTR von 

L1CAM eine direkte Hemmung der Translation in Magenkrebszellen induziert (Hou & 

Yin et al., 2012).  

Die Bindung der miR-34a führt zur Hemmung der Translation von L1CAM in 

Endometriumkarzinomzellen (Schirmer et al., 2014) und reguliert die 

Chemosensitivität von RB Zellen über die Modulation der MAGE-A/p53 Signalkaskade 

(Yang et al., 2019). Zudem konnte bereits die Funktion der miR-34a als 

Tumorsuppressor in RB Zellen nachgewiesen werden (Dalgard et al., 2009). Eine 

indirekte Regulation von L1CAM wird durch miR-29a realisiert. MiR-29a inhibiert die 

Expression von repressor element-1 silencing transciption factor (REST) und führt zu 

einer verstärkten L1CAM Expression (Duan et al., 2014). Zudem wird in verschiedenen 

humanen Krebszelllinien durch miR-21-3p die Expression von L1CAM forciert 

(Doberstein et al., 2014). 
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2 Zielsetzung und Fragestellung 

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit der Regulierung der L1CAM 

Genexpression in verschiedenen RB Zelllinien sowie mit der funktionellen Bedeutung 

von L1CAM während der Progression des Retinoblastoms und der Entwicklung von 

Resistenzen gegenüber standardmäßig eingesetzten Chemotherapeutika. Für die 

Analysen wurden verschieden humane RB Zelllinien aus uni- und bilateralen Tumoren 

verwendet und mit einem Pool aus gesundem humanen Retinagewebe verschiedener 

Patienten verglichen. Zur Aufklärung der Rolle von L1CAM während der Progression 

des humanen Retinoblastoms wurden folgende Fragen adressiert: 

 

§ Wie ist das Expressionsmuster der L1CAM Expression in verschiedenen 

humanen RB Zelllinien und gibt es Unterschiede zur Expression in 

Gewebeproben gesunder humaner Retina? 

§ Gibt es einen Unterschied zwischen der L1CAM Genexpression von humanen 

Retinoblastomproben von Patienten vor und nach einer Chemotherapie-

behandlung und wie unterscheidet sich die Genexpression der Patientenproben 

im Vergleich zu gesundem Retinagewebe? 

§ Welchen funktionellen Einfluss hat eine Regulierung der L1CAM Expression in 

den verschiedenen RB Zelllinien? 

§ Welchen Einfluss hat eine Regulierung der L1CAM Expression auf die 

Entwicklung von Resistenzen gegenüber standardmäßig eingesetzten 

Chemotherapeutika und in Etoposid-resistenten RB Zellen? 

§ Welche Signalwege und Proteine werden nach einer Regulierung der L1CAM 

Expression differentiell reguliert?  

 

Nachfolgend sollte der Zusammenhang der Expression der Sheddasen ADAM10 und 

ADAM17 im Kontext der Progression des Retinoblastoms untersucht werden. Zu 

diesem Zweck sollten die Expressionsprofile der Sheddasen in humanen RB Zelllinien 

untersucht und mit der Expression in gesundem humanen Retinagewebe verglichen 

werden. Nachfolgend sollte die Rolle der Sheddasen bei der Prozessierung der 

L1CAM Ektodomäne untersucht werden und eine mögliche Blockierung dieses 

Mechanismus durch den Einsatz von spezifischen Inhibitoren untersucht werden. Aus 

diesen Überlegungen ergingen folgende Fragestellungen: 
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§ Wie sind die Sheddasen ADAM10 und ADAM17 in verschiedenen humanen RB 

Zelllinien exprimiert? 

§ Wird die extrazelluläre L1CAM-Domäne ADAM10/17-vermittelt geschnitten und 

kann diese im Kulturüberstand der RB Zellkultur nachgewiesen werden? 

§ Welchen funktionellen Einfluss haben die Sheddasen ADAM10 und ADAM17 

auf die Zellviabilität von humanen RB Zellen? 

 

Abschließend sollte die Rolle der L1CAM-assoziierten miRNAs sowie eine 

prognostizierte Bindung der miR-346 an die 3’UTR des L1CAM Gens untersucht 

werden. Daraus leiteten sich folgende Fragestellungen ab: 

 

§ Wie ist das Expressionsmuster der L1CAM-assoziierten miRNAs in 

verschiedenen humanen RB Zelllinien? 

§ Welchen Einfluss hat die Überexpression der miR-146a-5p auf die Expression 

von L1CAM in RB Zelllinien? 

§ Gibt es einen Zusammenhang der Expression der miRNAs und der Entwicklung 

von Resistenzen gegenüber dem Chemotherapeutikum Etoposid? 

§ Bindet die miR-346 an die 3‘-UTR von L1CAM und kann dadurch eine 

Repression der Translation von L1CAM vermittelt werden? 

 

Basierend auf den gewonnenen Daten sollte die Frage adressiert werden, ob L1CAM 

als potentielles Ziel für die Retinoblastomtherapie und der Prävention des Auftretens 

von Chemotherapieresistenzen in Betracht gezogen werden kann. In diesem Kontext 

spielen auch die Sheddasen ADAM10 und ADAM17 eine Rolle, da diese an der 

Prozessierung von L1CAM direkt beteiligt sein sollen. Ebenso wurde die Rolle von 

miRNAs untersucht, da diese ebenfalls als Ziel der Therapie oder als Therapeutikum 

in nähere Betrachtung gezogen werden können.  
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3 Material 
3.1 Gewebeproben 

Für Vergleichsstudien der Genexpression wurden humane post mortem Retinaproben 

von Corneaspendern und kryokonservierter Retinoblastomproben verwendet. Die 

Ethikkommission der Universität Duisburg-Essen genehmigte die Verwendung der 

Retinaproben (Genehmigung #06-3021 vom 22. März 2006) und der 

Retinoblastomproben (Genehmigung #14-5836-BO vom 07. Mai 2014) für die 

Verwendung wissenschaftlicher Studien zum Retinoblastom. Eine schriftliche 

Genehmigung wurde von den Eltern oder Angehörigen der Spender eingeholt. Die 

Aufklärung erfolgte von den zuständigen Ärzten/innen.  
 

Gewebe Beschreibung/ Verwendung Bezug 
Humane Retina 
(unbehandelt) 

Pool aus fünf Patientenproben post 
mortem nach Corneaspende 
(RNA-Isolation) 

Uniklinikum Essen, 
Augenklinik  

Humane Retina 
(unbehandelt) 

Pool aus fünf Patientenproben post 
mortem nach Corneaspende 
(Protein-Isolation) 

Uniklinikum Essen, 
Augenklinik 

Retinoblastomproben 
(kryokonserviert) 

Kryokonservierte Retinoblastome 
nach Enukleation und Präparation, 
bei -80°C gelagert (RNA-Isolation) 

Uniklinikum Essen, 
Augenklinik/Institut für 
Pathologie 

 
 
3.2 Zelllinien und Zellkultur 

In der vorliegenden Arbeit wurde mit den humanen RB Zelllinien Rbl-13, Rbl-30, 

RB247, RB355, , RB383, WERI-Rb1, und Y-79 (Reid et al., 1974; McFall et al., 1977; 

Griegel et al., 1990; Madreperla et al., 1991), sowie deren von unserer Arbeitsgruppe 

GFP (green fluorescent protein) -markierten Derivaten RB247-GFP, (diese Arbeit) 

RB355-GFP und WERI-GFP (Busch et al., 2015) und den Etoposid-resistenten 

humanen RB Zelllinien RB355-Etoposid, WERI-Rb1-Etoposid und Y79-Etoposid 

(Busch et al., 2015) gearbeitet, die freundlicherweise von Dr. H. Stephan aus der Klinik 

für Kinderheilkunde III des Universitätsklinikum Essen zur Verfügung gestellt wurden. 

Zudem wurde die humane embryonale Nierenzelllinie HEK293T (freundlicherweise 

bereitgestellt von Frau Prof. Royer-Pokora, Uniklinikum Düsseldorf) verwendet.  
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Zelllinie Ursprung Etablierung 
HEK293T Humane Nierenzellen Prof. Royer-Pokora, 

Uniklinikum Düsseldorf 
Rbl-13 Unilaterales Retinoblastom Griegel et al., 1990 
Rbl-30 Unilaterales Retinoblastom Griegel et al., 1990 
RB247 Bilaterale Retinoblastom Griegel et al., 1990 
RB247-GFP Bilaterales Retinoblastom Diese Arbeit 
RB355 Unilaterales Retinoblastom Madreperla et al., 1991 
RB355-Etop Unilaterales Retinoblastom Busch et al., 2015 
RB355-GFP Unilaterales Retinoblastom Busch et al., 2015 
RB383 Unilaterales Retinoblastom Griegel et al., 1990 
WERI-Rb1 Unilaterales Retinoblastom McFall et al., 1977 
WERI-Etop Unilaterales Retinoblastom Busch et al., 2015 
WERI-GFP Unilaterales Retinoblastom Busch et al., 2015 
Y79 Unilaterales Retinoblastom Reid et al., 1974 
Y79-Etop Unilaterales Retinoblastom Busch et al., 2015 
Y79-GFP Unilaterales Retinoblastom Busch et al., 2015 

 
 
3.3 Chemikalien und Reagenzien 

Bezeichnung Lot. Nr. Hersteller 
Acrylamid/Bis-Lösung 30% #161-0158 Bio-Rad, München 
ADAM10 Inhibitor (GI254023X) SML0789 Sigma-Aldrich, USA 
ADAM17 Inhibitor (TAPI-1) 163847-77-6 Tocris, USA 
Agarose ultrapure 16500500 Carl Roth, Karlsruhe 
Albumin Fraktion V  
(bovine serum albumin, BSA) 

8076.4 Carl Roth, Karlsruhe 

Ammoniumperoxidsulfat (APS) K36015201 630 Merck, Darmstadt 
Ampicillin Natriumsalz A9518 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Aqua ad injectabilia (20 x 10 ml) 2351744 B. Braun, Melsungen 
Borsäure 6943.1 Carl-Roth, Karlsruhe 
5-Bromo-2‘-desoxyuridin (BrdU) ³99,9% B9285-50mg Sigma-Aldrich, Steinheim 
Citronensäuremonohydrat 3958.2 Carl-Roth, Karlsruhe 
4‘,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) D9542 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Dimethylsulfoxid (DMSO), steril  D 2650 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Dinatriumhydrogenphosphat  A487979 Merck, Darmstadt 
dNTP Set 4 x 25 UMol (100 mM) 10297018 Invitrogen, Darmstadt 
DNase, recombinant (rDNase) 9003-98-9 Macherey & Nagel, Düren 
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), 
4,5 g/l Glucose 

P04-04510 PAN-Biotech, Aidenbach 

DMEM/F12 Pulver 8900 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Dulbeccos’s Phosphate Buffered Saline 
(DPBS) ohne Calcium und Magnesium 

P04-36500 PAN-Biotech, Aidenbach 

Essigsäure, 100% 3738.4 Carl Roth, Karlsruhe 
Ethanol ³99,8% 32205 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ethanol vergällt - Apotheke 

Universitätsklinikum Essen 
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) 45F-0812 Sigma-Aldrich, USA 
Etoposid 458891.00.00 Teva, Ulm 
Fetales Bovines Serumalbumin (FBS) P30-3702 PAN-Biotech, Aidenbach 
Formaldehyd F8775 Sigma-Aldrich, Steinheim 
FuGENEÒ HD E 2311 Promega, USA 
GelRedTM 41003 Biotium, USA 
GeneRuler 100 bp DNA-Ladder #SM0243 Fermentas, Thermo 

Scientific, USA 
GeneRuler 1kb DNA-Ladder #SM0313 Fermentas, Thermo 

Scientific, USA 
Glycerin 3783.1 Carl Roth, Aidenbach 
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Glycin (≥99%) 3187.3 Carl-Roth, Karlsruhe 
GoTaqÒ G2 Hot Start Polymerase M7401 Promega, USA 
Hexadimethrinbromid (Polybrene), ³94% H9268-5MG Sigma-Aldrich, Steinheim 
HiPerFect® Transfektionsreagenz 151041624 QIAGEN, Hilden 
Immunfluoreszenz Eindeckmedium S3023 Dako, Dänemark 
Insulin, human (10 mg/ml Lösung) 640120 PAN Biotech, Aidenbach 
Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium  
(IMDM) 

21980-032 Gibco Life Technologies, 
Darmstadt 

Isopropanol/2-Propanol Rotipuran 6752.2 Carl-Roth, Karlsruhe 
Kaliumchlorid 08240032 Merck, Darmstadt 
Kaliumdihydrogenphosphat A585773-441 Merck, Darmstadt 
Kanamycin K1876-1G Sigma-Aldrich, Steinheim 
Kristallviolett 42555 Merck, Darmstadt 
Laemmli (4x Sample Buffer) #161-0737 Bio-Rad, München 
LB-Agar Pulver (Lennox L Agar) 22700-025 Invitrogen, Darmstadt 
LB-Broth Base (Lennox L Broth Base) 12780-052 Invitrogen, Darmstadt 
L-Glutamin 200 mM (100x) liquid 25030-024 Gibco Life Technologies, 

Darmstadt 
GatewayÒ LR ClonaseTM II Enzym Mix 11791020 Thermo Scientific, USA 
Magermilchpulver T145.2 Carl Roth, Karlsruhe 
Magnesiumchlorid TA 262033814 Merck, Darmstadt 
2-Mercaptoethanol, 99% 4227.1 Carl Roth, Karlsruhe 
Methanol, ³99,9% 4627.2 Carl-Roth, Karlsruhe 
Mineralöl 71K00846 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Natriumchlorid 3957.1 Carl-Roth, Karlsruhe 
Natriumdodecylsulfat (SDS), ³99,5% CN30.3 Carl-Roth, Karlsruhe 
Natriumdeoxycholat D6750-10G Sigma-Aldrich, Steinheim 
Natriumhydroxis (NaOH), Pellets 1.06498.1000 Merck, Darmstadt 
Nonidet P-40 (NP40) - Calbiochem EMD 

Biosciences, USA 
Normales Ziegenserum (NGS) X0907 Dako, Dänemark 
Nuklease-freies Wasser 1312048 Ambion Life Technologies, 

Darmstadt  
PageRulerTM Prestained Protein Ladder  
(10-180 kDa) 

#26616 Ferentas, Thermo Scientific, 
USA 

PageRulerTM Prestained Protein Ladder  
Plus (10-250 kDa) 

#26619 Fermentas, Thermo 
Scientific, USA 

Paraformaldehyd (PFA) P6148-500G Sigma-Aldrich, Steinheim 
Penicillin-Streptomycin 15140 Gibco Life Technologies, 

Darmstadt 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) 10837091001 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) P1585 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Poly-D-Lysin Hydrobromid P1024-10MG Sigma-Aldrich, Steinheim 
Polyethylenimin (PEI), verzweigt 408727-100ML Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ponceau S K23538075 Merck, Darmstadt 
2-Propanol, ³99,8% 6752.2 Carl-Roth, Karlsruhe 
Protease Inhibitor Tabletten (Complete) 04 693 124 001 Roche, Mannheim 
Proteinase K 19131 Qiagen, Hilden 
RNase AwayÒ  A998.3 Carl-Roth, Karlsruhe 
SYBRTM green PCR Mastermix 4309155 Applied Biosystems, 

Darmstadt 
T4 DNA Ligase EL0335 Fermentas, Darmstadt 
Taq DNA-Polymerase 10342-00 Invitrogen, Darmstadt 
TaqManÒ Gene Expression Master Mix 4369016 Applied Biosystems, 

Darmstadt 
TerralinÒ Liquid - Schülke & Mayr, Norderstedt 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) #161-0800 Bio-Rad, München 
Tris, ³99,3% AE 15.2 Carl-Roth, Karlsruhe  
TritonTM X-100 T8787 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Trypanblau, 0,4% 15250 Gibco Life Technologies, 

Darmstadt 
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Trypsin/EDTA Lösung 0,25% P10-023100 PAN-Biotech, Aidenbach 
TweenÒ 20, 100 ml P1379 Sigma-Aldrich, Steinheim 
Wasserstoffperoxid 30% 8070.2 Carl-Roth, Karlsruhe 
Western BrightTM Peroxide 180521-99 Advansta, USA 
Western BrightTM Quantum 180521-01 Advansta, USA 
Water soluble tetrazolium 1 (WST-1) 11644807001 

 
Sigma-Aldrich, Steinheim 

Vincristin (sulfate salt) V8879-1MG Sigma-Aldrich, Steinheim 
X-Gal #R0401 Thermo-Scientific, 

Oberhausen 
 
3.4 Verbrauchsmaterialen 

Bezeichnung Lot. Nr. Hersteller 
96-well Platte 442404 Nunc, Dänemark 
96-well Platte (weiß) 136101 Nunc, Dänemark 
Biopsiestanzen (8 mm) 13E26 pfm medical 
Click-Tips (200 µl) 1818700 Thermo-Scientific, Finnland 
Cryoröhrchen (2ml/5ml) E309.1, E312.1 Carl-Roth, Karlsruhe 
Deckgläser (Haemacytometer) 
24x24mm 

L191.1 Carl-Roth, Karlsruhe 

Deckgläser rund 12 mm 9161064 Carl-Roth, Karlsruhe 
Filterpapier-Whatman® - Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Gewebekulturflaschen (GA 250 ml) 3136 Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Gewebekulturflaschen (GA 50 ml) 3108 Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Glasperlen (1,25-1,55 mm) A555.1 Carl-Roth, Karlsruhe 
Kryoröhrchen (2 ml, 4 ml) E309.1/E312.1 Carl-Roth, Karlsruhe 
Kunststoffzentrifugenröhrchen (15 
mk, 50 ml) 

 Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Nitrozellulosemembran, Protan BA83 10401396 GE Healthcare 
Objektträger 76 x 26 mm, Mattrand - Engelbrecht, Edermünde 
Objektträger,76 x 26 mm, Superfrost 03-0060 R. Langenbrinck GmbH, 

Emmendingen 
Parafilm „M“ PM-996 Bemis, USA 
Pasteurpipetten aus Glas 7477 Brand, Wertheim 
Petrischalen GB633180 Greiner Bio One, Frickenhausen 
Pipetten Cellstar® (5 ml) F200137C Greiner Bio One, Frickenhausen 
Pipetten Cellstar® (10 ml) F190635B Greiner Bio One, Frickenhausen 
Pipetten Cellstar® (25 ml) F200137X Greiner Bio One, Frickenhausen 
Pipettenspitzen, Safe Seal Tips mit 
Filter (10 µl) 

770 030 Biozym, Hess. Oldendorf 

Pipettenspitzen, Safe Seal Tips mit 
Filter (20 µl) 

770 050 Biozym, Hess. Oldendorf 

Pipettenspitzen, Safe Seal Tips mit 
Filter (200 µl) 

770 200 Biozym, Hess. Oldendorf 

Pipettenspitzen, Safe Seal Tips mit 
Filter (1.000 µl) 

770 400 Biozym, Hess. Oldendorf 

Pipettenspitzen  (20 µl, 200 µl, 1.000 
µl) 

- Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Pipettenspitzen (5ml) 5846.1 Carl-Roth, Karlsruhe 
Pipettenspitzen, für PAGE (200 µl) 028014056011 Sarstedt, Nürnberg 
Polypropylen Röhrchen mit 
Belüftungsdeckel (10 ml) 

187 262 Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Reaktionsgefäße (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 
ml, 2 ml, 5 ml) 

- Eppendorf, Hamburg 

Reaktionsgefäße, safe-lock (0,5 ml) 0030 123.301 Eppendorf, Hamburg 
Reaktionsgefäße, safe-lock (1,5 ml) 7060.1 Carl-Roth, Karlsruhe 
Reaktionsplatte MicroAmpTM (96-
well) für Realtime RT-PCR 

N8010560 Applied Biosystems, Darmstadt 
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Reaktionsplatte weiß (96-well) - 
Nunc-Immuno™ MicroWell™ 96 well 
polystyrene plates 

P8616-50EA Nunc, Dänemark 

Ritips (1,25 ml) 40001-0001 
 

Ritter Medical, Schwabmünchen 

Schutzfolie MicroAmpTM, für Real-
time-PCR Platte 

201709221 Applied Biosystems, Darmstadt 

Skalpellklingen, steril 4268A Aesculap, Tuttlingen 
Spritzen (20 ml) 1908193 Becton Dickinson, Spanien 
Spritzen, Insulin (0,5 ml) für CAM-
Assay (0,30mm/30G) 

04144150 Becton Dickinson, Spanien 

Sterilfilter Minisart (0,20 µl 
Porengröße) 

340177 
 

Sartorius, Göttingen 

Sterilfilter Minisart (0,45 µl 
Porengröße) 

340175 Sartorius, Göttingen 

Zellkulturplatten (6-well) ZK65F 160 Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Zellkulturplatten (24-well, 96-well) ZK 353047, ZK 

353072 
Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Zellkulturschalen (10 cm) 664160 Greiner Bio-One, Frickenhausen 
Zellschaber 2019031.1 TPP, Schweiz 
Zellstofftücher 330608 Klinisches Lager, 

Universitätsklinikum Essen 
 
3.5 Kommerzielle Kits 

Bezeichnung Lot. Nr. Hersteller 
Caspase-Glo®3/7 Assay System G8090 Promega, USA 
DNeasy Blood & Tissue Kit,  69504 QIAGEN, Hilden 
Dual-Luciferase® Reporter Assay 
System 

E1910 Promega, USA 

Dual-Glo® Lucifierase Assay System E1610 Promega, USA 
GeneJET Plasmid Miniprep Kit  #K0530 Thermo-Scientific, USA 
Proteom ProfilerTM Array - Human XL 
Oncology Array Kit 

ARY026 R&D Systems, UK 

Proteom ProfilerTM Array - Human XL 
Oncology Array Kit Lysepuffer 

895943 R&D Systems, UK 

miRneasy Mini Kit (50) 217004 QIAGEN, Hilden 
Monarch®DNA Gel Extraction Kit T1020G NEB, Frankfurt a.M. 
NucleoBond Xtra Midi EF 740420.10 Macherey & Nagel, Düren 
NucleoSpinÒ RNA II Kit 740955.250 Macherey & Nagel, Düren 
Proteom ProfilerTM Array – Human 
Phospho-Kinase Array Kit 

ARY003B R&D Systems, UK 

QuantiTect Rev.Transcription Kit (200) 205313 QIAGEN, Hilden 
TOPOTM TA CloningTM Kit for 
Sequencing, with pCRTM4-TOPOTM 

Vector, One ShotTM TOP10 Chemically 
Competent E. coli, and PureLinkTM 
Quick Plasmid Miniprep Kit 

1707483 Thermo Scientific, USA 
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3.6 Antikörper 

3.6.1 Primärantikörper 

Antikörper Bezeichnung/Quelle/Verdünnung Hersteller 
anti-b-Actin #4967 / Kaninchen, polyklonal 

(WB 1:10.000) 
Cell Signaling Technology, 
USA 

anti-ADAM10 #14194 / Kaninchen, monoklonal 
(WB 1:1.000) 

Cell Signaling Technology, 
USA 

anti-ADAM17 ab57484/ Maus, polyklonal 
(WB 1:1.000) 

Abcam, UK 

anti-BrdU ab6326 / Ratte, monoklonal 
(IF 1:1.000) 

Abcam, UK 

anti-Desmin [D33] #MA5-13259 / Maus, monoklonal 
(IF 1:20) 

Invitrogen, USA 

anti-Ezrin (3C12) Sc-58758 / Maus, monoklonal 
(WB: 1:1.000) 

Santa Cruz, USA 

anti-Galectin-3 
(anti Gal-3) 

ab12733 / Kaninchen polyclonal 
(WB: 1:1.000) 

Cell Signaling Technology, 
USA 

anti-Fibronblast-
Growth-Factor-2 
(anti-FGFb) 

ab215373 / Kaninchen, monoclonal 
(WB 1:1.000)  

Abcam, UK 

anti-L1CAM [2C2] ab24345 / Maus, monoklonal 
(WB 1:1000); 
Bindung an die Endodomäne von L1CAM 

Abcam, UK 

anti-L1CAM 
 

UJ127.11 (L4543) / Maus, monoclonal (WB 
1:1.000); 
Bindung an die Ektodomäne von L1CAM 

Sigma Aldrich, USA 

anti-Vimentin sc-6260 / Maus, monoklonal 
(WB: 1:1.000) 

Santa Cruz, USA 

 

3.6.2 Sekundärantikörper 

Antikörper Konjugation / Verdünnung Hersteller 
Ziege anti-Ratte Alexa-fluorÒ 594 

(BrdU 1:1.000) 
Invitrogen, USA 

Ziege anti-Maus Alexa-fluorÒ 594 
(IF 1:1.000) 

Molecular Probes, Life 
Technologies, Deutschland 

Polyklonal Goat anti-
Rabbit IgG  

HRP-konjugiert 
(WB 1:10.000) 

DAKO, Dänemark 

Polyklonal Rabbit 
anti-Mouse IgG 

HRP-konjugiert 
(WB 1:2.000) 

DAKO, Dänemark 

 
 
3.7 Oligonukleotidprimer 

3.7.1 Primer für Klonierung 

Bezeichnung Sequenz* (5‘-3‘) Produktlänge  Tm** 
miR-346 For: CGGAATTCGAATTTGGCTGCAGGTTGGA 

Rev: CGGGATCCGCTGACTGTGGAGGTAGGTT 
253 bp 59,0°C 

59,0°C 
miR-346-BS For: CGACTAGTCTGTTTTGCCAGCCCATTTG 

Rev: CGGAGCTCTGGAGCAGAGATGGCAAAGA 
249 bp 58,5°C 

59,0°C 
* Die unterstrichene Sequenz entspricht der jeweiligen Restriktionsstelle. 
**Tm laut Primer3Plus Online-Application. 
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3.7.2 Primer für die quantitative Realtime Analyse 

Bezeichnung Sequenz (5‘-3‘) Produktlänge  Tm* 
ADAM10 For: CACGAGAAGCTGTGATTGCC 

Rev: TCCGGAGAAGTCTGTGGTCT 
80 bp 59,6°C 

59,9°C 
ADAM17 For: AGGATGCTTGGGATGTGAAGA 

Rev: GTGAAAAGGTGTGCCAAGCA 
91 bp 59,1°C 

59,5°C 
Basic Fibroblast-
Growth-Factor 
(FGFb) 

For: CCGTTACCTGGCTATGAAGG 
Rev: AAAGAAACACTCATCCGTAACACA 

70 bp 59,6°C 
60,0°C 

EpCAM For: TCAGAATGATGTGGACATAGCTGA 
Rev: CCCCATTTACTGTCAGGTCCA 

104 bp 59,6°C 
59,4°C 

Ezrin For: TGAGGAGAAGCGCATCACTG 
Rev: TTATTCTCATCTCGGGCCTGG 

99 bp 60.1°C 
59.3°C 

Galectin-3 For: TCTTCTGGACAGCCAAGTGC 
Rev: TGTTATCAGCATGCGAGGCA 

129 bp  60,2°C 
60,1°C 

GAPDH For: ACCCACTCCTCCACCTTTGA 
Rev: CTGTTGCTGTAGCCAAATTCGT 

101 bp 60,4°C 
59,8°C 

L1CAM For: CCGGCATGCGTACTATGTCA 
Rev: CCATATAGATGGCTCTGGGGC‘ 

72 bp 60,2°C 
59,8°C 

N-Cadherin For: ATTGGACCATCACTCGGCTT 
Rev: CCCGAATCTGTGATTATGATGGGA 

106 bp 59,4°C 
60,3°C 

Vimentin For: TCTGGATTCACTCCCTCTGGT 
Rev: TCAAGGTCATCGTGATGCTGA 

117 bp 59,9°C 
59,5°C 

*Tm laut Primer3Plus Online-Application. 
 
3.7.3 Primer für die quantitative miRNA Realtime Analyse 

Bezeichnung Sequenz (5‘-3‘)*   
5.8-S RNA CTACGCCTGTCTGAGCGTCGCTT    
hsa-miR-21-3p CAACACCAGTCGATGGGCTGT   
hsa-miR-29a-3p TAGCACCATCTGAAATCGGTTA   
hsa-miR-34a-5p TGGCAGTGTCTTAGGTGGTTGT   
hsa-miR-146a-5p TGAGAACTGAATTCCATGGGTT   
hsa-miR-346 TGTCTGCCCGCATGCCTGCCTCT   

*SYBR miR-Primer mit Tm=55°C geplant. 
 
3.8 TaqManâ Gene Expression Assays 

Assay Herstellerbezeichnung Hersteller 
18S Hs99999901_s1  

Applied Biosystems, Life 
Technologies, Deutschland 

18S (kurz) Hs03928990_g1 
hGAPDH Hs99999905_m1 
L1CAM Hs01109748_m1 

 
3.9 Restriktionsenzyme 

Bezeichnung Schnittstelle Bestellnummer Hersteller 
Fast Digest BamHI 
 

5'....G↓G A T C C....3' 
3'....C C T A G↑G....5' 
 

FD0054  
 
 
 
 
Thermo Scientific, 
USA 

Fast Digest BcuI* 5'....A↓C T A G T....3' 
3'....T G A T C↑A....5' 
 

FD1253 
 

Fast Digest EcoRI 5'....G↓A A T T C....3' 
3'....C T T A A↑G....5' 
 

FD0274 
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Fast Digest KpnI 5'....G G T A C↓C....3' 
3'....C↑C A T G G....5' 
 

FD0524 

Fast Digest SacI 5'....G A G C T↓C....3' 
3'....C↑T C G A G....5' 
 

FD1133 

*Isoschizomere: SpeI, AhII 
 
3.10 Vektoren 

3.10.1 Vektoren für die transiente Expression 

Bezeichnung Verwendung Bezug 
pCR®4-TOPO Klonierung Thermo Scientific, USA 

(s. Kapitel 3.5) 
pCR®4-TOPO_miR-346 Klonierung diese Arbeit 

(s. Kapitel 4.1.11) 
pCR®4-TOPO_miR-346-BS Klonierung diese Arbeit 

(s. Kapitel 4.1.12) 
pSG5 Überexpressionsvektor mit T7 

Promotor 
Stratagene, La Jolla, USA 
(Cat. No. #216201) 

pcDNA3.1 Kontrollvektor für miR-146-
Überexpressionsstudie 

Thermo Fisher Scientific, 
Oberhausen, Germany 
(V79020) 

pCS2+_hrGFP hrGFP Expressionsplasmid mit 
pSC2+ Backbone, transiente 
Transfektions-kontrolle 

Dr A. Weise, 
Universitätsklinikum Essen 

pcDNA3_miR-146a Überexpression von miR-146a-5p David Baltimore 
(Adgene #15092) 
(Taganov et al., 2006) 

pSG5_miR-346 Überexpression von miR-346 diese Arbeit 
(s. Kapitel 3.1.11) 

pMIR-TK-RNL  miRNA Expressions-, Reporter-
plasmid, Luciferase Reporter 

Jochen Irmig 
(Imig et al., 2011) 

pMIR-REPORTTM_miR-346-BS Reporterplasmid für miR-346- 
Bindestudien 

diese Arbeit 
(Kapitel 4.1.12) 

 
3.10.2 Vektoren für die stabile Expression 

Bezeichnung Verwendung Bezug 
pczVSV-G Lentivirales Verpackungsplasmid zur 

Herstellung lentiviraler Partikel 
Dr. H. Hanenberg, 
Düsseldorf  

pCD/NL-BH Lentivirales Verpackungsplasmid zur 
Herstellung lentiviraler Partikel 

Dr. H. Hanenberg, 
Düsseldorf  

pCL7EGwo GFP-Expressionsvektor, eGFP-Insert 
mit CMV-Promotor flankiert von LTRs 
zur stabilen Expression von GFP 

Dr. H. Hanenberg, 
Düsseldorf  

pPRIME-CMV-Neo-FF3 Luciferase-miRNA-Insert mit CMV-
Promotor flankiert von LTRs als 
Negativkontrolle bei stabiler Expression 

Dr. S. Elledge, USA 
(Adgene #11665) 
(Stegmeier et al., 2005) 

pENTR4 no ccDB(686-1) GatewayÒ entry Vektor zur Klonierung 
von L1CAM in pLenti CMV_Puro Dest 

Dr. E. Campeau, USA 
(Addgene #17424) 
(Campeau et al., 2009) 

phL1A-pcDNA3 Sequenz für humanes L1CAM flankiert 
von EcoRI-Schnittstellen 

Vance Lemmon Lab, USA 
(Adgene #12307) 
(Hlavin & Lemmon, 1991) 
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pLenti CMV_Puro Dest Lentiviraler GatewayÒ destination 
Vektor zur Umklonierung von L1CAM 
aus pENTRY4, Negativkontrolle bei 
Überexpression von L1CAM 

Dr. E. Campeau, USA 
(Addgene #17452) 
(Campeau et al., 2009) 

pLenti CMV_L1CAM L1CAM mit CMV-Promotor flankiert von 
LTRs zur stabilen Expression, 
transiente L1CAM-Expression 

diese Arbeit 
s. Kapitel 4.1.10 

TRCN0000299624 shL1CAM#624-Klon  
 
 
 
 
Sigma-Aldrich, USA 

TRCN0000299625 shL1CAM#625-Klon 
TRCN0000303668 shL1CAM#668-Klon 
TRCN0000303735 shL1CAM#735-Klon 
TRCN0000310751 shL1CAM#751-Klon 
TRCN0000063913 shL1CAM#913-Klon 
TRCN0000063914 shL1CAM#914-Klon 
TRCN0000063915 shL1CAM#915-Klon 
TRCN0000063916 shL1CAM#916-Klon 
TRCN0000063917 shL1CAM#917-Klon 

 
 
3.11 Bakterienstämme und Glycerinstocks 

Stamm Bezeichung Hersteller 
One Shot® E. coli TOP 10 - Invitrogen, Darmstadt 
MISSION® shRNA Bacterial 
Glycerol Stocks  

SHCLNG-NM-000425 Sigma-Aldrich, USA 
(s. Kapitel 3.10.2) 

 
 
3.12 Zellkulturmedium 

Bezeichnung Zusammensetzung 
HEK293T-Vollmedium DMEM  

+ 10% FBS 
+ 4mM L-Glutmin 
+ 100 u/ml Penicillin 
+ 100 µg/ml Streptomycin 

RB-Vollmedium DMEM 
+ 15% FBS 
+ 4mM L-Glutmin 
+ 100 u/ml Penicillin 
+ 100 µg/ml Streptomycin 
+ 10 µg/ml Insulin 
+ 40 µM 2-Mercaptoethnaol 

IMDM supplementiert IMDM 
+ 10% FBS 
+ 100 u/ml Penicillin 
+ 100 µg/ml Streptomycin 

 
3.13 Bakterienmedien 

Bezeichung Zusammensetzung 
LB-Medium flüssig* 20 g LB Broth Base ad 1.000 ml Millipore H2O, 

pH 7,5 
LB-Medium fest* 32 g LB Agar ad 1.000 ml Millipore H2O, 

pH 7,5  
* Den Medien wurden für die Selektion auf Resistenzmarker 100 µg/ml Ampicillin bzw. 50 µg/ml Kanamycin 
zugegeben.  
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3.14 Puffer und Lösungen 

Puffer Zusammensetzung 
Blotting Puffer (1x) 100 ml 10x Towbin 

200 ml Methanol 
ad 1.000 ml Millipore-Wasser 

Borsäure/Natriumboratpuffer 50 ml 0,2 M Borsäure 
42,5 ml 0,05 M Dinatriumtetraborat 
ad 200 ml mit Millipore-Wasser 
pH 8,9 

Phosphate-buffered saline, PBS (1x) 137 mM NaCl  
2,7 mM KCl 
1,5 mM KH2PO4  
8,1 mM Na2HPO4  
pH 7,2 

Ponceau-S-Lösung 1% Essigsäure 
0,5% Ponceau S 

Radio-Immuno-Precipitation Assay 
(RIPA) -Lysepuffer 

150 mM NaCl  
50 mM Tris-HCl  
1% Nonidet P-40  
0,5% Natriumdeoxycholat  
0,1% SDS  
Frisch hinzufügen: 
1x Protease Inhibitor Cocktail (Complete) 
100 µl 0,5 M EDTA pH 8,0 
100 µl 0,1 M PMSF 

Sodiumdodecylsulfat (SDS) -Laufpuffer 
(1x) 

25 mM Tris 
192 mM Glycin 
0,1% SDS 
pH 8,8 

TBS-T (0,1%) 1xTBS 
0,1% TweenÒ20 

TBS-T (0,05%) 1xTBS 
0,05% TweenÒ20 

Towbin-Puffer (10x) 1,92 M Glycin 
0,25 M Tris 
pH 8,6  

Tris-Borat-EDTA (TBE) Puffer (1x)  445 mM Tris 
445 mM Borsäure 
0,5 M EDTA 
pH 8 

Tris- buffered saline, TBS (1x) 150 mM NaCl  
20 mM Tris-HCl  

Tris-Borat-EDTA (TBE) Puffer (1x)  445 mM Tris 
445 mM Borsäure 
0,5 M EDTA 
pH 8 

 

Whole Mount Waschpuffer 1x PBS 
1% TritonTM X-100 
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3.15 Geräte 

Gerät Bezeichnung Hersteller 
Absaugvorrichtung Univacuus XS 1 LLG Labware, Meckenheim 
Analysenwaage PM 2000 Mettler-Toledo, Giessen 
Analysenwaage Precisa 40SM 200A Göntgen Wägetechnik, 

Bottrop 
Binokular Stemi DV4 Zeiss, Jena 
Binokular (Doppelt mit Stativ) SMZ1000, Digital Sight DS-2M Nikon, Düsseldorf  
CO2-Inkubator (S1-Zellkultur) HERA cell 150 Heraeus, USA 
CO2-Inkubator (S2-Zellkultur) Galaxy 170S New Brunswick (Eppendorf), 

USA 
CO2-Inkubator Micro Galaxy Nunc, USA 
Dampfsterilisator (S1) Varioklav HP Medizintechnik, 

Oberschleißheim 
Digitalkamera (Mikroskop 
invers) 

DMG 23K274 Imaging Source, Bremen 

Einfrierblock Zellen True NorthTM Chilling Jar, 
HS23230A 

Heathrow Scientific,  

Eismaschine AF 80 Sctosman, Italien 
Elektrophoresekammer MS Choice Kisker, Steinfurt 
Fluoreszenzmikroskop CTR 6500 Leica, Wetzlar 
Fluoreszenzmikroskop  Eclipse E600 Nikon, Düsseldorf 
Gefrierschrank (-20°C) - Liebherr, Ochsenhausen 
Gefrierschrank (-80°C) - Oehmen Labortechnik, Essen 
Geldokumentationssystem FastGene® Blue/Green GelPic 

LED Box 
Nippon Genetics, Düren 

Heißluftsterilisator Ecocell Medcenter Einrichtungen 
GmbH, Planegg 

Heizblock AccublocTM Mini 110338 Labnet, USA 
Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg 
Inversmikroskop Labovert FS Leitz, Wetzlar 
Inversmikroskop Motic AE 20 Serie Motic, Wetzlar 
Kippschüttler 3013 GFL, Burgwedel 
Kühl-Gefrierkombination 
(4°C/-20°C) 

Diverse Modelle Liebherr, Ochsenhausen 

Kryotank #LS750B-R Worthington Industries, USA 
Lichtquelle  KL1500 LCD Schott, Mainz 
Lumineszenz-Reader Orion II Microplate Reader Berthold Detection Systems, 

Pforzheim 
Lumineszenzdetektions-gerät 
(WB-Detektion) 

Celvin S-Chemiluminsezenz 
Imaging 

Biostep, Burkhardtsdorf 

Lumineszenzdetektions-gerät 
(CFA-Fotodokumentation) 

LAS3000 Lumineszenzdetektor Fujifilm, Japan 

Luminometer GLOMAX 20/20 - 899076 Leitz, Wetzlar 
Magnetrührer mit Heizplatte RCT basic IKA Labortechnik, Staufen 
Membranvakuumpumpe N022AN.18 KNF Neuberger, Freiburg 
Messbecher, Glas diverse Größen Brand, Wertheim 
Messzylinder, Glas  25, 50, 100, 200, 1000,  

2000 ml 
Brand, Wertheim 

Mikrowelle MW 800 Lotus, Indien 
Mörser  110 ml unglasiert, Porzellan   Witeg, Wertheim 
Neubauer-Zählkammer T728.1 Carl-Roth 
Pipette  100-1000µl Eppendorf, Hamburg 
Pipette 20-200µl Eppendorf, Hamburg 
Pipette 0,5-10,0µl Eppendorf, Hamburg 
Pipette 0,5-5,0 ml Eppendorf, Hamburg 
Pipettierhilfe Pipetus® und Pipetus® Junior Hirschmann, Eberstedt 
Realtime PCR System 7300 Applied Biosystems, USA 
Rollenmischer SRT6 Stuart, UK 
Rundschüttler CertomatÒR Sartorius, Göttingen 
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SDS-Page Kammer  Mini Protean IITM Bio-Rad, München 
Semidry-Blot-Apparatur Trans-BlotÒSD Transfer Cell Bio-Rad, München 
Sicherheitswerkbank  HB 2448S S1 Bio-Flow Technik, 

Meckenheim  
Sicherheitswerkbank (Klasse II) LaminAir®, HB2448S Nuaire, UK  
Spannungsgerät Power PacTM basic und HC Bio-Rad, München 
Spannungsgerät Power Pac 300 Bio-Rad, München 
Spektralphotometer Epoch Reader BioTek, Bad Friedrichshall 
Standard pH-Meter WTW Serie Inolab, Weilheim 
Sterilbank Captair bio Erlab, Frankreich 
Thermocycler Mastercycler Eppendorf, Hamburg 
Tischzentrifuge 5415 D und 5415 R Eppendorf, Hamburg 
UV-Licht Tisch CV2M253O Syngene, UK 
Vortex  MS2 und VF2 IKA Labortechnik, Staufen 

Wasserbad SFB354 GFL, Burgwedel 
Wippschüttler KS 125 basic IKA Labortechnik, Staufen 
Zentrifuge Certifuge 5810R Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge 5430 R Eppendorf, Hamburg 
Zentrifuge  Megafuge 1.0 Heraeus Sepatech, Osterode 

 
3.16 Software und Online Anwendungen 

Bezeichnung Version Hersteller 
Adobe Photoshop CS4 Adobe Inc., USA 

Bildbearbeitungen 
Citavi 6 Swiss Academic Software, Schweiz 
Clone Manager Professional 9 Scientific & Educational Software, USA 

Sequenzauswertung, Oligonukleotid-Design 
   
Gen5  1.10.8 BioTek®, Bad Friedrichshall 

Spektralphotometrische Auswertungen 
GraphPad  Prism 4 GraphPad Software, USA Erstellung von 

Graphen, Statistikauswertung 
IC Measure 1.0 The Imaging Source Europe GmbH, Bremen 
LAS3000  V2.2 Fujifilm, Japan 
Leica Application Suite 3.4 Leica, Wetzlar Phasenkontrast- und 

Fluoreszenzaufnahmen 
Micro Manager 1.4 University of California, USA 

Bildbearbeitung und Quantifizierung 
Microsoft Office  Microsoft 
Multi Gauge V3.0 Fujifilm, Japan 
NIS-Elements 3.0 Laboratory Imaging, Tschechien 

Fluoreszenzaufnahmen 
Sequence Detection Software 1.4.0.25) Applied Biosystems, Thermo Scientific, USA, 

Auswertung von Expressionsdaten 
Serial Cloner 2.6.1 Franck Perez [Serial Basics], USA, 

Sequenzauswertung 
Snap and Go 1.8.3 Biostep GmbH, Burkhardtsdorf 
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4 Methoden 

4.1 Molekularbiologische Methoden 

4.1.1 Isolation von Nukleinsäuren 

Für die Isolation genomischer DNA (gDNA) aus HEK293T Zellen wurde das DNeasy 

Blood &Tissue Kit (QIAGEN) nach Herstellerangaben verwendet. Die gDNA wurde 

jeweils aus 1x106 Zellen gewonnen und mit 100 µl des im Kit enthaltenen 

Niedrigsalzpuffers von der Silicamembran eluiert. 

Die Isolation von RNA aus RB Zellen, Chorioallontoismembran (CAM) -Gewebe, 

kryokonservierten RB Gewebeproben sowie humanem Retinagewebe wurde mit dem 

NucleoSpinÒ RNA II Kit (Macherey & Nagel) nach Herstellerangaben aus 2,4x106 

Zellen bzw. 30 mg Gewebe (-pulver) durchgeführt. Die RNA wurde mit 30-40 µl von 

dem im Kit enthaltenen Nuklease-freiem Wasser eluiert. 

Die Isolation von mikroRNA (miRNA) erfolgte mit dem miRNeasy Mini Kit (QIAGEN) 

nach Herstellerangaben. Die Isolation der miRNA erfolgte aus 1x106 Zellen, die in        

40 µl Nuklease-freiem Wasser eluiert wurde. 

 
4.1.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren (gDNA, pDNA, RNA sowie miRNA) 

erfolgte spektralphotometrisch mit einem Epoch Reader. Für weitere Analytik oder 

Klonierungsschritte wurden ausschließlich Proben mit einem Absorptionsverhältnis 

von A260 zu A280 von ³1,8 verwendet. Proben mit Konzentrationswerten außerhalb des 

linearen Messbereichs (>1,0 µg/µl) wurden entsprechend verdünnt und erneut 

gemessen. 
 
4.1.3 Polymerasekettenreaktion  

Die Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) wird verwendet, um 

bestimmte Genbereiche zu amplifizieren. Zwei spezifische, den Genabschnitt 

flankierende, Oligonukleotidprimer dienen dabei der thermostabilen DNA Polymerase 

als Startpunkte für die Replikation des Genabschnitts. Die zyklische Wiederholung von 

DNA Denaturierung, Oligonukleotidhybridisierung sowie Elongation führt zur 

exponentiellen Vervielfältigung der Zielsequenz.  

Bei der Amplifikation der miR-346 Sequenzen sowie der Bindestelle für die miR-346 in 

der 3‘-UTR des L1CAM Gens wurde genomische DNA aus HEK293T Zellen als 
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Matrize für die jeweiligen PCRs verwendet. Tabelle 1 zeigt das Pipettierschema für die 

PCR Ansätze. 

 
Tabelle 1: Pipettierschema für eine Polymerasekettenreaktion. 

Komponente Finales Volumen Finale Konzentration 
Taq-Puffer (10x) w/o MgCl2 5 µl 1x 
MgCl2 (50 mM) 2 µl 2 mM 
dNTPs (10 mM) 1 µl 0,2 mM 
Primer Forward/Reverse (je 10 µM) je 2,5 µl 0,5 µM 
Taq DNA-Polymerase (5u/µl) 0,5 µl 2,5 u 
DMSO 2,5 µl 5% 
gDNA Variabel 200 ng 
Nuklease-freies Wasser ad 50 µl - 

 
Zur Amplifikation bestimmter Genabschnitte wurde eine Touchdown PCR gewählt, bei 

der, ausgehend von der berechneten Schmelztemperatur (melting temperature, Tm) 

der Oligonukleotide, in zyklischen Abständen die Hybridisierungstemperatur 

(annealing temperature, TA) um je ein Grad Celsius verringert wird. Vorteil dieser 

Methode ist eine hohe Spezifität bei der Amplifikation des gewählten Genabschnittes 

bei einer gleichzeitig hohen Amplifikationsrate. 

 
Tabelle 2: Programm der durchgeführten Touchdown-PCR. Die Hybridisierungstemperatur berechnet sich 
aus der primerspezifischen Schmelztemperatur (Tm)-2°C. 

Schritt Dauer Temperatur Zyklenanzahl 
Initiale Denaturierung 5 min 95°C 1 
Denaturierung 
Hybridisierung 
Elongation 

1 min 
1 min 
1 min 

95°C 
Tm+1°C 
72°C 

 
5 

Denaturierung 
Hybridisierung 
Elongation 

1 min 
1 min 
1 min 

95°C 
Tm 
72°C 

 
5 

Denaturierung 
Hybridisierung 
Elongation 

1 min 
1 min 
1 min 

95°C 
Tm-1°C 
72°C 

 
5 

Denaturierung 
Hybridisierung 
Elongation 

1 min 
1 min 
1 min 

95°C 
Tm-2°C 
72°C 

 
20 

Finale Elongation 10 min 72°C 1 
Pause ¥ 4°C  

 
 
4.1.4 Agarosegelelektrophorese 

Bei der Agarosegelelektrophorese bewegt sich die negativ geladene DNA im 

elektrischen Feld zur positiv geladenen Anode. Die Geschwindigkeit der Bewegung 

hängt dabei von der Länge/Größe der DNA Fragmente, der Konformation der DNA, 

der Gelkonzentration sowie der angelegten Spannung ab.  
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In dieser Arbeit wurden 1%-ige Tris-Borat-EDTA (TBE) Agarosegele verwendet, denen 

1:20.000 GelRedTM Nukleinsäuren-interkalierende Agens zugesetzt wurden. Alle 

Proben wurden mit 10x Fast Digest Green Buffer versetzt, sodass dieser in einer 1x 

Konzentration vorlag. Die Auftrennung erfolgte bei 120 V für 40 min in 1x TBE Puffer 

(Kapitel 3.14). Zur Größenkontrolle wurden die DNA Marker 100 bp DNA Ladder bzw. 

1kb DNA Ladder mitgeführt. Die Detektion und Dokumentation der aufgetrennten 

Fragmente erfolgte mit der FastGene® Blue/Green GelPic LED Box. 
 
4.1.5 Restriktionsverdau 

Der Restriktionsverdau wurde in dieser Arbeit verwendet um spezifisch Genabschnitte 

für die Klonierung oder Analyse zu fragmentieren. Verwendet wurden dazu 

ausschließlich Fast Digest Restriktionsendonukleasen.  
 
Tabelle 3: Pipettierschema für einen analytischen und einen präparativen Restriktionsverdau. 

Komponente Analytischer Verdau Präparativer Verdau 
Fast Digest Green Buffer 
(10x) 

2,0 µl 5,0 µl 

Fast Digest Enzym 0,5 µl 1,0 µl 
DNA 300 ng 1 µg 
Nuklease-freies Wasser ad 20 µl ad 50µl 

 
Die Restriktion erfolgte bei 37°C im Heizblock über einen Zeitraum von 1 h 

(abweichend von Herstellerangaben) mit anschließender Denaturierung der 

Restriktionsendonukleasen durch eine 10-minütige Inkubation bei 72°C. Für die 

Ligation wurden die Restriktionsfragmente zunächst in einem 1%-igen Agarosegel 

(Kapitel 4.1.4) aufgetrennt und die entsprechenden Banden aus dem Gel 

ausgeschnitten. Nach der Gelelution mit dem Monarch®DNA Gel Extraction Kit nach 

Herstellerangaben in 10 µl Elutionspuffer wurde die Konzentration der Nukleinsäuren 

bestimmt (Kapitel 4.1.2).  
 
4.1.6 Ligation 

Bei der Ligation werden die in der Agarosegelelektrophorese aufgetrennten und aus 

dem Gel eluierten (Kapitel 4.1.5) Restriktionsfragmente in einem Ansatz (Tabelle 4) 

mittels T4 DNA Ligase ligiert. Dabei werden jeweils die spezifisch geschnittenen 3‘-

Hydroxy-Enden mit den 5‘-Phosphatenden über die Ausbildung einer 

Phosphodiesterbindung miteinander verbunden. Zur Ligation wurden 25 ng Vektor 

DNA eingesetzt. Die Insert DNA wurde in einem fünffachen molaren Überschuss dem 
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Ligationsansatz zugefügt. Die einzusetzende Masse wurde anhand folgender Formel 

(1) bestimmt. 

 
Tabelle 4: Pipettierschema für die Ligation von zuvor verdauter Vektor DNA und Insert DNA. 

Komponente Finales Volumen Finale Konzentration 
T4 DNA-Ligase Puffer (10x) 2,0 µl 1x 
T4 DNA-Ligase (1 u/µl) 1,0 µl 1 u 
Vektor-DANN Variabel 25 ng 
Insert-DANN Variabel 5x mol. Überschuss zur Vektor-DNA 
Nuklease-freies Wasser ad 20 µl - 

 
 

 

𝑀𝑎𝑠𝑠𝑒%&'()* =
𝑀𝑎𝑠𝑠𝑒,(-*.) ∙ 𝐿ä𝑛𝑔𝑒%&'()*

𝐿ä𝑛𝑔𝑒,(-*.)
∙ 𝑉𝑒𝑟ℎä𝑙𝑡𝑛𝑖𝑠

𝐼𝑛𝑠𝑒𝑟𝑡
𝑉𝑒𝑘𝑡𝑜𝑟 

 

 
(1) 

 
Die Ligation erfolgte bei 25°C für 1 h und anschließender Inkubation bei 4°C über 

Nacht. 

 
4.1.7 Bakterientransformation 

Nach Angaben des Herstellers wurden chemisch kompetente One Shot® TOP10 E. 

coli Zellen des TOPO® TA Cloning® Kits for Sequencing (Invitrogen) mit 2 µl des 

Ligationsansatzes transformiert. Anschließend wurden 50 µl der Bakteriensuspension 

mit Glasperlen auf antibiotikahaltige Agarplatten ausplattiert und für 12 h bei 37°C 

inkubiert. Für die Selektion auf positive Klonierungsergebnisse wurden, je nach 

Plasmidresistenz, 100 µg/ml Ampicillin bzw. 50 µg/ml Kanamycin dem LB Agar 

hinzugegeben. Für die Blau-weiß-Selektion wurden 35 µl X-Gal (50 mg/ml) auf die 

Agarplatten gegeben.  
 
4.1.8 Bakterienkulturen 

Von den Bakterienkolonien der in Kapitel 4.1.7 beschriebenen 

Transformationsansätzen wurden einzelne Kolonien zum Beimpfen von 5 ml LB-

Medium mit entsprechendem Antibiotikazusatz verwendet. Die Kulturen wurden bei 

37°C für 12 h auf dem Schüttler mit 140 rpm inkubiert.  

Als Starterkultur wurde eine 300 ml Bakterienkultur in einem 2.000 ml 

Erlenmeyerkolben angelegt und für 16 h bei 37°C und 140 rpm inkubiert.  
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4.1.9 Isolation von pDNA 

Die Isolation von pDNA erfolgte mit dem GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo 

Scientific) nach Herstellerangaben. Jeweils 4 ml der 5 ml Bakterienkultur wurden 

nacheinander in 2 ml Reaktionsgefäßen bei 10.000 rcf für 10 min bei 4°C pelletiert. 

Die Plasmidisolation wurde nach Herstellerangaben durchgeführt und die Plasmide in 

50 µl Nuklease-freiem Wasser eluiert. 

Für die Isolation größerer Plasmidmengen wurde die 300 ml Übernachtkultur zunächst 

bei 4.000 rcf für 30 min bei 4°C pelletiert und anschließend mit dem Nucleo BondTM 

Xtra Midi EF Kit (Macherey & Nagel) nach Herstellerangaben aufgearbeitet. Die Elution 

erfolgte in 100-200 µl Nuklease-freiem Wasser.  

Die Plasmidkonzentration wurde, wie in Abschnitt 4.1.2 beschrieben, bestimmt. Die 

Plasmidsuspensionen wurden bei -20°C gelagert. 

 

4.1.10 Klonierung der Plasmidkonstrukte zur L1CAM Überexpression 

Für die funktionelle Analyse von L1CAM in den verschiedenen RB Zelllinien wurde ein 

lentivirales Überexpressionsplasmid kloniert, welches zur stabilen, lentiviralen sowie 

zur transienten Expression diente. Im Folgenden sind die Schritte der Klonierung zum 

fertigen Plasmid beschrieben. Eine Auflistung aller in dieser Arbeit verwendeten 

Plasmide ist unter Kapitel 3.10 zu finden.  

 

Klonierung mittels Gateway® Clonase Reaktion: 

- Präparativer Restriktionsverdau von 1 µg phL1A-pcDNA3 Plasmid DNA (enthält 
das L1CAM Genfragment) sowie Gateway® entry Vektor pRNTR4 mit EcoRI 
(Kapitel 4.1.5)  

- Elektrophoretische Auftrennung der Restriktionsfragmente und Elution der 
Zielbanden aus dem Agarosegel (Kapitel 4.1.4) 

- Ligation von 218 ng L1CAM Genfragment mit 25 ng des pENTR4 Vektors bei 
4°C über Nacht 

- Transformation von kompetenten OneShot® TOP10 E. coli Zellen (Invitrogen) 
mit 1 µl des Ligationsansatzes nach Herstellerangaben (Kapitel 4.1.7) und 
Selektion auf Ampicillin Agarplatten (100 µg/ml) für 16 h bei 37°C 

- Anlegen von 5 ml Kulturen mit selektierten Klonen (Kapitel 4.1.8) und 
Kultivierung für 16 h bei 37°C 

- Isolation von pDNA der Kulturen und analytischer Restriktionsverdau mit        
300 ng pDNA und der Restriktionsendonuklease EcoRI  

- für Gateway® Clonase Reaktion: Mischen von 100 ng pENTRY_L1CAM Klone 
mit positivem Insertionsereignis mit 150 ng des pLentiCMV_PuroDest Vektor  

- Zugabe von 2 µl des Gateway® LR ClonaseTM II Enzym Mix  
- Inkubation für 2 min bei 25°C 
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- Zugabe von 1 µl Proteinase K Lösung und Inkubation für 10 min bei 37°C 
- Transformation von kompetenten OneShot® TOP10 E. coli Zellen (Invitrogen) 

mit 1 µl Gateway® Clonase Ansatz nach Herstellerangaben (Kapitel 4.1.7) und 
Selektion auf Ampicillin Agarplatten (100 µg/ml) für 16 h bei 37°C 

- Anlegen von 5 ml Kulturen mit selektierten Klonen (Kapitel 4.1.8) und Inkubation 
für 16 h bei 37°C 

- Isolation von pDNA der Kulturen und analytischer Restriktionsverdau mit        
300 ng pDNA und der Restriktionsendonuklease KpnI zum Test auf positive 
Insertion der L1CAM Gensequenz in den pLenti CMV_PuroDest Vektor mittels 
Agarosegelelektrophoese (Kapitel 4.1.4) 

- Sequenzierung der pLenti CMV_L1CAM Klone mit positivem Insertionsereignis 
(Kapitel 4.1.13) 

 

4.1.11 Klonierung der Plasmidkonstrukte zur miR-346 Überexpression 

Für die Klonierung des Plasmids zur miR-346 Überexpression wurde zunächst die 

Zielsequenz der miR von der Onlineplattform miRBase (http://www.mirbase.org,  

Stand: März 2020) kopiert und mit der resultierenden Sequenz für die miRs auf der 

Onlineplattform ENSEMBL (https://www.ensembl.org/index.html, Stand: März 2020) 

verglichen. Die Zielsequenz aus ENSEMBL dient dabei als Vorlage für den Entwurf 

der passenden Primer mit der Onlineanwendung Primer3Plus 

(http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi, Stand: März 2020). 

Die Primer dienen dabei der Amplifikation der miR-Sequenz aus genomischer 

HEK293T DNA mittels Touchdown PCR (Kapitel 4.1.3). Für die anschließende 

Klonierung in den pCR®4-TOPO Vektor wurde den forward Primern jeweils eine EcoRI 

Schnittstelle und den reverse Primern eine BamHI Schnittstelle angefügt. Damit 

sichergestellt werden konnte, dass der Restriktionsverdau zu keiner Fragmentierung 

der amplifizierten Zielsequenz führt, wurde mit der NEBcutter V2.0 Onlineanwendung 

(https://www.labtools.us/nebcutter-v2-0/, Stand: März 2020) auf mögliche 

Schnittstellen kommerziell erhältlicher Restriktionsenzyme getestet. Die verwendeten 

Primer sind unter Kapitel 3.7 aufgelistet.  

 

Klonierung des miR-346 Überexpressionsvektors mittels TOPOTMTA CloningTM: 

- Nachweis der mittels Touchdown PCR amplifizierten Zielsequenz durch eine 
Agarosegelelektrophorese (Kapitel 4.1.3)  

- Klonierung von 4 µl des generierten PCR Produkts in pCR®4-TOPO Vektor mit 
TOPOTMTA CloningTM Kit for Sequenicing (Invitrogen) nach Herstellerangaben 

- Selektion der Klone mit positiver Insertion der Zielsequenz auf Ampicillin 
Agarplatten (100 µg/ml) mit 35 µl X-Gal (50 µg/ml) für 16 h bei 37°C  

- Überführen von zehn Klonen mit positivem Insertionsereignis (auf Agarplatte 
erkennbar durch Blau-Weiß-Selektion: Klone mit positivem Insertionsereignis 
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sind aufgrund der zerstörten beta Galactosidasesequenz weiß; negative Klone 
mit intakter beta Galactosidasesequenz erscheinen blau) von der Agarplatte in 
5 ml LB-Medium  

- Inkubation für 16 h bei 37°C in LB-Medium mit Ampicillin (100 µg/ml) (Kapitel 
4.1.8) 

- Isolation von Plasmid DNA (pDNA) (Kapitel 4.1.9) und analytischer 
Restriktionsverdau mit 300 ng pDNA mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI 
und BamHI (Kapitel 4.1.5) sowie Agarosegelelektrophorese (Kapitel 4.1.4) zur 
Auftrennung der Restriktionsfragmente mit dem Zweck der Identifizierung 
positiver Insertionsereignisse (Kapitel 4.1.4) 

- Präparativer Restriktionsverdau des pCR®4_miR-346 sowie pSG5 Vektors mit 
den Restriktionsendonukleasen EcoRI und BamHI 

- elektrophoretische Auftrennung der Restriktionsfragmente und Elution der 
jeweiligen Zielbanden (psG5 Backbone, miR-346 Zielsequenz) aus dem 
Agarosegel (Kapitel 4.1.4) 

- Ligation der miR-346 Zielsequenz in den pSG5 Vektor (Kapitel 4.1.6) 
- Transformation chemisch kompetenter OneShot® TOP10 E. coli Zellen nach 

Herstellerangaben (Invitrogen) mit 0,5 µl des Ligationsansatzes und Selektion 
auf Ampicillin (100 µg/ml) Agarplatten für 16 h bei 37°C 

- Anlegen von 5 ml Kulturen (Kapitel 4.1.8) und Inkubation für 16 h bei 37°C 
- Isolation der pDNA aus den Kulturen und analytischer Restriktionsverdau von 

300 ng pDNA mit den Restriktionsendonukleasen EcoRI und BamHI  
- Sequenzierung der Klone mit positivem Insertionsereignis (Kapitel 4.1.13) 

 
 
4.1.12 Klonierung der Plasmidkonstrukte zur miR-346 Bindestudie 

Um die Bindung der miR-346 an der vermuteten Bindestelle in der 3‘-UTR von L1CAM 

zu überprüfen wurde ein Reporterplasmid kloniert. Die Sequenz der miR-346 

Bindestelle, welche in die multiple cloning site (MCS) vor das Luciferase Gen des 

pMIR-REPORT® miRNA Expressions Vektors (Applied Biosystems) kloniert wurde, 

führt im Fall einer Bindung der miR-346 zu einer reduzierten Luciferase Expression. 

Die Expression der Luciferase wurde anschließend in einem Luciferase Assay über 

die Luciferaseaktivität quantifiziert. 

Mittels TargetScanHuman 7.2 Onlineanwendung (http://www.targetscan.org/vert_72/, 

Stand: März 2020) wurde die potentielle Bindestelle der miR-346 identifiziert. Wie in 

Kapitel 4.1.11 beschrieben, wurden dazu passende Primer entworfen. Dem forward 

Primer wurde dabei eine SpeI Schnittstelle und dem reverse-Primer eine SacI-

Schnittstelle für die weitere Klonierung angefügt. Die TOPO-TA Klonierung wurde 

analog zu dem in Kapitel 4.1.11 beschriebenen Ablauf durchgeführt. Die miR-346 

Bindestelle wurde durch enzymatische Restriktion mit den Endonukleasen SpeI und 

SacI aus dem resultierenden pCR®4-TOPO_miR-346-BS Vektor geschnitten und in 
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den pMIR-REPORT® miRNA Expressions Vektor ligiert. Der resultierende pMIR-

REPORT®_miR-346-BS Vektor wurde im Anschluss sequenziert (Kapitel 4.1.13). 

 

4.1.13 Sequenzierung 

Die Sequenzierung erfolgreich klonierter Plasmide wurde extern von der Firma 

Microsynth AG mit der Sanger Methode durchgeführt. Für die Analyse wurden je         

1,2 µg Plasmid-DNA in 20 µl Nuklease-freiem Wasser aufgenommen. Die jeweiligen 

Sequenzierprimer wurden zu je 10 mM in 30 µl Nuklease-freiem Wasser verdünnt und 

in separaten Reaktionsgefäßen eingeschickt. Die Analyse der Sequenzierungsdaten 

erfolgte mit der Clone Manager Professional (9) Software. 

 

4.1.14 Reverse Transkription 

Bei der reversen Transkription wird einzelsträngige RNA mittels einer viralen Reversen 

Transkriptase (RT) in doppelsträngige, komplementäre DNA (engl. complementary 

DNA, cDNA) umgeschrieben. Wie bei allen DNA-abhängigen Polymerasen wird dabei 

ein Primer (Oligo-dT-Primer bzw. random hexamer Oligonukleotide) benötigt, der den 

Start der Replikation der RNA-Matrize ermöglicht (Coffin, 1997). 

Für die reverse Transkription von RNA wurde in dieser Arbeit das QuantiTect Reverse 

Transcription Kit verwendet. Für die Synthese wurden jeweils 0,3-1,0 µg RNA 

(standardmäßig 1,0 µg) eingesetzt. Als Negativkontrolle wurde bei jeder Synthese 

jeweils eine Probe ohne Reverse Transkriptase angesetzt, um etwaige 

Kontaminationen der Lösungen auszuschließen. Nach der Synthese wurde die Proben 

auf eine finale Konzentration von 10 ng/µl mit Nuklease-freiem Wasser eingestellt. 

Die Synthese von cDNA aus jeweils 1,0 µg microRNA (miRNA-cDNA) erfolgte mit dem 

EN-miScript PCR System nach Herstellerangaben.  

Nach der Synthese wurden die Proben der cDNA und der miRNA-cDNA jeweils bei      

-20°C gelagert. 

 

4.1.15 Quantitative Real-time-PCR Analyse 

Zur Analyse der Genexpression nach reverser Transkription (Kapitel 4.1.14) wurde die 

quantitative Real-time-PCR verwendet. Bei dieser Methode werden, ähnlich wie in der 

PCR (Kapitel 4.1.3), die Nukleinsäuren vervielfältigt, wobei zusätzlich die gebildeten 

Amplifikate quantifiziert werden können. Dazu wird entweder ein DNA-interkalierender 
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Farbstoff (SYBRTM Green), dessen Fluoreszenz proportional zur Anzahl der gebildeten 

Amplifikate nach der Interkalierung zunimmt oder eine sequenzspezifische Sonde 

(TaqMan®-Sonde) verwendet. In beiden Fällen flankieren sequenzspezifische Primer 

den zu amplifizierenden Genabschnitt, wodurch die Replikation ermöglicht wird.  

Im Fall des TaqMan® Assays bindet die sequenzspezifische Sonde zwischen den 

Oligonukleotidprimern auf dem zu amplifizierenden Genabschnitt. Die Sonde ist dabei 

kovalent am 5‘-Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt, dessen Fluoreszenz 

durch einen am 3‘-Ende gekoppelten Quencher unterdrückt ist. Während der 

Elongation wird von einer DNA Polymerase mit 5‘-3‘-Exonukleaseaktivität der 

Fluoreszenzfarbstoff von der Sonde getrennt. Das dabei detektierbare 

Fluoreszenzsignal ist proportional zur Menge gebildeter Amplifikate (Thermo-Fischer 

Scientific, 2020). 

In dieser Arbeit wurden sowohl SYBRTM Green als auch TaqMan® Assays zur 

Quantifizierung der Genexpression verwendet. Für beide Assays wurde das 7300 

Real-time-PCR System verwendet.  

Für den TaqMan® Assay wurden die in Kapitel 3.8 aufgelisteten TaqManTM Expression 

Assays verwendet. In die Real-time-PCR wurden jeweils 50 ng cDNA pro Probe in 

einem Gesamtvolumen von 20 µl eingesetzt und nach Herstellerangaben mit dem 

TaqMan® Gene Expression Master Mix in technischen Duplikaten angesetzt. Die Real-

time-PCR Analysen folgten alle dem in Tabelle 5 aufgelisteten Temperaturprogramm. 

Als interne Referenz diente in allen TaqManTM Realtime Assays die 18-S ribosomale 

Untereinheit. 
 
Tabelle 5: Ablauf einer TaqMan® Real-time-PCR Analyse.  

Schritt Dauer Temperatur Zyklenanzahl 
Initiale Heizphase 2 min 50°C 1 
Initiale Denaturierung 10 min 95°C 1 
Denaturierung 
Hybridisierung  

15 s 
60 s 

95°C 
60°C 

40 

 
Für die SYBRTM Green Real-time-PCR Analysen wurden die in Abschnitt 3.7.2 

aufgelisteten, sequenzspezifischen Primerpaare in einer Konzentration von 10 mM 

verdünnt und nach Protokoll des Herstellers mit dem SYBRTM Green PCR Master Mix 

angesetzt. In die Real-time-PCR Analysen wurden jeweils 10 ng cDNA in einem 

Gesamtvolumen von 20 µl eingesetzt.  
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Tabelle 6: Ablauf einer SYBRTM Green Real-time-PCR Analyse (Primer Tm≥60°C). 

Schritt Dauer Temperatur Zyklenanzahl 
UDG Aktivierung 2 min 50°C 1 
Dual-LockTM DNA 
Polymerase 

2 min 95°C 1 

Denaturierung 
Hybridisierung/ 
Elongation 

15 s 
30 s 
 

95°C 
60°C 
 

40 

Schmelzkurve - - 1 
    

Die Real-time-PCR Analysen wurden mit dem in Tabelle 6 aufgelisteten 

Temperaturprofil durchgeführt. Als interne Referenz diente in allen SYBRTM Green 

Real-time-PCR Assays die humane Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

(hGAPD). Für die Quantifizierung der Expression von reifen miRNAs wurde der 

miScript HiSpec Buffer aus dem miScript PCR Starter Kit (QIAGEN) mit 

sequenzspezifischen Primern (Kapitel 3.7.3) und der 5.8-S RNA als interne Kontrolle 

verwendet. Für die Real-time-PCR Analysen wurden 7,5 ng miRNA-cDNA eingesetzt 

und das Real-time-PCR Gerät entsprechend dem in Tabelle 7 gelisteten 

Temperaturprofil programmiert. 
 
Tabelle 7: Ablauf einer miScript HiSpec Real-time-PCR Analyse zur Quantifizierung der miRNA Expression. 

Schritt Dauer Temperatur Zyklenanzahl 
Initiale Heizphase 15 min  95°C 1 
Denaturierung 
Hybridisierung 
Elongation 

15 s 
30 s 
34 s 

94°C 
55°C 
70°C 

40 

    
 
Die Quantifizierung der Zielgenexpression erfolgte relativ zu der Expression eines 

internen, konstitutiv exprimierten Referenzgens mittels ΔΔ𝐶?-Methode. Beim 

sogenannten threshold cycle (CT-Wert) überschreitet die Fluoreszenz erstmals die 

Hintergrundfluoreszenz und stellt gleichzeitig den Übergang in die exponentielle 

Zunahme des Fluoreszenzsignals dar (Kück & Bunse, 2005). An der Stelle, an der die 

Fluoreszenzkurve der jeweiligen Probe den CT-Wert überschreitet, wird der Probe ihr 

jeweiliger CT-Wert zugeordnet. Zur Auswertung wird zunächst der CT-Wert des 

Referenzgens von CT-Wert des Zielgens subtrahiert und somit der Δ𝐶?-Wert analog 

zu Formel (2) gebildet. Im weiteren Schritt erfolgt die Subtraktion des CT-Wertes einer 

festgelegten Kontrollprobe von der eigentlichen Probe (3).  

 

Δ𝐶? = 𝐶?𝑍𝑖𝑒𝑙𝑔𝑒𝑛 − 𝐶?𝑅𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛𝑧𝑔𝑒𝑛 (2) 
ΔΔ𝐶? = Δ𝐶?𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒 − Δ𝐶?𝐾𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑙𝑒 (3) 
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Die relative Expression (relative quantififcation, RQ) wird nach dem in Formel (4) 

dargestellten Bezug berechnet. 

𝑅𝑄 = 2(KLLMN) (4) 
 
Die Auswertung der Realtime Läufe erfolgte mit der Sequence Detection Software 

1.4.0.25 (Applied Biosystems).  
 
4.2 Proteinbiochemische Methoden 

4.2.1 Proteinisolation aus Zelllysaten 

Für die Isolation von Proteinen aus Zelllysaten wurden 5x106 Zellen mit 900 rcf für        

3 min pelletiert und in 1 ml 4°C kalten Dulbecco’s Phospate-buffered Saline (DPBS) 

resuspendiert. Im Anschluss wurden die Zellen erneut pelletiert und in 60 µl RIPA 

Lysepuffer aufgenommen (Kapitel 3.14) (Spruck et al., 2006). Die Zellen wurden bei 

4°C auf dem Rundschüttler mit 50 U/min für 30 min in einem 1,5 ml 

Kunststoffreaktionsgefäß inkubiert. Anschließend wurden die Proben bei 10.000 rcf 

und 4°C für 30 min zentrifugiert, um Verunreinigungen und Zellreste abzutrennen. Das 

im Überstand suspendierte Protein wurde im Anschluss quantifiziert (Kapitel 4.2.2). 

Die Proteinüberstände wurden bei -80°C gelagert.  
 
4.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung  

Die Quantifizierung des Gesamtproteingehalts der Proteinsuspensionen aus Kapitel 

4.2.1 erfolgte mit dem sogenannten Bicinchinonsäure (BCA) Assay. Der Assay beruht 

auf der Reduktion von Cu2+-Ionen zu Cu+-Ionen die mit jeweils zwei Biuretmolekülen 

einen violetten, wasserlöslichen Farbkomplex bilden. Die Farbintensität ist dabei 

proportional zu der Menge des gelösten Proteins (Lottspeich & Engels, 2012). 

In dieser Arbeit wurde das BCATM Protein Assay Reagent Kit nach Angaben des 

Herstellers verwendet. Die Proben wurden dafür in einer 96-well Platte jeweils in 

Duplikaten 1:10 und 1:20 mit dem RIPA Lysepuffer (Kapitel 3.14) verdünnt, der zudem 

als Referenz verwendet wurde. Die Detektion der Absorptionswerte erfolge im 

Spektralphotometer (Epoch Reader) bei einer Wellenlänge von 562 nm. Die 

Absorptionswerte wurden im weiteren Verlauf auf eine BSA Standardregression mit 

festgelegten Proteinkonzentrationen von 25, 125, 250, 500, 750, 1.000, 1.500 und 

2.000 µg/ml bezogen und konnten so zur Berechnung der jeweiligen 

Proteinkonzentration verwendet werden. 
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4.2.3 Vorbereitung von Proteinproben für die SDS-PAGE 

Für die in Kapitel 4.2.4 beschriebene Auftrennung der Proteinproben wurde 30-60 µg 

Protein in insgesamt 30 µl RIPA Lysepuffer (Kapitel 3.14) aufgenommen und mit 10 µl 

4x Laemmli Puffer, dem zuvor 10% b-Mercaptoethanol zugegeben wurden, versetzt. 

Im Fall der Kulturüberstände wurden 30 µl zellfreier Kulturüberstand direkt mit 4x 

Laemmli Puffer versetzt. Die Proben wurde im Anschluss bei 95°C für 5 min 

hitzedenaturiert bevor sie auf Eis abgekühlt wurden. Die fertigen Proben wurden bis 

zur weiteren Verwendung bei -80°C gelagert. 
  
4.2.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

Die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihres Molekulargewichts erfolgt mittels 

der denaturierenden Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-

PAGE) nach Laemmli (Laemmli, 1970). Nach der Denaturierung der Proteinproben 

durch Zugabe von reduzierenden Agenzien (Dithiothreitol oder b-Mercaptoethanol), 

welche die Disulfidverbindungen zwischen den Thiolgruppen vorwiegend der Cysteine 

aufbricht sowie dem Erhitzen der Proben wird die Tertiärstruktur der Proteine zerstört 

(Kapitel 4.2.3). Die Zugabe von SDS während der Gelelektrophorese dient dem 

Maskieren der Ladungen der unterschiedlichen Aminosäureseitenketten, sodass die 

Proteine im elektrischen Feld ihrer Größe nach aufgetrennt werden (DAVIS, 1964). 

In dieser Arbeit wurde eine diskontinuierliche SDS-PAGE nach Davis (DAVIS, 1964) 

gewählt, bei der die Probenproteine zunächst in einem Sammelgel konzentriert und 

danach in einem Trenngel aufgetrennt werden. Zur Auftrennung wurden die in Tabelle 

8 aufgeführten Sammel- und Trenngele mit einer Stärke von 1,5 mm gegossen. 

 
Tabelle 8: Komponenten der in dieser Arbeit verwendeten Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gele. 

Komponente 5% Sammelgel 10% Trenngel 
Millipore Wasser 4.124 µl 3.961 µl 
30% Acrylamid/Bis-Lösung 1.000 µl  3.333 µl 
1,0 M Tris/HCl, pH 6,8 750 µl - 
1,5 M Tris/HCl, pH 8,8 - 2.500 µl 
10% SDS 60 µl 100 µl 
10% APS 60 µl 100 µl 
TEMED 6 µl 6 µl 

 
Für die Elektrophorese wurde das Bio-Rad Laboratories Mini Protean IITM System (Bio-

Rad) verwendet, das mit 1x SDS-Laufpuffer (Kapitel 3.14) befüllt wurde. Die Gele 

wurden mit 40 µl (Gel mit 10 Taschen) bzw. 20 µl (Gel mit 15 Taschen) der Proben 
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beladen. Von den molekularen Größenstandards (PageRuler (Plus) Protein Ladder; 

Fermentas) wurden jeweils 10 µl (Gel mit 10 Taschen) bzw. 5 µl (Gel mit 15 Taschen) 

aufgetragen. Die Auftrennung der Proben erfolgte bei einer elektrischen Spannung von 

125 V für 90-105 min.  
 
4.2.5 Western Blot und Immundetektion 

Durch Anlegen eines elektrischen Feldes werden beim sogenannten Western Blot 

(WB) die Proteine aus dem SDS Gel auf eine Nitrozellulosemembran übertragen und 

behalten dabei ihre vorherige Anordnung wie auf dem Gel bei. Die Proteine auf der 

Membran können anschließend durch die Bindung spezifischer Antikörper 

nachgewiesen werden (Towbin et al., 1979). 

Nach dem Lauf der SDS PAGE wurden die Gele zunächst für 3 min in 1x Blotting 

Puffer (Kapitel 3.14) equilibriert. Die für den WB verwendeten Filterpapiere und die 

Nitrozellulosemembran wurden ebenfalls in 1x Blotting Puffer angefeuchtet. Für den 

WB wurde die Trans-Blot®SD Transfer Cell Apparatur verwendet. Das Blotten erfolgte 

bei 100 V für 1,5 h und Raumtemperatur (Proteine <180 kDa) sowie bei 60 V für 12 h 

und 4°C (Proteine >180 kDa).   

Nach dem Blotvorgang wurde die Nitrozellulosemembran kurz mit Millipore Wasser 

gewaschen und zum Überprüfen des Proteintransfers für 1 min mit Ponceau S Lösung 

(Kapitel 3.14) inkubiert. Im Fall der analysierten Kulturüberstände wurden die 

Ponceaubanden auf Höhe von ca. 75 kDa als Kontrolle für die gleichmäßige 

Probenbeladung verwendet (Abbildung 4). 

 
Abbildung 4: Darstellung einer Ponceaufärbung von Proben aus dem Überstand von RB Zellkulturen. 

Als Ladekontrolle und für die Quantifizierung der Western Blots zum Nachweis der L1CAM Ektodomäne in 
Kulturüberständen wurden die Blots mit Ponceau S gefärbt und die Bandenintensität der mittels Chemilumineszenz 
detektierten L1CAM Banden darauf normiert. Der Blot zeigt repräsentative Proben der Quantifizierung von L1CAM 
im Kulturüberstand von RB Zellen, die mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) oder in Kombinationen von PMA 
mit den spezifischen ADAM10 (GI254023X) bzw. ADAM17 (TAPI-1) Inhibitoren behandelt wurden.  
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Durch einmaliges Waschen mit 0,1% TBS-T Puffer (Kapitel 3.14) wurde die Membran 

entfärbt. Um eine mögliche unspezifische Bindung der Primärantikörper zu 

unterbinden, wurde die Membran zunächst 60 min bei Raumtemperatur mit 20 ml des 

entsprechenden Block Puffers auf dem Schüttler bei 100 rpm und 25°C inkubiert. 

Anschließend erfolgte die Inkubation des Primärantikörpers unter den in Tabelle 9 

gelisteten Bedingungen für 16 h bei 4°C auf einem Taumelschüttler.  

 
Tabelle 9: In dieser Arbeit verwendete Primärantikörper, die jeweiligen Verdünnungen sowie die Blockier- 
und Verdünnungslösungen. 

Antikörper Verdünnung Blockierlösung Primärantikörperinkubations- 
lösung 

anti-b-Aktin 1:1.000 0,1% TBS-T + 5% BSA 0,1% TBS-T 
anti-ADAM10 1:1.000 0,1% TBS-T + 5% BSA 0,1% TBS-T + 5% BSA 
anti-ADAM17 1:1.000 0,1% TBS-T + 5% BSA 0,1% TBS-T + 5% BSA 
anti-Ezrin 1:1.000 0,05% TBS-T +  

5% Milchpulver 
0,05% TBS-T + 5% Milchpulver 

anti-FGFb  0,1% TBS-T +  
5% Milchpulver 

0,1% TBS-T + 5% Milchpulver 

anti-Galectin-3 1:2.000 0,1% TBS-T +  
5% Milchpulver 

0,1% TBS-T + 5% Milchpulver 

anti-L1CAM 1:1.000 0,05% TBS-T +  
5% Milchpulver 

0,05% TBS-T + 5% Milchpulver 

anti-L1CAM 
[2C2] 

1:1.000 0,1% TBS-T + 5% BSA 0,1% TBS-T + 5% BSA 

anti-Vimentin 1:1.000 0,1% TBS-T + 5% BSA 0,1% TBS-T + 2% BSA 
    

 
Am Folgetag wurde die Membran dreimal je 5 min (anti-L1CAM je dreimal 10 min) mit 

1x TBS-T gewaschen und anschließend mit dem jeweiligen HRP-konjugierten 

Sekundärantikörper (Kapitel 3.6.2) in 20 ml 0,1% TBS-T für 60 min bei 25°C auf einem 

Schüttler mit 100 rpm inkubiert. Nach dreimaligem Waschen wurden 0,5 ml Western 

BrightTM Peroxide mit 0,5 ml Western BrightTM Quantum nach Herstellerangaben 

angesetzt und auf die Membran pipettiert. Die Chemilumineszenz wurde mit einem 

Celvin S Chemilumiscence Reader (Biostep) detektiert und die Snap and Go 1.8.3 

Software ausgewertet. Die Quantifizierung der Signalintensitäten wurde mit 

MicroManager 1.4 durchgeführt. 

 
4.2.6 Proteom Arrays 

Für die Untersuchung der Effekte des L1CAM Knockdowns auf die differentielle 

Phosphorylierung von Signalpeptiden sowie onkologisch relevanter Proteine wurde 

das Human Phospho-Kinase Array Kit (R&D) und das Human XL Oncology Array Kit 

(R&D) verwendet. Für das Human Phospho Kinase Array Kit wurden 1,5x107 Zellen 

zur Proteinisolation verwendet und insgesamt 400 µg Protein eingesetzt. Für das 
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Human XL Oncology Array Kit wurden 1x107 Zellen verwendet und 100 µg Protein 

eingesetzt. Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte jeweils mit dem in Kapitel 

3.2.2 beschrieben BCA Assay unter der Verwendung des im jeweiligen Kit enthaltenen 

Lysepuffers nach Herstellerangaben. Mit dem jeweils im Kit enthaltenen Lysepuffers 

wurde, analog zu Kapitel 3.2.2, eine BSA Standardkurve pipettiert und gemessen. Die 

Arrays wurden gemäß Herstellerangaben durchgeführt und die Chemilumineszenz mit 

dem Celvin S Chemilumiscence Reader über einen Zeitraum von 30 min detektiert und 

mit der Snap and Go 1.8.3 Software ausgewertet. Die Quantifizierung der 

Signalintensitäten wurde mit der MicroManager 1.4 Software durchgeführt. 

 
 
4.3 Transfektion und Transduktion von Zellen 

4.3.1 Kultivierung der Zelllinien 

Sämtliche Arbeiten in der Zellkultur wurden unter sterilen Bedingungen unter einer 

Sicherheitswerkbank der Klasse II durchgeführt. Die Zellen wurden unter konstanten 

Bedingungen in CO2-Inkubatoren in einer wasserdampfgesättigten Atmosphäre bei 

37°C und einem Kohlenstoffdioxidgehalt von 5% (HEK293T Zellen) bzw. 10% (RB 

Zellen) kultiviert. Die RB Zelllinien wurden in T25er bzw. T75er Zellkulturflaschen 

(FALCON) in RB-Vollmedium (Kapitel 3.12) kultiviert. Die embryonale Nierenzelllinie 

HEK293T wurde in 10 cm Zellkulturschalen in HEK293T-Vollmedium kultiviert (Kapitel 

3.12). Tabelle 10 listet die Kultivierungsbedingungen der in dieser Arbeit verwendeten 

Zelllinien auf. 

 
Tabelle 10: Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien und deren Kultivierungsbedingungen.  

Zellline Kultivierungsmedium Kulturgefäß 
HEK293T HEK293T-Vollmedium 10cm Zellkulturschale 
Rbl-13 RB-Vollmedium  

 
 
 
 
 
T25er bzw. T75er Flasche 

Rbl-30 RB-Vollmedium 
RB247 RB-Vollmedium 
RB355 RB-Vollmedium 
RB355-Etop RB-Vollmedium + 1 µM  Etoposid 
RB355-GFP RB-Vollmedium 
RB383 RB-Vollmedium 
WERI-Rb1 RB-Vollmedium 
WERI-Etop RB-Vollmedium+ 5 µM Etoposid 
WERI-GFP RB-Vollmedium 
Y79 RB-Vollmedium 
Y79-GFP RB-Vollmedium 
Y79-Etop RB-Vollmedium + 3 µM Etoposid 
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4.3.2 Subkultivierung  

Die RB Zelllinien wurden ab einer Konfluenz von 80% passagiert. Das Medium der 

Zellen wurde dabei entfernt und durch frisches, vorgewärmtes RB-Vollmedium (Kapitel 

3.14) ersetzt. Je nach Dichte und Wachstumsgeschwindigkeit der Zelllinien wurden 

diese 1:4 bis 1:20 verdünnt und weiterkultiviert.  

Die adhärent wachsenden RB355 Zellen wurden mit einem Zellschaber vom Boden 

der Zellkulturflasche gelöst und in einem Verdünnungsverhältnis von 1:4 in einer 

neuen Zellkulturflasche und frischem RB-Vollmedium weiterkultiviert.  

Die embryonale Nierenzelllinie HEK293T wurde zum Subkultivieren zunächst mit   2-

3 ml vorgewärmten DPBS gewaschen bevor sie durch Zugabe von 1 ml 0,25%-

Trypsin/EDTA-Lösung enzymatisch von der Oberfläche der Zellkulturschale abgelöst 

wurden. Die enzymatische Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml HEK293T-

Vollmedium (Kapitel 3.14) abgestoppt und die Zellen in einem 15 ml 

Kunststoffzentrifugenröhrchen bei 900 rcf 3 min pelletiert. Die Zellen wurde für die 

Weiterkultivierung in frischem HEK293T-Vollmedium auf eine neue 10 cm 

Zellkulturschale in einem Verdünnungsverhältnis von 1:20 ausgesät.  

 
4.3.3 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen 

Für die dauerhafte Lagerung von Zellkulturen wurden 1x107 Zellen in 1 ml FCS und 

10% Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgenommen und in 2 ml Kryoröhrchen überführt. Die 

Zellen wurden im Anschluss schrittweise (ca. 1°C/h) in einem Isopropanolbad auf            

-80°C heruntergekühlt bevor sie zur dauerhaften Lagerung bei -196°C in flüssigem 

Stickstoff überführt wurden.  

Zum Auftauen wurden die Zellen kurzzeitig bei 37°C erwärmt und anschließen in          

10 ml vorgewärmten RB-Vollmedium aufgenommen und bei 900 rcf für 3 min pelletiert. 

Das Zellpellet wurde in 10 ml vorgewärmten RB-Vollmedium (Kapitel 3.14) 

aufgenommen und für 24 h kultiviert. Am Folgetag wurde das Medium erneut 

gewechselt, um verbleibendes DMSO und abgestorbene Zellen zu entfernen. 

 

 
4.3.4 Zellzahlbestimmung 

Mittel Neubauer Zählkammer und Trypanblauausschlussfärbung erfolgte die 

Bestimmung der Lebendzellzahl sowie des prozentualen Anteils toter Zellen in der 

Kultur. Dazu wurden jeweils 10 µl 0,4% Trypanblaulösung mit 10 µl Zellsuspension 
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vermischt. Die ungefärbten, vitalen Zellen wurden in jeweils vier Großquadraten im 

inversen Durchlichtmikroskop ausgezählt. Die Zellzahl pro Milliliter wurde mit Formel 

(5) bestimmt. 

 
𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙
𝑚𝑙 =

𝑔𝑒𝑧äℎ𝑙𝑡𝑒	𝐺𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡𝑧𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙
4 ∙ 10V ∙ 𝑉𝑒𝑟𝑑ü𝑛𝑛𝑢𝑛𝑔𝑠𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 (5) 

 
Für die Bestimmung des prozentualen Anteils toter Zellen wurde zusätzlich die Zahl 

der Trypanblau-positiven Zellen ermittelt und auf die Gesamtzellzahl normiert. 

 
4.3.5 Transiente Transfektion  

Mit Hilfe der transienten Transfektion kann die plasmidvermittelte Expression eines 

bestimmten Gens in Zielzellen erreicht werden. In dieser Arbeit wurde die transiente 

Transfektion gewählt, um eine Überexpression von L1CAM in Rbl-30 und RB247 

Zellen sowie der miR-146a-5p in RB355, WERI-Rb1 und Y79 Zellen zu erzielen. Die 

RB Zelllinien wurden (gemäß Tabelle 11) 24 h vor der Transfektion in entsprechender 

Zellzahl in 2 ml RB-Vollmedium ohne Penicillin/Streptomycin in 6-well Platten ausgesät 

und unter Standardbedingungen kultiviert.  

 
Tabelle 11: Auflistung der zelllinienspezifischen Transfektionsbedingungen mit FuGENE®HD 
Transfektionsreagenz (Promega). 

Zelllinie Zellzahl Transfektionskomplexe 
Rbl-30 4x105 FuGENE®HD:pDNA (5:1) w/v 
RB247 3x105 FuGENE®HD:pDNA (5:1) w/v 
RB355 5x105 FuGENE®HD:pDNA (4:1) w/v 
WERI-Rb1 5x105 FuGENE®HD:pDNA (4:1) w/v 
Y79 5x105 FuGENE®HD:pDNA (4:1) w/v 

 
Am Folgetag wurden pro Vertiefung der 6-well Platte 4 µg Plasmid DNA mit 

FuGENE®HD Transfektionsreagenz (Promega) in einem Gesamtvolumen von 200 µl 

DMEM ohne Zusätze gemischt und für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. 

Anschließend wurden die Transfektionskomplexe zu den Zellen gegeben, sodass die 

Plasmide in einer Konzentration von 2 µg/ml vorlagen.  

Die angesetzten Transfektionskomplexe wurden durch Vortexen vermischt und 30 min 

bei Raumtemperatur inkubiert. 50 µl der Transfektionsansätze wurden jeweils zu den 

Zellen pipettiert und für 48 h bei Standardbedingungen inkubiert bevor die Zellen 

analysiert wurden. 
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4.3.6 Herstellung lentiviraler Partikel 

Für den stabilen Knockdown bzw. die Überexpression von L1CAM in den RB Zelllinien 

wurden die Zellen mit lentiviralen Partikeln behandelt. Im Folgenden ist die Herstellung 

der in dieser Arbeit verwendeten Lentiviren beschrieben und in Tabelle 12 gelistet. 
 
Tabelle 12: Auflistung der in dieser Arbeit hergestellten, lentiviralen Partikel. 

Lentivirus verwendetes 
Expressionsplasmid 

integrierendes Gen 
und Resistenz 

Verwendung 

Lentivirus_FF3 pPRIME-CMV-Neo-FF3 Firefly Luciferase shRNA gegen 
Firefly 
Luciferase, 
Negativkontrolle 
bei Knockdown-
Versuchen 

Lentivirus_shL1#624 TRCN0000299624 shRNA gegen L1CAM, 
Puromycinresistenz 

L1CAM-
Knockdown 

Lentivirus_shL1#625 TRCN0000299625 shRNA gegen L1CAM, 
Puromycinresistenz 

L1CAM-
Knockdown 

Lentivirus_shL1#668 TRCN0000303668 shRNA gegen L1CAM, 
Puromycinresistenz 

L1CAM-
Knockdown 

Lentivirus_shL1#735 TRCN0000303735 shRNA gegen L1CAM, 
Puromycinresistenz, 

L1CAM-
Knockdown 

Lentivirus_shL1#751 TRCN0000310751 shRNA gegen L1CAM, 
Puromycinresistenz 

L1CAM-
Knockdown 

Lentivirus_shL1#913 TRCN0000063913 shRNA gegen L1CAM, 
Puromycinresistenz 

L1CAM-
Knockdown 

Lentivirus_shL1#914 TRCN0000063914 shRNA gegen L1CAM, 
Puromycinresistenz 

L1CAM-
Knockdown 

Lentivirus_shL1#915 TRCN0000063915 shRNA gegen L1CAM, 
Puromycinresistenz 

L1CAM-
Knockdown 

Lentivirus_shL1#916 TRCN0000063916 shRNA gegen L1CAM, 
Puromycinresistenz 

L1CAM-
Knockdown 

Lentivirus_shL1#917 TRCN0000063917 shRNA gegen L1CAM, 
Puromycinresistenz 

L1CAM-
Knockdown 

Lentivirus_leer pLenti CMV_Puro Dest Puromycinresistenz Negativkon-
trolle bei 
Überexpression 
von L1CAM 

Lentivirus_L1CAM pLenti CMV_L1CAM L1CAM, 
Puromycinresistenz 

Überexpress-ion 
von L1CAM 

Lentivirus_eGFP pCL7EGwo GFP GFP-Expression 
 
 

Herstellung lentiviraler Partikel: 

- Aussäen von 6x106 HEK293T Zellen in 10 ml HEK293T Vollmedium auf 10 cm 
Zellkulturplatten und Kultivierung bei Standardbedingungen für 24 h  

- Austausch des HEK293T Vollmediums durch 4 ml DMEM mit 15% FBS  
- Aufnahme von jeweils 6 µg lentiviraler Verpackungs- und Replikationsplasmide 

pCD/NL-BH, pczVSV-G (Kapitel 3.10.2) sowie des jeweiligen 
Expressionsplasmids in DMEM ohne Zusätze in 1ml Gesamtvolumen  

- Zugabe von 45 µl Polyethylenimin (PEI) Stammlösung (1 mg/ml) je Ansatz in     
1 ml Gesamtvolumen DMEM ohne Zusätze  
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- Mischen des PEI Ansatzes mit der Plasmidsuspension (insgesamt 18 µg 
Plasmid DNA) mittels Vortexer für 20s und Inkubation für 30 min bei 25°C  

- Zugabe von 2 ml PEI/DNA Lösung und Inkubation für 24 h bei 10% CO2 und 
37°C 

- Ersetzen des Kulturmediums durch 10 ml supplementierten IMDM Medium 
(Kapitel 3.13)  

- Filtrieren der Kulturüberstände mittels Spritzenfilter (0,45 µm Porengröße) und 
Aliquotieren der Überstände zu je 3 ml in 4 ml Kryoröhrchen  

- Lagerung der Virusüberstände bei -80°C  
 

 
4.3.7 Lentivirale Transduktion 

Bei der lentiviralen Transduktion wird, anders als bei transienten Transfektion, das 

Zielgen stabil aber ungerichtet in das Genom der Zielzelle integriert. In dieser Arbeit 

wurde die stabile Transduktion verwendet, um einen dauerhaften Knockdown von 

L1CAM in den verschiedenen RB Zelllinien zu erreichen sowie eine stabile 

Überexpression von L1CAM zu erzielen.  

 

Lentivirale Transduktion: 

- Aussäen von 1,75x107 RB Suspensionszellen in insgesamt 15 ml RB 
Vollmedium in T25er Flaschen bzw. 1,75x107 adhärente RB355 Zellen in 20 ml 
RB-Vollmedium in T75er Flasche und Kultivierung für 24 h bei 
Standardbedingungen 

 
Transduktion von Suspensionszellen: 

- Zentrifugation der Zellsuspension bei 900 rcf für 3 min in 50 ml 
Kunstoffzentrifugenröhrchen und Verwerfen der Kulturüberstände 

- Aufnahme des Zellpellets in 12 ml Lentivirussuspension mit 60 µl 
Hexadimethrinbromidstammlösung (1 mg/ml Polybrene in 0,9% NaCl)  

- Überführen der Suspensionszellen in T25er Flaschen und Inkubation für 24 h  
- Zugabe von 24 ml RB-Vollmedium und Inkubation der Zellen für 48 h unter 

Standardbedingungen 
- Zentrifugation der Zellsuspension bei 900 rcf für 3 min und Austausch des 

Zellkulturmediums durch 20 ml RB-Vollmedium  
- Inkubation in T25er Flaschen für 72 h bei Standardbedingungen 

 
 

Transduktion adhärenter RB Zellen: 
- Zentrifugation der Kulturüberstände (enthält nicht abgesetzte Zellen) bei 900 rcf 

für 3 min  
- Aufnahme des Zellpellets in 12 ml Lentivirussuspension mit 60 µl 

Hexadimethrinbromidstammlösung (1 mg/ml Polybrene in 0,9% NaCl)  
- Überführen der Virussuspension mit den Zellen in T75er Flasche mit bereits 

adhärierten Zellen und Inkubation für 24 h  
- Zugabe von 24 ml RB-Vollmedium und Inkubation für 48 h unter 

Standardbedingungen 
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- Entfernen des Zellkulturmediums von den adhärenten Zellen und Austausch 
des Zellkulturmediums durch 20 ml RB-Vollmedium  

- Verwerfen nicht abgesetzter oder bereits abgelöster Zellen  
- Inkubation für 72 h bei Standardbedingungen  
 
- Ermittlung der Effizienz des Knockdowns bzw. der Überexpression mittels Real-

time- PCR und Ansetzen der funktionellen in vitro und in vivo Versuche  
  

Im Fall der WERI-Rb1 Zellen wurde nach der lentiviralen Transduktion eine fünftägige 

Selektion durch Zugabe von 0,3 µg/ml Puromycin in das Zellkulturmedium 

durchgeführt. Der Kontrollansatz von Lentivurs_FF3 behandelten Zellen wurde in 

dieser Zeit in RB-Vollmedium ohne Puromycin kultiviert. Für die Vergleichbarkeit von 

Kontrollzellen und Knockdown Zellen nach der Puromycinselektion wurden die 

Knockdown Zellen weitere 72 h in RB-Vollmedium ohne Puromycin kultiviert. Somit 

konnten etwaige Effekte der Puromycinbehandlung auf die Zellviabilität und 

Apoptoserate minimiert werden.  

Zur lentiviralen Transduktion mit dem Ziel der L1CAM Überexpression wurden die 

RB247 Zellen wie im oberen Abschnitt beschrieben transduziert. Nach der 

Transduktion und der 72 stündigen Inkubation in RB-Vollmedium wurden die Zellen 

einer 14-tägigen Behandlung mit 0,5 µg/ml Puromycin unterzogen. Das Medium wurde 

in dieser Zeit zweimal wöchentlich (dienstags, freitags) erneuert. Nach der 

Transduktion und der Selektion wurden die Zellkulturen jeweils auf drei verschiedene 

Zellkulturflaschen aufgeteilt und getrennt voneinander kultiviert. Aus den drei Flaschen 

wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten/Passagen Zellproben genommen, um eine 

stabile Expression von L1CAM nachweisen zu können. 

 

4.4 Funktionelle in vitro Analysen 

4.4.1 Zellviabilitätsmessung 

Für die kolorimetrische Messung der Zellviabilität wurde in dieser Arbeit der WST-1 

(water soluble tetrazolium 1) Assay verwendet. Bei diesem Assay wird die 

enzymatische Spaltung des im Wasser löslichen Tetrazoliumsalzes (WST-1 Reagenz) 

zu einem wasserunlöslichen Formazan durch mitochondriale Dehydrogenasen 

katalysiert. Das ausgefallende Formazan bewirkt einen Farbumschlag, der 

photometrisch messbar ist (Peskin & Winterbourn, 2000).  

- Aussäen von 4x104 Zellen in 100 µl RB-Vollmedium je Vertiefung in eine 96-
well Platte  
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- Inkubation für 48h bis 72 h bei Standardbedingungen 
- Zugabe von 10 µl der WST-1 Gebrauchslösung zu jeder Vertiefung  
- Quantifizierung in Abständen von 30 min, 60 min und 120 min im 

Spektralphotometer (EpochReader, BioTek®) durch Detektion der maximalen 
Absorption bei einer Wellenlänge von 450 nm mit einer Referenzwellenlänge 
von 620 nm 

 

4.4.2 4‘,6-Diamidin-Phenylindol-Zelltotassay 

Zur Detektion von Apoptose wurden die Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff 4‘,6-

Diamidin-2-phenylindol (DAPI) behandelt. Der Farbstoff lagert sich an die DNA an, 

sodass die Chromatinstruktur fluoreszenzmikroskopisch beurteilt werden kann. 

Apoptotische Zellen zeigen dabei eine kondensierte Chromatinstruktur sowie bereits 

abgeschnürte Vesikel (apoptotic bodies) (Collins et al., 1997). 

- Aussäen von 1x104 Zellen auf Poly-D-Lysin-beschichtete 12 mm Deckgläschen 
in 100 µl RB-Vollmedium  

- Inkubation für 12 h bei Standardbedingungen (Poly-D-Lysin Beschichtung der 
Deckgläschen: Auslegen der einzelnen Deckgläschen in Vertiefungen einer 24-
well Platte und Inkubation mit 500 µl Poly-D-Lysin Lösung (10 µg/ml in PBS) für 
60 min bei 4°C; einmaliges Waschen der  Deckgläschen mit PBS) 

- Überführen der Deckgläschen mit abgesetzten Zellen in eine 24-well Platte 
- Fixieren der Zellen mit 500 µl 4% PFA für 60 min bei 4°C  
- Dreimaliges Waschen der Deckgläschen mit jeweils 500 µl PBS  
- Eindecken mit Eindeckmedium (DAKO mit 2 µg/ml DAPI) auf Objektträger  
- Trocknen der Objektträger für 24 h bei 4°C im Dunkeln 
- Auswertung von sechs Objektträger je Experiment und Auszählung von 

mindestens 500 Zellen pro Objektträger 
 
4.4.3 5-Bromo-2‘-desoxyuridine Zellproliferationsassay 

Die Bestimmung der Zellproliferation wurde durch die Interkalierung von 5-Bromo-2-

desoxyuridin (BrdU) in die replizierende DNA bestimmt. Anstelle der Base Thymin wird 

während der S2 Phase des Zellzyklus das Thymidin Analogon BrdU in die DNA 

eingebaut, welches durch einen spezifischen, monoklonalen Antikörper detektiert 

werden kann (Gratzner, 1982; Wynford-Thomas & Williams, 1986; deFazio et al., 

1987).  

- Aussäen von 1x104 Zellen auf Poly-D-Lysin beschichtete 12 mm Deckgläschen 
(Beschichtung analog zu Kapitel 4.4.2) in 100 µl RB-Vollmedium supplementiert 
mit 10 µM BrdU und Inkubation für 4 h bei Standardbedingungen  

- Fixierung für 60 min bei 4°C in 4% PFA  
- dreimaliges Waschen der Deckgläschen mit PBS  
- Permeabilisierung der Zellen in 300 µl PBS mit 1% TritonTM X-100 für 30 min 

bei 25°C  
- Denaturierung der DNA für 60 min bei 37°C durch Inkubation der Deckgläschen 

in 300 µl 2 M Salzsäure  
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- Neutralisation der Salzsäure durch Inkubation der Deckgläschen in 300 µl 
Borsäure/Natriumboratpuffer (Kapitel 3.14) für 15 min bei 25°C und 
anschließend dreimaliges Waschen mit PBS  

- Blockierung unspezifischer Bindestellen des Primärantikörpers durch 
Inkubation in 500 µl Block Puffer (1x PBS, ,3% Triton, 4% Bovines 
Serumalbumin (BSA), 5% Normal Goat Serum (NGS)) für 60 min bei 25°C 

- Verdünnung des Primärantikörpers gegen BrdU im Verhältnis 1:1.000 in 
Antikörperverdünnungslösung I (1x PBS, 4% BSA, 1% NGS)  

- Inkubation in einer feuchten Kammer für 16 h bei 4°C  
- dreimaliges Waschen mit PBS zum Entfernen überschüssiger Primärantikörper 
- Inkubation mit einem Alexa- fluor®594-gekoppelten Sekundärantikörper 

(1:1.000 in PBS, Invitrogen) für 60 min bei 25°C im Dunkeln 
- Dreimaliges Waschen der Deckgläschen mit PBS  
- Eindecken mit Eindeckmedium (DAKO mit 2 µg/ml DAPI) auf Objektträger  

 

Für die Auswertung wurden pro Ansatz jeweils sechs Objektträger wie in Abschnitt 

3.5.2 beschrieben ausgezählt. 

 
4.4.4 Wachstumskinetik 

Zur Bestimmung der Wachstumskinetik wurden 1x105 Rbl-30 bzw. RB247 und 3x105 

RB355 bzw. WERI-Rb1 Zellen in 500 µl RB-Vollmedium in jeweils eine Vertiefung einer 

24-well Platte in Triplikaten ausgesät. Die vitalen sowie tote Zellen wurden mit der 

Trypanblauausschlussfärbung alle 24 h über einen Zeitraum von 96 h mit der 

Neubauer Zählkammer gezählt (Kapitel 4.3.4). 

 
4.4.5 Colony Formation Assay 

Der Colony Formation Assay diente der Untersuchung der kontaktabhängigen Bildung 

von Kolonien aus vereinzelten Tumorzellen. Dabei wurde die Koloniebildungskapazität 

der L1CAM Knockdown Zellen bzw. der L1CAM-überexprimierenden Zellen mit den 

jeweiligen Kontrollen verglichen.  

- Aussäen von 5.000 Zellen je Vertiefung in 2 ml RB-Vollmedium auf Poly-D-Lysin 
beschichtete 6-well Platten (Beschichtung analog zu Kapitel 4.4.2) und 
Inkubation für drei Wochen bei Standardbedingungen  

- zweimal wöchentlich Medienwechsel 
- Vollständiges Entfernen des Kulturmediums von den Zellen und Waschen der 

Zellen mit DPBS  
- Inkubation der Zellen in 1 ml Kristallviolettlösung (0,25 g Kristallviolett in 10 ml 

ddH2O, 10 ml Formaldehyd, 80 ml Methanol) bei Raumtemperatur für 1 h  
- Entfernen der Kristallviolettlösung und Waschen mit Millipore-Wasser 
- Fotodokumentation der Platten im LAS3000 Lumineszenzdetektor und 

Quantifizierung der Koloniedichte mit Hilfe der Mikro-Manager 1.4 Software 
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4.4.6 Soft Agarose Assay 

Der Soft Agarose Assay diente in dieser Arbeit dem Vergleich der 

kontaktunabhängigen Koloniebildung von L1CAM Knockdown Zellen und L1CAM-

übexprimierenden Zellen in Bezug zu den jeweiligen Kontrollzellen.  

Es wurde 2x-konzentriertes, gebrauchsfertiges DMEM/F12 Medium angesetzt, steril 

filtriert und 1:1 mit jeweils 1% bzw. 0,7% Agarose gemischt. Dabei wurden alle 

Komponenten zuvor auf 37°C erwärmt. Für die untere Agaroseschicht wurden je 

Vertiefung einer 6-well Platte 2 ml der 0,5%-igen Basis-Agarose-DMEM/F12-Mischung 

pipettiert. Für die obere Soft-Agaroseschicht wurden zunächst 5.000 Zellen in 1 ml des 

DMEM/F12-Medium aufgenommen, mit 1 ml der 0,7%-igen Agarose versetzt und 

anschließend auf die ausgehärtete, Basis-Agarose pipettiert.  

 
Tabelle 13: Zusammensetzung der Agarosemischungen für den Soft-agarose-Assay. 

Bezeichnung Zusammensetzung 
2xDMEM/F12-Medium, 
steril filtriert 

1 g DMEM/F12 Pulver 
0,4 g NaHCO3 
ad 50 ml ddH2O 
 

2xDMEM/F12-Medium, 
gebrauchsfertig, 
steril filtriert 

19,5 ml 2xDMEM/F12 
5 ml FBS 
0,5 ml Penicillin/Streptomycin 
50 µl Insulin 
50 µl 2-Mercaptoehtanol 
 

Basis-Agarose, 0,5% 2x-gebrauchsfertiges DMEM/F12-Medium 
1%-Agarose in ddH2O (autoklaviert) 
 

 

Soft-Agarose, 0,35% 2x-gebrauchsfertiges DMEM/F12-Medium 
0,7%-Agarose in ddH2O (autoklaviert) 

 

   
 
 

Am Folgetag wurden in jede Vertiefung der 6-well Platte 200 µl RB-Vollmedium 

pipettiert und die Ansätze für drei Wochen bei Standardbedingungen inkubiert. 

Zweimal pro Woche wurden 200 µl RB-Vollmedium auf die Ansätze gegeben. Die 

Koloniebildungseffizienz wurde durch manuelles Auszählen von Einzelzellen und 

koloniebildenden Zellen in sechs Sichtfeldern je Ansatz bestimmt. Die Größe einzelner 

Kolonien wurde mit dem Nikon Eclipse TS2 Mikroskop und der IC Measure Software 

(1.0) bestimmt. Je Ansatz wurden acht Kolonien vermessen und die Fläche 

dokumentiert. 
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4.4.7 Caspase Glo-3/7-Assay 

Zur Bestimmung der Aktivität der Caspasen 3 und 7 wurde der Caspase-Glo®3/7-

Assay verwendet. Dazu wurden 9x104 Zellen in 300 µl RB-Vollmedium in einer 24-well 

Platte ausgesät und 24 h bei Standardbedingungen inkubiert. Am Folgetag wurden    

80 µl der Zellsuspension in je eine Vertiefung einer weißen 96-well Platte (Nunc) 

pipettiert und mit 80 µl des Caspase-Glo®3/7-Reagenz vermischt. Der Ansatz wurde 

bei Raumtemperatur für 2 h im Dunkeln inkubiert. Anschließend wurde die 

Lumineszenz im Lumineszenz-Reader Orion II Microplate Reader quantifiziert.  

 
4.4.8 Behandlung von sensitiven Retinoblastomzellen mit Chemotherapeutika 

Für die Untersuchung der Effekte der L1CAM Expression auf die Sensitivität 

gegenüber der Chemotherapeutika Vincristin, Etoposid und Cisplatin wurden jeweils 

4x104 RB-Zellen in 100 µl RB-Vollmedium je Vertiefung einer 96-well Platte mit 

verschiedenen Konzentrationen der o.g. Chemotherapeutika behandelt. Die 

verwendeten Konzentrationen können dem Ergebnisteil dieser Arbeit entnommen 

werden. Nach 72 h Inkubation wurde ein Zellviabilitäts Assay, wie in Kapitel 3.5.1 

beschrieben, durchgeführt. Zur Auswertung wurden die Absorptionswerte der 

behandelten Zellen auf die jeweiligen Werte unbehandelter Kontrollgruppen bezogen.  

 

4.4.9 Behandlung von Retinoblastomzellen mit Phorbol-12-myristat-13-acetat und 

ADAM Inhibitoren 

Um die Effekte der Sheddasen ADAM10 und ADAM17 auf das Schneiden der L1CAM 

Ektodomäne untersuchen zu können, wurden RB355 und Y79 RB Zellen mit 

verschiedenen Konzentrationen Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) und der 

spezifischen ADAM Inhibitoren behandelt. 

Um die optimale Konzentration von PMA herauszufinden, die zu einer gesteigerten 

Aktivierung der Sheddaseaktivität führt und eine detektierbare Menge der L1CAM 

Ektodomäne im Kulturüberstand bewirkt, wurden die RB Zellen mit PMA im 

Konzentrationsbereich von 25 nM bis 500 nM behandelt. Dazu wurden am Vortag der 

Behandlung 2x106 Zellen in einer 6-well Platte in 2 ml DMEM ohne Zusätze 

ausplattiert. Nach einer Inkubationszeit von 48 h wurde der Kulturüberstand 

abgenommen und die Zellen durch Zentrifugation bei 10.000 rcf für 15 min vom 

Überstand abgetrennt. 30 µl des zellfreien Kulturüberstands wurden anschließend mit 
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10 µl 4x Laemmli Puffer vermischt und für 5 min bei 95°C hitzedenaturiert. Die Proben 

wurden in der SDS Polyachrylamidgelelektrophorese aufgetrennt und die spezifischen 

L1CAM Banden im Western Blot detektiert.  

Für die Untersuchung der spezifischen ADAM Aktivität wurden die RB Zellen unter den 

oben genannten Bedingungen ausgesät und am Folgetag mit 50 nM (RB355) bzw. 

500 nM (Y79) PMA für 30 min behandelt. Anschließend wurden 2 µM des spezifischen 

ADAM10 Inhibitors (GI254023X) bzw. 5 µM des spezifischen ADAM17 Inhibitors 

(TAPI-1) zu den Ansätzen pipettiert. Als Negativkontrolle wurden die Zellen mit DMSO, 

das Lösungsmittel der ADAM Inhibitoren und von PMA, behandelt. Nach 48 h 

Inkubationszeit wurden die Kulturüberstände sowie die Zellpellets gesammelt und für 

die Analyse mittels Western Blot aufgearbeitet. 

Um die endogene Aktivität der ADAMs untersuchen zu können wurden die Zellen zu 

den oben genannten Bedingungen ausgesät und am Folgetag mit 2 µM und 5 µM der 

jeweiligen Inhibitoren behandelt. Nach 48 h Inkubationszeit wurden die 

Kulturüberstände sowie die Zellpellets gesammelt und für die Analyse mittels Western 

Blot aufgearbeitet. 

 
4.4.10 miR-346 Bindestudie  

Für die Untersuchung der Bindung von miR-346 an die vermutete Bindestelle in der 

3‘-UTR von L1CAM wurden (siehe Kapitel 4.1.11 und 4.1.12) die benötigten 

Überexpressions- und Reporterplasmide kloniert. Anschließend wurden die Plasmide 

in HEK293T Zellen transfiziert und die Aktivität der exprimierten Luciferase in einem 

Luciferase Assay quantifiziert. 

Zur miRNA-346 Bindestudie wurden am Vortag der Transfektion 2x105 HEK293T 

Zellen je Vertiefung einer 24-well Platte in 500 µl HEK293T-Vollmedium ohne 

Penicillin/Streptomycin ausgesät. Am Tag der Transfektion wurden die 

Transfektionskomplexe gemäß Tabelle 14 in DMEM ohne Zusätze angesetzt. Es 

wurden insgesamt 1 µg DNA (jeweils 0,2 µg der pMIR-Plasmide und 0,8 µg der pSG5-

Plasmide) mit 3 µl FuGENE®HD je Ansatz vermischt und 15 min bei Raumtemperatur 

inkubiert. Die verschiedenen Transfektionsansätze wurden jeweils in technischen 

Duplikaten angesetzt. 
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Tabelle 14: Zusammensetzung der Fugene®HD Transfektionsansätze für die miR-346-Bindestudie. 

Ansatz 1 2 3 4 5 
FuGENE®HD: 
DNA-
Verhältnis 
(3:1) 

 0,2 µg 
pMIR_miR-
346-BS  
+ 0,8 µg 
pSG5_miR-
346 

0,2 µg 
pMIR  
+ 0,8 
µg 
pSG5 

0,2 µg pMIR  
+ 0,8 µg 
pSG5_miR-
346 

0,2 µg 
pMIR_miR- 
346-BS  
+0,8 µg pSG5 

1,0 µg 
pCS2+_hrGFP 

 
Die Zellen wurden insgesamt 48 h bei Standardbedingungen inkubiert. Anschließend 

wurde das Medium von den Zellen entfernt und diese einmal mit 500 µl DPBS 

gewaschen. Der Luciferase Assay wurde mit dem Dual-Luciferase® Reporter Assay 

System nach Herstellerangaben durchgeführt. Für die Detektion wurde das 

Luminometer GLOMAX 20/20 verwendet.  

 
4.5 In vivo Studien 

Zur Untersuchung der Invasivität, Metastasierung und Tumorbildung wurde der in der 

Arbeitsgruppe etablierte in ovo Chorioallantoismembran (CAM) Assay gewählt (Zijlstra 

et al., 2002; Cimpean et al., 2008; Ribatti, 2014, 2016; Ribatti et al., 2020; Ribatti, 

2021). Bei diesem Assay werden Tumorzellen direkt auf die CAM befruchteter 

Hühnereier appliziert (Abbildung 5) und erhalten Anschluss an das Gefäßsystem des 

Hühnchens, sodass innerhalb von 7 Tagen Inkubationszeit ein solider Tumor wachsen 

kann. Werden GFP-markierte Zellen in das venöse Gefäßsystem des Hühnerembryos 

injiziert, können diese an anderer Stelle der CAM oder in den Organen des Embryos 

Spontanmetastasen bilden oder aus dem Gefäßsystem in umliegendes CAM-Gewebe 

migrieren (Extravasation), was über Fluoreszenzmikroskopie, Durchflusszytometrie 

oder quantitativer Real-time-PCR nachgewiesen werden kann. Abbildung 5 zeigt eine 

schematische Übersicht des Modells. 

Für den Assay wurden bereits befruchtete Hühnereier vom Brinkschulte GmbH & Co. 

KG Geflügelzucht (Senden, Deutschland) bezogen und bis zum Start der 

Bebrütungszeit für maximal 7 Tage bei 15°C gelagert. Zum Start der Bebrütung 

wurden die Eier in einen Inkubator bei 37,8°C und 60% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Die 

Eier wurden automatisch fünfmal täglich über einen Zeitraum von je 30 min gewendet. 
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Abbildung 5: Schematische Übersicht über das Chorioallontoismembran (CAM) -Modell. Abbildung 
modifiziert nach (Dünker & Jendrossek, 2019) . 

 
4.5.1 Tumorbildung in vivo 

Für die Untersuchung der Tumorbildung der RB Zelllinien wurde das oben 

beschriebene CAM Modell verwendet.  

 

Inokulation der RB Zellen auf die CAM: 

- Untersuchung der Hühnereier auf eine erfolgreiche Befruchtung an 
Entwicklungstag (E) 10 mittels Durchleuchtung mit einer starken Lichtquelle  

- Markierung der Lage der CAM Gefäße mit einem Bleistift in Form eines 1 cm2 
großen Quadrates  

- Bohren eines Lochs mit einer spitzen Schere an der stumpfen Eiseite, an der 
sich die Luftkammer befindet (ermöglicht das Absinken der CAM) 

- Auffräsen der Eischale mit einem Rotationsschleifgerät entlang des markierten 
Quadrats  

- Entfernen der Eischale mitsamt der Eihaut (Schalenhaut), sodass die intakte 
CAM absinken kann  

- Anrauen der CAM Oberfläche über dem CAM Gefäß mit einem Wattestäbchen  
- Inokulation von 1x106 Zellen zuvor aufgenommen in 50 µl DPBS auf die CAM 

(für die Behandlungsversuche wurden die Zellen zuvor in DPBS mit 
entsprechender Konzentration des Chemotherapeutikums aufgenommen) 

- Inkubation der Eier für 15 min bei 25°C 
- Verschließen der Öffnung und des Lochs am stumpfen Eiende mit einem 

Klebestreifen 
- Inkubation der Eier für weitere 7 Tage bis zum E17 ohne Wenden 
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Präparation der CAM Tumore und Quantifizierung von Tumorgröße und Gewicht: 

- Kühlen der Eier an E17 für 15 min auf Eis (Betäubung des Embryos) 
- Aufschneiden der Eier längsseitig mit einer Schere  
- Entnahme des Embryos mitsamt dem Dottersack aus dem Ei und Tötung durch 

Dekapitation (Kontrolle auf korrekte Entwicklung des Embryos, Eier mit toten 
oder missgebildeten Embryonen wurde von der Auswertung ausgeschlossen)  

- Spülen der Eihälfte, mit der durch den Klebestreifen verschlossenen Öffnung, 
mit DPBS  

- Fotodokumentation der entstandenen Tumore von der Eiinnenseite mit dem 
Binokular SMZ1000 und der NIS Elements 3.22.15 Software  

- Präparation des Tumors und Bestimmung von Tumorgröße sowie 
Tumorgewicht  

 

4.5.2 In vivo Metastasen Modell 

 
Injektion von RB Zellen in CAM Gefäße: 

- Markierung der Haupt-CAM-Gefäße an Entwicklungstag (E) 12 (wie in Abschnitt 
4.5.1 beschrieben) 

- Öffnen der Eischale (ohne die Luftkammer anzustechen, sodass die CAM nicht 
absinkt und die weiße Eihaut beim Entfernen der Schale intakt bleibt)  

- Auftropfen von 30 µl Mineralöl auf die Eihaut, um diese transparent zu machen 
(das darunter liegende CAM Gefäß wird dadurch gut sichtbar) 

- Injektion von 1x106 GFP-markierte RB355 und WERI-Rb1 L1CAM Knockdown 
und Kontrollzellen sowie RB247 L1CAM Überexpressionszellen (siehe Kapitel 
4.4.7) in 50 µl DMEM ohne Zusätze in das CAM Gefäß unter dem Binokular 
Stemi DV4 mittels 30 G Einmalinsulinspritze  

- Verschließen der Öffnung mit einem Klebestreifen  
- Inkubation der Eier für weitere sechs Tage ohne Wenden 

 

Präparation der CAM Stanzen: 

- Öffnen der Eier an E18 wie in Kapitel 4.5.1 beschrieben (Untersuchen der 
oberen Eihälfte mit der Öffnung für die Injektion auf Tumore oder Blutungen) 

- Entnahme von jeweils sechs Stanzen (Eischale mit CAM) aus der unteren 
Eihälfte mit einer sterilen 8 mm Biopsiestanze (pfm medical)  

- Abziehen der CAM mit einer desinfizierten Pinzette (Desinfektionsreihe: 10 M 
NaOH, Ethanol absolut und autoklaviertem Millipore-Wasser) von der Eischale/-
haut  

- Überführen der CAM Gewebestanzen in eine 24-well Platte mit 500 µl DPBS 
und Lagerung auf Eis bis zur weiteren Analyse  

- Untersuchung der CAM Stanzen unter dem inversen Fluoreszenzmikroskop 
(Nikon Eclipse TS2) auf GFP-positive, grün-fluoreszierende Zellen (waren in 
mindestens drei der sechs Stanzen fluoreszierende Zellen detektierbar, wurde 
dieser Versuchsansatz zur weiteren Analytik verwendet) 

- Lagerung der CAM Gewebestanzen bei -80°C 
 
 

 



Methoden  57 

Quantifizierung des Migrationspotentials der RB Zellen: 

- Pulverisierung des CAM Gewebes in flüssigem Stickstoff mit einem 
Handmörser  

- Isolation von RNA aus 30 mg des Gewebepulvers mit dem NucleoSpinÒ RNA 
II Kit (Macherey & Nagel) nach Herstellerangabe und Elution der RNA in 40 µl 
Nuklease-freies Wasser  

- Umschreiben der isolierten RNA in cDNA (vgl. Kapitel 4.1.15) 
- Erstellen einer Standardkurve mit bestimmten Verhältnissen von Zell RNA und 

CAM RNA gemäß Tabelle 15 und Umschreiben der gemischten RNA Proben in 
cDNA  

 
Tabelle 15: Zusammensetzung der Standardkurve aus Zell RNA und CAM RNA. 

Anteil Zell RNA Anteil unbehandelter CAM RNA 
0%  100% (1 µg) 
0,01% (0,1 ng) 99,99% (999,9 ng) 
0,05% (0,5 ng) 99,95% (999,5 ng) 
0,1% (1 ng)) 99,9% (999 ng) 
1% (10 ng) 99% (990 ng) 
5% (50 ng) 95% (950 ng) 
10% (100 ng) 90% (900 ng) 
20% (200 ng) 80% (800 ng) 
100% (1 µg) 0% 

 
Für die Real-time-PCR wurden die TaqManTM Assays zur Quantifizierung von 

humaner Glycerinaldehyd-3-phosphat-Deydrogenase (hGAPDH) und der 18-S 

ribosomalen Untereinheit (18S), welche als interne Kontrolle dient, verwendet (Kapitel 

2.8). Die Real-time-PCR wurde wie in Kapitel 4.1.15 beschrieben pipettiert und 

programmiert. Zur Auswertung wurden zunächst in Excel die CT-Werte für die 

Standardkurve gegen die jeweiligen Konzentrationen der Zell RNA aufgetragen und 

eine lineare Regression durchgeführt. Anhand der resultierenden Geradengleichung 

konnte die Menge an hGAPDH in der jeweiligen CAM Probe in ng bzw. pg ermittelt 

werden. 

 

4.5.3 Whole Mount- Färbung von CAM Gefäßen 

Repräsentative CAM Stanzen von RB355-GFP Zellen, die mit pLenti_FF3-

Kontrollvirus behandelt wurden, wurden für Whole Mount Färbungen (engl. whole 

mount staining) von CAM Gefäßen eingesetzt. Auf diese Weise konnte die 

Extravasation der RB Zellen in das umliegende CAM Gewebe dargestellt und 

bewiesen werden.  
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- Inkubation der zuvor präparierten CAM Stanzen für 12 h in je 500 µl 4% PFA 
bei 4°C auf einem Schüttler mit 120 rpm in einer 24-well Platte  

- Waschen der CAM Stanzen dreimal je 30 min in 500 µl Whole Mount 
Waschpuffer (Kapitel 2.14) bei 25°C auf einem Schüttler mit 120 rpm 

- Behandlung der CAM Stanzen mit 500 µl Blockierlösung (PBS mit 3% BSA) für 
1 h bei Raumtemperatur auf einem Schüttler mit 120 rpm 

- Inkubation der CAM Stanzen mit dem anti-Desmin [D33] -Primärantikörper, 
1:20 in PBS mit 3% BSA verdünnt, und Inkubation über Nacht bei 4°C in einer 
feuchten Kammer  

- Einmaliges Waschen mit Whole Mount Waschpuffer für 10 min bei 25°C auf 
einem Schüttler mit 120 rpm  

- Dreimaliges Waschen der CAM Stanzen für je 30 min in 500 µl Whole Mount 
Waschpuffer mit 20% FBS bei 25°C auf einem Schüttler bei 120 rpm 

- Inkubation der CAM Stanzen mit dem Alexa-fluor® 594 -anti-mouse 
Sekundärantikörper (1:1.000 in PBS verdünnt) über Nacht bei 4°C auf einem 
Schüttler mit 120 rpm  

- Dreimaliges Waschen der Stanzen mit Whole Mount Waschpuffer für je 30 min 
bei 25°C auf einem Schüttler mit 120 rpm  

- Eindecken der Stanzen auf Objektträger mit Eindeckmedium und 24x24 mm 
Deckgläschen  

 
4.6 Statistik 

Alle Versuche wurden mindestens in technischen Triplikaten durchgeführt. Die 

statistische Auswertung wurde mit der GraphPad Prism 6 Software durchgeführt. Die 

Datensätze repräsentieren die Standardabweichung (standard error of means, ±SEM) 

von mindestens drei unabhängigen Versuchsreihen unabhängiger RB-Zellkulturen. 

Die Ergebnisse wurden mit dem studentischen t-Tests (paarig, unpaarig) oder one-

way ANOVA mit Newman-Keuls Post-test analysiert. Statistische Signifikanz wurde 

bei einem Wahrscheinlichkeitswert (p-value) von p<0,05(*), p<0,01(**) oder 

p<0,001(***) angenommen. Für die Wachstumskurven wurde ein Permutationstest mit 

der Online-Application compareCurves 

(http://bioinf.wehi.edu.au/software/compareCurves/, Stand März 2020) durchgeführt. 
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5 Ergebnisse 

Entsprechend der Zielsetzung ist der Ergebnisteil dieser Arbeit in drei Abschnitte 

gegliedert. Der erste Abschnitt befasst sich mit der Rolle von L1CAM in verschiedenen 

RB Zelllinien und in Patientenproben. Durch die Regulation der L1CAM Expression 

sollte die Rolle von L1CAM auf funktioneller Ebene mittels verschiedener in vitro und 

in vivo Analysen charakterisiert werden. Daran anschließend wurde die L1CAM-

vermittelte Regulation von Zielgenen und Signalwegskomponenten mittels Proteom 

Array Analysen untersucht. Im zweiten Abschnitt wurde die Rolle der Sheddasen 

ADAM10 und ADAM17 bei der Prozessierung von L1CAM sowie deren Einfluss auf 

die Zellviabilität untersucht. Im letzten Abschnitt wird die Rolle der miRNAs 34a und 

146a-5p auf die Expression von L1CAM sowie die Bindung der miR-346 an einer in 

silico prognostizierten Stelle in der 3‘-UTR von L1CAM beschrieben.  

 

5.1 Charakterisierung von L1CAM im Retinoblastom 

5.1.1 Endogene L1CAM Expression in Retinoblastomzelllinien 

Vor der funktionellen Untersuchung von L1CAM wurde zunächst die Expression des 

L1CAM Gens in verschiedenen humanen RB Zelllinien untersucht.  

Die Expression von L1CAM variiert innerhalb der analysierten Zelllinien (Abbildung 

6A). Im Vergleich zur gesunden humanen Retina zeigen die Zelllinien RB355 und 

WERI-Rb1 eine signifikant stärkere Expression von L1CAM. Die L1CAM Expression 

liegt im Gegensatz dazu in den Zelllinien Rbl-13, Rbl-30, RB247 und Y79 im Vergleich 

zur humanen Retina signifikant verringert vor. Die Zelllinie RB383 zeigt keinen 

signifikanten Unterschied der L1CAM Expression im Vergleich zur humanen Retina. 

Western Blot Analysen (Abbildung 6B) spiegeln die in der Real-time PCR gewonnenen 

Expressionsdaten auf Proteinebene mit Ausnahme von WERI-Rb1 und Y79 Zellen 

wider. Es konnte eine deutliche Überexpression von L1CAM in den Proteinproben aus 

RB355 Zelllysaten sowie eine deutlich verringerte Expression in Rbl-13, Rbl-30, 

RB247 Zellen im Vergleich zum gesunden humanen Retina Probenpool nachgewiesen 

werden.  
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Abbildung 6: Endogene L1CAM Expression in gesunder humaner Retina und Retinoblastomzelllinien. 

Darstellung der endogenen L1CAM Expression nach Analyse mittels quantitativer Real-time-PCR (A) und Western 
Blot (B). In der quantitativen Real-time-PCR wurde die Expression von L1CAM auf die Expression der 18S 
ribosomalen Untereinheit (interne Kontrolle) normiert und auf die Expression der humanen Retina (hRet) bezogen. 
Die Balken repräsentieren den Mittelwert ± SEM von drei unabhängigen RNA Analysen. Die Proteinexpression von 
L1CAM wurde mittels Western Blot Analyse ermittelt und auf die Expression von beta-Aktin (β-Aktin) bezogen. Die 
humane Retina diente als Referenz und wurde gleich 1.0 gesetzt. ns p>0,05; *p<0,05; oder ***p<0,001 statistisch 
signifikanter Unterschied im Vergleich zur humanen Retina berechnet mit dem paarigen studentischen t-Test. 

 

5.2 Expression von L1CAM in Patientenproben 

Für die Untersuchung der L1CAM Expression in humanen Retinaproben wurde RNA 

aus kryokonservierten RB Patiententumoren isoliert. Anschließend wurde mittels 

quantitativer Real-time-PCR die relative L1CAM Expression von Tumoren, die keine 

Vorbehandlung mit Chemotherapeutika erhielten mit Probenmaterial von Patienten 

nach einer Chemotherapiebehandlung in Bezug zu gesundem humanen 

Retinagewebe verglichen. In Abbildung 7 ist die L1CAM Expressionen der 

unbehandelten und behandelten Patientenproben im Vergleich zur Expression in 

gesundem humanen Retinagewebe dargestellt. Nach der Chemotherapiebehandlung 

der Patienten liegt die Expression von L1CAM im Vergleich zu den unbehandelten 

Patienten signifikant verringert vor. Die Expression von L1CAM ist in unbehandelten 
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RB Tumorproben im Vergleich zur humanen Retina signifikant erhöht. Im Gegensatz 

dazu besteht kein signifikanter Unterschied in der L1CAM Expression in humanem 

Retinagewebe und den behandelten RB Tumorproben. Die vorgelegten 

Patientendaten zeigen deutlich, dass L1CAM eine Rolle im Retinoblastom einnimmt. 

Im Vergleich zur heterogenen Expression von L1CAM in den unterschiedlichen RB 

Zelllinien weisen die untersuchten Patientenproben im Mittel eine verstärkte L1CAM 

Expression im Vergleich zur humanen Retina auf. Basierend auf diesen Daten sollte 

im Folgenden die Rolle von L1CAM im Retinoblastom und die Effekte einer Regulation 

von L1CAM unter anderem auf die Apoptoserate, Proliferation, Tumorbildung und 

Tumorzellmigration untersucht werden. 

 
Abbildung 7: Vergleich der L1CAM Expression in Retinoblastomproben von Patienten nach Enukleation 
ohne (unbehandelt) und nach einer Chemotherapie (behandelt) im Vergleich zur Expression in humanem 
Retinagewebe. 

Quantifizierung der L1CAM Expression in unbehandelten (n=13) und mit einer Chemotherapie behandelten (n=3) 
Retinoblastom Patientenproben mittels quantitativer Real-time-PCR. Die Expression von L1CAM in den 
Tumorproben wurde auf die Expression in gesunder humaner Retina (hRet) (Probenpool: n=5) normiert. Die Balken 
repräsentieren den Mittelwert ± SEM von unabhängigen Patientenproben. ns p>0,05; *p<0,05 oder ***p<0,001 
statistisch signifikanter Unterschied ermittelt durch one-way ANOVA mit Newman-Keuls post test. 
 

5.3 Die Rolle von L1CAM in Retinoblastomzelllinien 

Um zu untersuchen welche biologische Funktion L1CAM in RB Zelllinien hat, wurde 

entweder die Expression von L1CAM herunterreguliert (engl. Knockdown) oder 

L1CAM wurde überexprimiert (engl. Overexpression). Anschließend wurden 
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funktionelle in vitro und in vivo Analysen durchgeführt. Zu diesem Zweck wurde ein 

stabiler, lentiviraler Knockdown von L1CAM in RB355 und WERI-Rb1 Zellen 

durchgeführt. Eine transiente Überexpression von L1CAM wurde in Rbl-30 und RB247 

Zellen etabliert. Für Langzeituntersuchungen der Effekte von L1CAM auf das 

Tumorwachstum und die Tumorzellmigration in vivo wurde eine stabile 

Überexpression von L1CAM in RB247 Zellen etabliert.  

 

5.3.1 Etablierung eines stabilen Knockdowns von L1CAM in RB355 und WERI-Rb1 

Zellen 

Um einen stabilen Knockdown von L1CAM zu etablieren wurden RB355 und WERI-

Rb1 Zellen mit Lentiviren behandelt, welche die Sequenz für eine small hairpin RNA 

(shRNA) stabil in das Genom der Zielzelle integrieren können. Die exprimierte shRNA 

interferiert mit der L1CAM mRNA und führt letztendlich zum Abbau des L1CAM 

Gentranskripts. Die RB Zelllinien wurden zunächst mit Lentiviren behandelt, welche 

jeweils unterschiedliche shRNA Sequenzen gegen die L1CAM mRNA tragen. Der 

shRNA Klon mit der jeweils besten Knockdown Effizienz wurde mittels quantitativer 

Real-time-PCR identifiziert und für die weiteren funktionellen Untersuchungen 

verwendet. Die hergestellten und getesteten Lentiviren können dem Methodenteil in 

Kapitel 4.4.6 entnommen werden. Als Referenz wurde jeweils der Lentivirus_FF3 unter 

Verwendung des pPRIME-CMV-Neo-FF3 Vektor hergestellt.  Der FF3 Lentivirus führt 

zur stabilen Expression einer shRNA gegen die Firefly-Luciferase und dient somit als 

Kontrollviruspartikel (ctr) für die Transduktion, da in humanen Zellen keine direkte 

Wirkung auf ein exprimiertes Gen erwartet wird.  

Wie in Kapitel 5.1.1 beschrieben, liegt die L1CAM Expression in den RB355 sowie 

WERI-Rb1 Zellen im Vergleich zu den anderen RB Zelllinien erhöht vor. Daher wurden 

die RB355 sowie WERI-Rb1 Zellen für die Etablierung eines stabilen, lentiviralen 

Knockdowns von L1CAM gewählt. Für die Etablierung des Knockdowns von L1CAM 

wurden jeweils fünf shRNA Klone getestet (Abbildung 8A). Der shRNA Klon #668 

führte in den WERI-Rb1 Zellen, nach zusätzlicher Selektion mit 0,3 µg/ml Puromycin 

über fünf Tage, zu einer Knockdown Effizienz von 86%. In den RB355 Zellen führte 

die Transduktion mit shRNA Klon #914 zu einer signifikanten Reduktion der L1CAM 

Expression von 84%, ohne dass eine Selektion mit Puromycin durchgeführt werden 

musste. Der shRNA Klon #915 führte in den RB355 Zellen zu dem stärksten 

Knockdown, da in der Zellprobe keine L1CAM Expression mehr detektiert werden 
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konnte, jedoch blieben nach der Transduktion zu wenig vitale Zellen für das Ansetzen 

funktioneller Versuche übrig, sodass auf den shRNA Klon #914 zurückgegriffen wurde 

(Abbildung 8).   

 
Abbildung 8: Ermittlung der L1CAM Knockdown Effizienz nach stabiler, lentiviraler Transduktion von small 
hairpin RNA Klonen. 

Darstellung der relativen L1CAM Expression in WERI-Rb1 (A) und RB355 (B) Zellen nach lentiviraler Transduktion 
eines small hairpin RNA Klons gegen L1CAM (shL1) im Vergleich zu Zellen, die mit einem Kontrollvirus behandelt 
wurden (ctr). Die Analyse der L1CAM Expression in WERI-Rb1 erfolgte nach zusätzlicher, fünftägiger Selektion mit 
0,3 µg/ml Puromycin. Der Knockdown von L1CAM ist anhand einer repräsentativen Transduktion dargestellt (n=1).   
 

Die Knockdown Effizienz wurde nach jeder Transduktion der RB Zellen mittels 

quantitativer Real-time-PCR und anhand repräsentativer Proteinproben ermittelt. In 

den RB355 und den WERI-Rb1 Zellen konnte eine signifikante Reduktion der L1CAM 

Expression beobachtet werden (Abbildung 9A). Die L1CAM Proteinexpression lag bei 

RB355 sowie WERI-Rb1 Zellen nach L1CAM Knockdown nachweislich verringert vor 

(Abbildung 9B).  

 
Abbildung 9: Verifizierung des stabilen, lentiviralen L1CAM Knockdowns in RB355 und WERI-Rb1 Zellen. 

Der erfolgreiche Knockdown von L1CAM (shL1) wurde im Vergleich zu Zellen, die mit Kontrollviruspartikeln (ctr) 
behandelt wurden mittels quantitativer Real-time-PCR (A) und Western Blot (B) verifiziert. Im Western Blot wurde 
das gesamte L1CAM Molekül (L1-220) und als Ladekontrolle beta Aktin (β-Aktin) detektiert. Die Balken 
repräsentieren den Mittelwert ± SEM von fünf unabhängigen RNA Analysen. **p<0,01 oder ***p<0,001 statistisch 
signifikanter Unterschied im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle ermittelt durch den paarigen studentischen t-Test. 
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5.3.2 Einfluss eines stabilen L1CAM Knockdowns auf das Zellwachstum, Proliferation, 

Apoptose, Zellviabilität und Koloniebildung in vitro 

Um die Auswirkung des stabilen L1CAM Knockdowns auf das Verhalten von RB355 

und WERI-Rb1 Zellen zu untersuchen, wurden die Zellen in Proliferations-, Viabilitäts- 

und Apoptoseassays sowie für Untersuchungen des Zellwachstums eingesetzt. 

Zusätzlich wurden die Zellen auf ihre kontaktabhängige und kontaktunabhängige 

Koloniebildungskapazität im Colony Formation Assay und dem Soft Agarose Assay  

 
Abbildung 10: Einfluss des stabilen L1CAM Knockdowns auf das Zellwachstum, die Zellviabilität, die 
Proliferations- sowie der Apoptoserate von RB355 und WERI-Rb1 Zellen. 

Der stabile, lentivirale Knockdown von L1CAM (shL1) führte zu einer signifikanten Reduktion der Wachstumsrate 
von RB355 (A) und WERI-Rb1 (B) Zellen im Vergleich zu Zellen, die mit Kontrollviruspartikeln (ctr) behandelt 
wurden. Die Zellviabilität der RB Zellen wurde 2 h nach Zugabe der WST-1 Reagenz bestimmt (C). Die 
Proliferationsrate wurde fluoreszenzmikroskopisch nach immuncytochemischer Färbung mit BrdU bestimmt und 
mit der Gesamtzellzahl korreliert (D). Der Anteil apoptotischer Zellen wurde fluoreszenzmikroskopisch nach DAPI-
Färbung auf die Gesamtzellzahl normiert (E). Die Balken repräsentieren den Mittelwert ± SEM von mindestens drei 
unabhängigen Versuchsansätzen. ns p>0,05; **p<0,01 oder ***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied im 
Vergleich zur jeweiligen Kontrolle ermittelt durch den paarigen und unpaarigen studentischen t-Test bzw. dem 
Permutationstest. 

 
untersucht. Für die funktionellen Versuche wurden ausschließlich Zellansätze 

eingesetzt, die eine L1CAM Knockdown Effizienz von mindestens 40% erreichten.  

Ein stabiler Knockdown von L1CAM führte in RB355 und WERI-Rb1 Zellen zu einer 

signifikanten Reduktion der Wachstumsrate (Abbildung 10A). Zudem zeigten die 
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L1CAM Knockdown Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen zunächst einen 

negativen Verlauf der Wachstumskurve in den ersten 24 h.  Von den RB355 Zellen 

sind in diesem Zeitverlauf ca. 50% der eingesetzten Zellen abgestorben, sodass die 

nachfolgende Zellpopulation sich in ihrer Gesamtzellzahl innerhalb der 96-stündigen 

Kultivierung nicht wieder der Ausgangszellzahl von 3x105 annähern konnte.  

Die Zellviabilität wurde nach dem Knockdown von L1CAM mittels WST-1 Assay 

ermittelt. In shL1-RB355 und shL1-WERI-Rb1 Zellen konnte nach einer 

Inkubationszeit von 48 h eine signifikante Verringerung der Zellviabilität beobachtet 

werden (Abbildung 10C).  

Der an der Gesamtzellzahl gemessene Anteil proliferierender Zellen wurde mittels 

BrdU Proliferations Assay bestimmt (Abbildung 10D). Nach dem Knockdown von 

L1CAM konnte in RB355 und WERI-Rb1 eine signifikante Reduktion der 

Proliferationsrate nachgewiesen werden.  

Ein stabiler Knockdown von L1CAM führte dahingegen zu einer signifikanten 

Steigerung der Apoptoserate in RB355 Zellen (Abbildung 10E). In WERI-Rb1 Zellen 

führte der L1CAM Knockdown zu keiner signifikanten Veränderung der Apoptoserate,  

  
Abbildung 11: Einfluss des L1CAM Knockdowns auf die kontaktabhängige Koloniebildung im Colony 
Formation Assay. 

Für den Nachweis der kontaktabhängigen Koloniebildung wurden RB355 bzw. WERI-Rb1 Zellen über einen 
Zeitraum von drei Wochen kultiviert. Die Koloniedichten der L1CAM Knockdown Zellen (shL1) und der 
Kontrollzellen (ctr) wurden mit der Micro Manager 1.4 Software quantifiziert. Die Balken repräsentieren den 
Mittelwert ± SEM von drei unabhängigen Versuchsansätzen. ***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied im 
Vergleich zur jeweiligen Kontrolle ermittelt durch den paarigen studentischen t-Test. 
 
jedoch war der Prozentsatz toter (Trypanblau positiver) Zellen in der Zellkultur zu allen 

getesteten Zeitpunkten signifikant erhöht (Appendix Abbildung 1). Zur Ermittlung der 
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kontaktabhängigen und kontaktunabhängigen Koloniebildungskapazität der RB 

Zelllinien nach dem L1CAM Knockdown wurden die Zellen in den Colony Formation 

Assay und den Soft Agarose Assay eingesetzt. Die Koloniedichte lag im Vergleich zu 

den Kontrollzellen in L1-defizienten RB Zellen signifikant verringert vor und zwar um 

34,2% (RB355) bzw. 41,1% in (WERI-Rb1) (Abbildung 11A). 

Mittels Soft Agarose Assay ließ sich die kontaktunabhängige Koloniebildungskapazität 

der Tumorzellen bestimmen. Für die Zelllinien RB355 und WERI-Rb1 konnte eine 

signifikante Reduktion der Koloniebildungskapazität (Abbildung 12A) sowie der 

mittleren Koloniegröße (Abbildung 12B) beobachtet werden.  
 

 
Abbildung 12: Einfluss des L1CAM Knockdowns auf die kontaktunabhängige Koloniebildung im Soft 
Agarose Assay. 

Für den Nachweis der kontaktunabhängigen Koloniebildung wurden RB355 bzw. WERI-Rb1 Zellen in Soft Agarose 
ausplattiert und über einen Zeitraum von drei Wochen kultiviert. Der Anteil koloniebildender L1CAM Knockdown 
Zellen (shL1) und Kontrollzellen (ctr) wurde mit der Gesamtzellzahl korreliert (A) sowie die Koloniegröße (B) 
bestimmt. Zudem wurden repräsentative Durchlichtaufnahmen von Kolonien in der Soft Agarose (C) in 100x 
Vergrößerung aufgenommen. Die Balken repräsentieren den Mittelwert ± SEM von drei unabhängigen 
Versuchsansätzen. ***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle ermittelt 
durch den unpaarigen studentischen t-Test. 

 
5.3.3 Effekte des L1CAM Knockdowns auf die Tumorbildung und Tumorzellmigration 

in vivo 

Das Chorioallantoismembran (CAM) Modell nach Zijlstra (Zijlstra et al., 2002) wurde 

gewählt, um die Effekte eines L1CAM Knockdowns auf die Tumorbildung in vivo sowie 

die Tumorzellmigration zu untersuchen. Zudem sollte die Migration und Invasivität der 

Tumorzellen in das CAM Gewebe nach der intravenösen Injektion in das CAM 

Gefäßsystem dargestellt und quantifiziert werden.  

Abbildung 13 zeigt repräsentative CAM Tumore in situ (Abbildung 13A, linke Spalte) 

und nach der Präparation (Abbildung 13A, rechte Spalte). Es konnte kein signifikanter 
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Effekt auf die Tumorbildung beobachtet werden (Abbildung 11B). Die Größen- und 

Gewichtbestimmung von RB355 und WERI-Rb1 Zellen nach dem Knockdown von 

L1CAM im Vergleich zu Zellen, die mit dem Kontrollvirus behandelt wurden, zeigten 

jedoch eine signifikante Reduktion des Tumorgewichts (Abbildung 13C) sowie der 

Tumorgröße (Abbildung 13D).  

 

 
Abbildung 13: Einfluss des L1CAM Knockdowns in RB355 und WERI-Rb1 Zellen auf die Tumorbildung in 
vivo.  

Vergleich der Tumorbildungskapazität von RB355 und WERI-Rb1 Zellen nach L1CAM Knockdown (shL1) im 
Vergleich zu Zellen, die mit Kontrollviruspartikeln (ctr) behandelt wurden. Transduzierte RB Zellen wurden an 
Entwicklungstag (E)10 auf die Chorioallantoismembran (CAM) appliziert und für sieben Tage inkubiert. An E17 
wurden die Tumore in situ fotodokumentiert (A, linke Spalte) und nach der Präparation die Größe (in cm) ermittelt 
(A, rechte Spalte). Quantifizierung von Tumorbildungskapazität (B), Tumorgewicht (C) und Tumorgröße (D) von 
CAM Tumoren. Die Scatter-Dotplots und Balkendiagramme mit Fehlerbalken repräsentieren den Mittelwert ± SEM 
von mindestens drei unabhängigen Versuchsansätzen. ns p>0,05; *p<0,05; **p<0,01 oder ***p<0,001 statistisch 
signifikanter Unterschied im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle ermittelt durch den unpaarigen studentischen t-Test. 
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Im Mittel wurde die Tumorgröße durch den L1CAM Knockdown um 27,4% (RB355) 

bzw. 28,2% (WERI-Rb1) verringert. Das Tumorgewicht wurde im Mittel um 63,7% 

(RB355) und 87,7% (WERI-Rb1) im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollzellen 

verringert. Für die Untersuchung der Effekte des L1CAM Knockdowns auf die 

Tumorzellmigration bzw. der Extravasation der Tumorzellen aus dem CAM 

Gefäßsystem in vivo wurden GFP-markierte RB355-GFP und die WERI-GFP Zellen 

nach der Transduktion mit einer 0,5 ml Insulinspritze in das CAM Gefäßsystem injiziert. 

Nach fünf Tagen Inkubation wurde die untere CAM präpariert. Für den Nachweis, dass 

sich die GFP-markierten RB Zellen in dem unteren CAM Gewebe anreichern bzw. 

lokalisiert sind, wurden zu jedem Versuchsansatz fluoreszenzmikroskopische 

Aufnahmen dokumentiert. Auf diese Weise konnte sichergestellt werden, dass die 

Injektion erfolgreich war und die Ansätze für die weitere Analytik geeignet waren. 

Bereits bei der Betrachtung der CAM Ausschnitte unter dem Fluoreszenzmikroskop 

konnten Unterschiede in der Anzahl der GFP-positiven RB Zellen festgestellt werden. 

Es waren deutlich weniger fluoreszierende Zellen in den Knockdown Ansätzen 

nachweisbar als in den jeweiligen Kontrollansätzen (Appendix Abbildung 2). Die 

Gesamtanzahl der CAM Stanzen, in denen GFP-markierte RB Zellen nachweisbar 

waren, lag signifikant verringert vor (Abbildung 14A). Um eine genauere Lokalisation 

der GFP-markierten RB Zellen im CAM Gewebe zu ermöglichen, wurden die 

Gefäßsysteme ausgewählter CAM Stanzen mittels Immunfluoreszenz gegen 

Hühnchen-Desmin immuncytochemisch markiert und unter dem 

Fluoreszenzmikroskop dargestellt. Abbildung 14B zeigt ausgewählte CAM Stanzen mit 

GFP-markierten und mit den Kontrollviruspartikeln behandelten WERI-GFP Zellen 

nach der Immunfluoreszenzfärbung. Die Extravasation der RB Zellen ist in Abbildung 

14B deutlich erkennbar. Um einen quantitativen Vergleich des Migrationspotentials der 

RB Zellen mit und ohne L1CAM Knockdown treffen zu können, wurde der Gehalt an 

humaner Glycerinaledehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (hGAPDH) in den CAM 

Stanzen mittels quantitativer Real-time-PCR ermittelt. In den CAM Stanzen konnte 

eine signifikante Reduktion des Gehaltes an hGAPDH nach L1CAM Knockdown in 

RB355-GFP und WERI-GFP Zellen detektiert werden (Abbildung 14C und 14D).  
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Abbildung 14: Migration von GFP-markierten RB355-GFP und WERI-GFP Zellen in das untere CAM Gewebe. 

Quantifizierung der Migrationskapazität von GFP-markierten RB-Zellen nach dem Knockdown von L1CAM (shL1) 
im Vergleich zu Zellen, die mit Kotrollviruspartikeln (ctr) transduziert wurden. (A) Prozentualer Anteil von CAM 
Stanzen in denen GFP-markierte RB Zellen detektiert werden konnten. (B) Lokalisation von GFP-markierten WERI-
Rb1 Zellen (WERI-GFP) im unteren CAM Gewebe in 100x bzw. 200x Vergrößerung. (C, D) Quantifizierung des 
Gehalts an humaner Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (hGAPDH) im unteren CAM Gewebe mittels 
quantitativer Real-time-PCR. Die Box-Whiskers-Plots repräsentieren den Median sowie die Maximal- und 
Minimalwerte von mindestens drei unabhängigen Versuchsansätzen mit mindestens 5 technischen Replikaten. 
Größenstandard: 64 µm. **p<0,01 oder ***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur jeweiligen 
Kontrolle ermittelt durch den unpaarigen studentischen t-Test. 
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5.3.4 Etablierung einer transienten Überexpression von L1CAM in Rbl-30 und RB247 

Zellen 

Für die transiente Überexpression von L1CAM wurden Rbl-30 und RB247 Zellen mit 

dem pLenti CMV_L1CAM Vektor (L1OE) bzw. dem leeren Expressionsvektor pLenti 

CMV_ Puro Dest (ctr) transfiziert. Um eine möglichst effektive Transfektion der Zellen 

zu erzielen, mussten zunächst die Transfektionsbedingungen angepasst werden. Zu 

diesem Zweck wurde das GFP Expressionsplasmid pCS2+_hrGFP verwendet, um die 

Transfektionseffizienz qualitativ mittels Fluoreszenzmikroskopie beurteilen zu können. 

Die Transfektionen erfolgten zunächst in 2 ml Ansätzen mit 4x105 Zellen. Für die 

Transfektion der RB Zelllinien wurde das Transfektionsreagenz FuGENE®HD 

(Promega) verwendet und verschiedene FuGENE®HD:pDNA-Verhältnisse (3:1; 4:1; 

5:1) sowie verschiede pDNA Mengen (0,2 μg; 0,6 μg; 1,0 μg) getestet (Appendix 

Abbildung 3A und B). Die RB247 Zellen wurden zudem hinsichtlich der verwendeten 

Zellzahlen (1x105; 2x105; 3x105) optimiert (Appendix Abbildung 3C). Generell ergab 

sich aus den Vorversuchen ein optimales FuGENE®HD:pDNA-Verhältnis von 5:1 bei 

Abbildung 15: Etablierung der L1CAM Überexpression in Rbl-30 und RB247 Zellen. 

Zunahme der GFP Fluoreszenz nach Transfektion von Rbl-30 Zellen mit dem GFP Expressionsvektor 
pCS2+_hrGFP nach 24 h, 48 h und 72 h Inkubationszeit (A). Nachweis der L1CAM Überexpression ermittelt durch 
quantitative Real-time-PCR Analysen zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfektion von Rbl-30 Zellen mit 
pLenti CMV_L1CAM (B). Zunahme der GFP Fluoreszenz nach Transfektion von RB247 Zellen mit dem GFP 
Expressionsvektor pCS2+_hrGFP nach 24 h, 48 h und 72 h Inkubationszeit (C). Nachweis der L1CAM 
Überexpression ermittelt durch quantitative Real-time-PCR Analysen zu verschiedenen Zeitpunkten nach 
Transfektion von Rbl-30 Zellen mit pLenti CMV_L1CAM (D). Die Aufnahmen zeigen Zellkulturen in 100x 
Vergrößerung. Größenstandard: 64 µm. Die Überexpression von L1CAM zu den verschiedenen Zeitpunkten ist 
anhand einer repräsentativen Transfektion dargestellt (n=1).   
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einer eingesetzten pDNA Menge von 4 μg. Dabei wurden 4x105 Rbl-30 Zellen und 

3x105 RB247 Zellen in die jeweilige Transfektion pro 2 ml Ansatz eingesetzt. Für die 

Ermittlung des optimalen Zeitpunkts für die stärkste L1CAM Überexpression wurden 

die Zellen nach den ermittelten Bedingungen transfiziert und nach 24 h, 48 h und 72 h 

Zellproben für die RNA Isolation und die Quantifizierung der L1CAM Expression mittels 

Real-time-PCR entnommen. Für beide Zelllinien konnte nach 48 h die stärkste L1CAM 

Überexpression ermittelt werden (Abbildung 15B und D). Die nachfolgenden 

funktionellen Versuche wurden dementsprechend 48 h nach der Transfektion 

angesetzt.  

Die erfolgreiche Überexpression von L1CAM wurde nach jeder Transfektion mittels 

quantitativer Real-time-PCR bestimmt. Aus fünf unabhängigen Versuchsansätzen 

konnte für beide untersuchten Zelllinien eine signifikante Überexpression von L1CAM 

48 h nach der Transfektion nachgewiesen werden (Abbildung 16A). Die erfolgreiche 

L1CAM Überexpression wurde zusätzlich anhand repräsentativer Proteinproben 

mittels Western Blot Analyse bestimmt und zeigt eine deutliche Zunahme der L1CAM 

Proteinexpression im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abbildung 16B). 

 

Abbildung 16: Verifizierung der transienten Überexpression von L1CAM in Rbl-30 und RB247 Zellen. 

Für die Verifizierung der transienten Überexpression von L1CAM (L1OE) wurden Rbl-30 und RB247 Zellen mit dem 
pLenti CMV_L1CAM Vektor transfiziert. Als Referenz dienten Zellen, die mit leerem Kontrollplasmid pLenti CMV_ 
Puro Dest (ctr) transfiziert wurden. Die erfolgreiche Überexpression von L1CAM wurde mittels quantitativer Real-
time-PCR (A) und Western Blot (B) verifiziert. Im Western Blot wurde das gesamte L1CAM Molekül (L1-220) und 
als Ladekontrolle beta Aktin (β-Aktin) detektiert.  Die Balken repräsentieren den Mittelwert ± SEM von mindestens 
drei unabhängigen RNA Analysen normiert auf die Kontrolle. *p<0,05 statistisch signifikanter Unterschied im 
Vergleich zur jeweiligen Kontrolle ermittelt durch den paarigen studentischen t-Test. 
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5.3.5 Effekte der L1CAM Überexpression auf das Zellwachstum, die Zellviabilität, der 

Proliferations- und Apoptoserate sowie der Koloniebildungskapazität in vitro 

 
Für die Untersuchung der Auswirkungen der transienten Überexpression von L1CAM 

auf das Verhalten von Rbl-30 und RB247 Zellen, wurden die Zellen für Proliferations-, 

Viabilitäts- und Apoptose Assays sowie für Zellwachstumskurven eingesetzt. Zudem 

wurden die Zellen auf ihre kontaktabhängige und kontaktunabhängige 

Koloniebildungskapazität im Colony Formation Assay und dem Soft Agarose Assay  

 
Abbildung 17: Einfluss der Überexpression von L1CAM auf das Zellwachstum, die Zellviabilität, die 
Proliferations- sowie die Apoptoserate von Rbl-30 und RB247 Zellen. 

Die transiente Überexpression von L1CAM (L1OE) führte zu einer signifikanten Steigerung der Wachstumsrate von 
Rbl-30 (A) und RB247 (B) Zellen im Vergleich zu Zellen, die mit dem leeren Kontrollvektor pLenti CMV_Puro Dest 
(ctr) transfiziert wurden. Die Zellviabilität der RB Zellen wurde 48 h nach der Transfektion und 2 h nach Zugabe der 
WST-1 Reagenz bestimmt (C). Die Proliferationsrate wurde fluoreszenzmikroskopisch nach BrdU-
Immuncytochemie bestimmt und mit der Gesamtzellzahl korreliert (D). Der Anteil apoptotischer Zellen wurde 
fluoreszenzmikroskopisch nach DAPI-Färbung und Auszählung pyknotischer Nuklei auf die Gesamtzellzahl 
normiert (E). Die Balken repräsentieren den Mittelwert ± SEM von mindestens drei unabhängigen 
Versuchsansätzen. *p<0,05; **p<0,01 oder ***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur 
jeweiligen Kontrolle ermittelt durch den paarigen und unpaarigen studentischen t-Test bzw. dem Permutationstest. 

 

untersucht. Für die funktionellen Versuche wurden ausschließlich Zellansätze 

eingesetzt, die eine Überexpression mit einem Fold Change von mindestens 25-fach 

(Rbl-30) bzw. 150-fach (RB247) in der Real-time-PCR zeigten. 
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Die transiente Überexpression von L1CAM führte in Rbl-30 und RB247 Zellen zu einer 

signifikanten Steigerung der Wachstumsrate zu allen untersuchten Zeitpunkten 

(Abbildung 17A und 17B). Die Zellviabilität lag nach der Überexpression von L1CAM 

im Vergleich zu den Kontrollzellen signifikant erhöht vor (Abbildung 17C). Ebenso lag 

der prozentuale Anteil proliferierender Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen 

signifikant erhöht vor (Abbildung 17D). Eine transiente Überexpression von L1CAM 

führte dahingegen zu einer signifikanten Verringerung der Apoptoserate in Rbl-30 und 

RB247 Zellen (Abbildung 17E). 

Zur Ermittlung der kontaktabhängigen und kontaktunabhängigen 

Koloniebildungskapazität von RB Zellen nach der Überexpression von L1CAM wurden 

die Zellen in den Colony Formation Assay und den Soft Agarose Assay untersucht.  

 
 

Abbildung 18: Einfluss der L1CAM Überexpression auf die kontaktabhängige Koloniebildung im Colony 
Formation Assay. 

Für den Nachweis der kontaktabhängigen Koloniebildung wurden RB Zellen über einen Zeitraum von drei Wochen 
kultiviert. Die Koloniedichten der L1CAM-überexprimierenden Zellen (L1OE) und der Kontrollzellen (ctr) wurden mit 
der Micro Manager 1.4 Software quantifiziert und anschließend miteinander korreliert. Die Balken repräsentieren 
den Mittelwert ± SEM von drei unabhängigen Versuchsansätzen. ns p>0,05 oder *p<0,05 statistisch signifikanter 
Unterschied im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle ermittelt durch den paarigen studentischen t-Test. 

 

Die Koloniedichte lag bei L1CAM-überexprimierenden Rbl-30 Zellen unverändert und 

bei RB247 Zellen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollzellen signifikant erhöht vor 

(Abbildung 18A). 

Für die Zelllinien Rbl-30 und RB247 wurde eine signifikante Steigerung der 

Koloniebildungskapazität (Abbildung 19A) sowie der mittleren Koloniegröße 
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(Abbildung 19B) im Soft Agarose Assay beobachtet. Repräsentative Mikroskopiebilder 

der Kolonien in Soft Agarose (Abbildung 19C) unterstreichen die Ergebnisse der 

Quantifizierungen von Koloniegröße und -bildungskapazität.  
 

 
 
Abbildung 19: Einfluss der L1CAM Überexpression auf die kontaktunabhängige Koloniebildung im Soft 
Agarose Assay. 

Für den Nachweis der kontaktunabhängigen Koloniebildung wurden Rbl-30 und RB247 Zellen in Soft Agarose 
ausplattiert und über einen Zeitraum von drei Wochen kultiviert. Der Anteil koloniebildender L1CAM-
überexprimirender Zellen (L1OE) und Kontrollzellen (ctr) wurde mit der Gesamtzellzahl korreliert (A) sowie die 
Koloniegröße (B) bestimmt. Zudem wurden repräsentative Durchlichtaufnahmen von Kolonien in der Soft Agarose 
(C) in 100x Vergrößerung aufgenommen. Die Balken repräsentieren den Mittelwert ± SEM von drei unabhängigen 
Versuchsansätzen. *p<0,05; **p<0,01 oder ***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur 
jeweiligen Kontrolle ermittelt durch den unpaarigen studentischen t-Test. 

 

5.3.6 Effekte stabiler L1CAM Überexpression auf Zellviabilität, Tumorbildung und 

Migration von RB247 Zellen 

 
Um das Tumorwachstum in vivo nach L1CAM Überexpression über einen längeren 

Zeitraum untersuchen zu können, wurden RB247 Zellen mit dem pLenti CMV_L1CAM 

Virus (L1OE) und dem pLenti CMV_Puro Dest Virus (ctr) transduziert. Die somit 

erreichte stabile Überexpression von L1CAM wurde mittels Real-time-PCR und 

Western Blot Analysen nachgewiesen (Abbildung 20A und 20B). Im Vergleich zu den 

Kontrollzellen konnte in RB247 Zellen eine 450%-ige L1CAM Überexpression 

nachgewiesen werden. Auf Proteinebene zeigte die L1CAM Überexpressionszelllinie 

eine Steigerung der L1CAM Proteinexpression um 381%.  

Nach der L1CAM Überexpression konnte eine signifikante Steigerung der Zellviabilität 

von 22,5%, im Vergleich zu den Kontrollzellen beobachtet werden (Abbildung 20C). 
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Abbildung 20: Verifikation der stabilen L1CAM Überexpression in RB247 Retinoblastomzellen. 

Die stabile, lentivirale Überexpression von L1CAM (L1OE) in RB247 Zellen im Vergleich zu Zellen, die mit 
Kontrollviruspartikeln (ctr) transduzierten RB247 Zellen, verifiziert mittels Real-time-PCR (A) und Western Blot (B). 
Im Western Blot wurde das gesamte L1CAM Molekül (L1-220) und als Ladekontrolle beta Aktin (β-Aktin) detektiert. 
Die Steigerung der Zellviabilität (C) nach der L1CAM Überexpression wurde nach 48 h Inkubationszeit und 2 h 
nach Zugabe der WST-1 Reagenz bestimmt. Die Balken repräsentieren den Mittelwert ± SEM von mindestens drei 
unabhängigen Versuchen. ***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle 
ermittelt durch den paarigen studentischen t-Test. 
 
 
Die Tumorbildungs- und Migrationskapazität wurde nach der L1CAM Überexpression 

mittels in vivo CAM Assay untersucht. Nach dem Applizieren der Tumorzellen auf die 

CAM an E10 konnten nach sieben weiteren Tagen Inkubationszeit die CAM Tumore 

hinsichtlich Größe, Gewicht und Tumorbildungskapazität untersucht werden. Bei den 

L1CAM-überexprimierenden Zellen konnte im Vergleich zu Kontrollzellen eine 

signifikante Zunahme der Tumorgröße und des Tumorgewichtes nachgewiesen 

werden (Abbildung 21A bis D). Die L1CAM Überexpression führte in RB247 Zellen zu 

einer um 35,5% erhöhten Tumorgröße und einem um 86,4% erhöhten Tumorgewicht. 

Zusätzlich wurde die Migrationskapazität nach L1CAM Überexpression in GFP-

markierten RB247-GFP Zellen untersucht. Zu diesem Zweck wurden RB247-GFP 

Zellen nach der Transduktion zur Überexpression von L1CAM in das CAM 

Gefäßsystem injiziert und nach fünftägiger Inkubationszeit die Tumorzellmigration in 

die untere CAM mittels quantitativer Real-time-PCR untersucht. Die 

Migrationskapazität der L1CAM-überexprimierenden Zellen wurde im Vergleich zu den 

Zellen, die mit den Kontrollviruspartikeln transduziert wurden, nicht signifikant 

beeinflusst (Abbildung 21E).  
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Abbildung 21: Effekt der stabilen L1CAM Überexpression in RB247 Zellen auf die Tumorbildungs- und 
Migrationskapazität in vivo. 

Vergleich der Tumorbildungskapazität der RB247 Zellen nach der L1CAM Überexpression (L1OE) im Vergleich zu 
Zellen, die mit Kontrollviruspartikeln (ctr) behandelt wurden. Transduzierte RB Zellen wurden an Entwicklungstag 
(E) 10 auf die Chorioallantoismembran (CAM) appliziert und für sieben Tage inkubiert. An E17 wurden die Tumore 
in situ fotodokumentiert (A, obere Reihe) und nach der Präparation die Größe (in cm) ermittelt (A, untere Reihe). 
Quantifizierung von Tumorbildungskapazität (B), Tumorgewicht (C) und Tumorgröße (D) von CAM Tumoren. (E) 
Quantifizierung des Gehalts an humaner Glycerinaldehyd-3-Phosphatdehydrogenase (hGAPDH) im unteren CAM 
Gewebe mittels quantitativer Real-time-PCR. Balkendiagramm und Scatter-Dotplots mit Fehlerbalken 
repräsentieren den Mittelwert ± SEM von mindestens drei unabhängigen Versuchsansätzen. Der Box-Whiskers-
Plot repräsentiert den Median sowie die Maximal- und Minimalwerte von zwei unabhängigen Versuchsansätzen mit 
mindestens vier technischen Replikaten. ns p>0,05 oder **p<0,01 statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich 
zur jeweiligen Kontrolle ermittelt durch den unpaarigen studentischen t-Test. 

 
5.4 Untersuchung von L1CAM regulierten Genen 

Im nachfolgenden Abschnitt wird die Untersuchung der Gene, welche durch die 

Regulation von L1CAM differentiell reguliert werden, beschrieben. Ziel dieser 

Untersuchung war die Identifizierung von weiteren möglichen Zielgenen, welche bei 

der Therapie des Retinoblastoms eine Rolle spielen könnten.  
 
5.4.1 Identifikation möglicher L1CAM Zielgene mittels Proteom Array Analysen 

Für die Untersuchung der Aktivierung bzw. Deaktivierung von Signalmolekülen durch 

differentielle Phosphorylierung wurde ein Proteom ProfilerTM Array – Human Phospho-

Kinase Array Kit verwendet. Auf diese Weise konnten Proteine identifiziert werden, die 
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potentiell das Zellverhalten beeinflussen und so an der Regulation von Apoptose, 

Zellproliferation sowie Zellwachstum beteiligt sein könnten.  

Für den Array wurden RB355 Zellen mit einem stabilen L1CAM Knockdown und 

RB355 Zellen, die mit Kontrollviruspartikeln transduziert wurden, miteinander 

verglichen. Die Knockdown Effizienz, quantifiziert mittels Real-time-PCR Analyse, lag 

bei den verwendeten RB355 Zellen bei 77,4%.  

Nach der Entwicklung der Membranen konnten Proteine identifiziert werden, die einen 

veränderten Phosphorylierungsgrad nach dem L1CAM Knockdown, im Vergleich zu 

den Kontrollzellen aufzeigten (Abbildung 22A). Für die Auswertung der in Abbildung 

22 gezeigten Chemilumineszenz-Reaktion wurde der Mittelwert der Pixeldichte der 

Duplikat-Protein-Spots mit der Micro Manager 1.4 Software ermittelt und mit der 

mittleren Pixeldichte der Referenzspots (membranspezifischer Mittelwert aus den 

jeweiligen Referenzspots) korreliert. Anschließend wurden die relativen Pixeldichten 

der Knockdown Probenspots auf die relativen Pixeldichten der Kontrollprobenspots 

normiert (doppelte Normierung). Für die Auftragung und Auswertung der in Abbildung 

22B aufgezeigten Proben wurden nur Probenpaare (jeweils Knockdown- und die 

zugehörigen Kontroll-Spots) verwendet, von denen eines der Paare eine mittlere 

Pixeldichte von 5.000.000 überschritt und die prozentuale Differenz der Probenpaare 

>10% war.  

Anhand der oben genannten Analysekriterien konnten insgesamt zehn differentiell- 

phosphorylierte Proteine identifiziert werden (Abbildung 22). Eine verringerte 

Phosphorylierung nach dem L1CAM Knockdown im Vergleich zu der Kontrolle konnte 

bei den folgenden Proteinen detektiert werden: Glykogensynthase-Kinase 3 

alpha/beta (GSK-3α/β) an Serinrest (S) 21 und 9, cAMP-responsive element binding 

protein (CREB) an S133, Tyrosinkinase Lyn (Lyn) an Tyrosinrest (Y) 397, signal 

transducer and activator of transcription 2 und (STAT2) an Y694 sowie STAT6 an Y641 

und p53 an S392. Eine gesteigerte Phosphorylierung nach L1CAM Knockdown im 

Vergleich zu der Kontrolle konnte bei den folgenden Proteinen nachgewiesen werden:  

lysine deficient protein kinase 1 (WNK1) an Threonin (T) 60, Phospholipase-C-Gamma 

1 (PLC-γ1) an Y783 und Protein-Tyrosin-Kinase 2 (PYK2) an Y402.  
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Abbildung 22: Ergebnis des Proteom ProfilerTM – Human Phospho-Kinase Arrays zum Vergleich der 
differentiellen Phosphorylierung von RB355 L1CAM Knockdown- und Kontrollzellen. 

(A) Darstellung der Chemilumineszenz Reaktion der Phosphokinase Array Membranen. Die grünen Markierungen 
kennzeichnen die Negativkontrollen (PBS), die roten Markierungen die Positvkontrollen/Referenzkontrollen. Die 
schwarzen Markierungen kennzeichnen Proteine mit im Vergleich zur Kontrolle verändertem 
Phosphorylierungsgrad: GSK-3α/β [1], CREB [2], Lyn [3], STAT2 [4], STA6 [5], Chk-2 [6], p53 an Serinrest (S) 392 
[7], PLC-γ1 [8], WNK1 [9], PYK2 [10]. (B) Quantifizierung des Chemilumineszenzsignals mittels MicroManager 1.4 
Software und Berechnung der relativen prozentualen Unterschiede zwischen den mit Kontrollviruspartikeln 
transduzierten (ctr) und L1CAM Knockdown (shL1) RB355 Zellen.  
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Zusätzlich zu der Analyse der differenziellen Phosphorylierung potentieller L1CAM 

Zielproteine wurden mit den gleichen Proben mittels Proteom ProfilerTM Array - Human 

XL Oncology Array Kit onkologisch relevante Gene untersucht.  

Nach der densitometrischen Auswertung der Membranen konnten Unterschiede in der 

Expression verschiedener onkologisch relevanter Proteine festgestellt werden 

(Abbildung 23A und 22B). 

 
Abbildung 23: Ergebnis des Proteom ProfilerTM - Human XL Oncology Array zum Vergleich der 
differentiellen Expression onkologisch relevanter Proteine in RB355 L1CAM Knockdown- und 
Kontrollzellen. 

(A, C) Darstellung der Chemilumineszenzreaktion der Human XL Oncology Array Membranen. Die grünen 
Markierungen kennzeichnen die Negativkontrollen (PBS) und die roten Markierungen die Positivkontrollen. Die 
schwarzen Markierungen kennzeichnen Proteine mit deutlicher, im Vergleich zur Kontrolle (ctr) veränderter 
Expression der L1CAM Knockdown RB355 Zellen: Referenz (1), Enolase (2), Fibroblastenwachstumsfaktor 2 
(FGFb)(3), Galektin-3 (Gal-3)(4), p53 (4), Progranulin (6), Survivin (7). (C) Quantifizierung des 
Chemilumineszenzsignals mittels MicroManager 1.4 Software und Berechnung der relativen prozentualen 
Unterschiede zwischen Zellen, die mit Kontrollviruspartikeln transduziert wurden (ctr) und L1CAM Knockdown 
(shL1) RB355 Zellen.  
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Nach dem Knockdown von L1CAM konnten im Vergleich zu den Kontrollzellen erhöhte 

Expressionsraten für folgende Proteine nachgewiesen werden: Enolase, 

Fibroblastenwachstumsfaktors 2 (FGFb), Galektin-3 (Gal-3), p53 und Survivin. Die 

Progranulin Expression ist im Vergleich zu den Kontrollzellen nach L1CAM Knockdown 

verringert (Abbildung 23C).  Die im Onkotarget Array gezeigte deutliche Zunahme der 

Survivin und verringerte Progranulin Expression, ließ sich nicht mittels Real-time-PCR 

bestätigen (Daten nicht gezeigt).  
 
5.4.2 Untersuchung der Expression von L1CAM Zielgenen 

Um die Proteom Array Daten zu verifizieren und somit mögliche Zielgene von L1CAM 

zu identifizieren wurde die Expression von Galectin-3 (Gal-3) und des 

Fibroblastenwachstumsfaktors 2 (fibroblast growth factor basic, FGFb) nach L1CAM 

Knockdown bzw. dessen Überexpression mittels Real-time-PCR (Abbildung 24A und 

C) und Western Blot (Abbildung 24B und D) analysiert. Zusätzlich wurde auch die 

Expression von Ezrin, eines bekannten L1CAM Zielproteins (Guo et al., 2017) 

untersucht. Ebenso wurden Gal-3 und FGFb bereits als Zielgene von L1CAM bzw. 

dessen Bindepartner im Zusammenhang mit anderen Krebsentitäten beschrieben 

(Probstmeier et al., 1995; Díez-Revuelta et al., 2010; Mohanan et al., 2013; van der 

Maten et al., 2019). Daher sollte an dieser Stelle der Zusammenhang der L1CAM 

Regulation und der differentiellen Expression dieser Zielgene im Retinoblastom 

verifiziert werden. 

Die Expression von Gal-3 und FGFb nach L1CAM Knockdown zeigte, anders als im 

Onkotarget Array beobachtet, keine eindeutige Regulation auf Proteinebene im 

Western Blot (Abbildung 24B). Für die Proteinexpression von Ezrin hingegen konnte 

nach dem L1CAM Knockdown eine Reduktion um 55,0% nachgewiesen werden.  

Obwohl die Verifikation nicht das gleiche Ergebnis hinsichtlich der Proteinexpression 

von Gal-3 und FGFb nach dem L1CAM Knockdown erzielte wie die Onkotarget Array 

Analyse der untersuchten Zielgene sollte im Folgenden untersucht werden, ob die 

Überexpression von L1CAM den zum Knockdown gegenteiligen Effekt auf die RNA- 

bzw. Proteinexpression hervorruft. Zu diesem Zweck wurde die Expression von Ezrin, 

Gal-3 und FGFb in RB247 L1CAM-überexprimierenden Zellen analysiert. So konnte 

gezeigt werden, dass die Überexpression von L1CAM zu einer erhöhten mRNA sowie 

Proteinexpression von Ezrin, Gal-3 und FGFb im Vergleich zu den mit den 

Kontrollviruspartikeln behandelten Zellen führte. 
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Abbildung 24: Verifikation der differentiellen Genexpression von Ezrin, Galectin-3 und FGFb nach dem 
L1CAM Knockdown in RB355 Zellen sowie der L1CAM Überexpression in RB247 Zellen. 

Relative Genexpression von L1CAM, Ezrin, Galectin-3 (Gal-3) und Fibroblastenwachstumsfaktor 2 (FGFb) nach 
dem Knockdown von L1CAM (shL1) in RB355 Zellen und der Überexpression von L1CAM (L1OE) in RB247 Zellen 
im Vergleich zu Zellen, die mit Kontrollviruspartikeln (ctr) transduziert wurden. Die Genexpression wurde mittels 
quantitativer Real-time-PCR (A, C) und die Proteinexpression mittels Western Blot Analyse (B, D) verifiziert. Als 
Ladekontrolle diente beta Aktin (β-Aktin).  Die Balken repräsentieren den Mittelwert ± SEM von mindestens fünf 
unabhängigen Zellanalysen. ns p>0,05; *p<0,05; oder ***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich 
zur jeweiligen Kontrolle ermittelt durch den paarigen studentischen t-Test. 
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5.4.3 L1CAM und Epitheliale-Mesenchymale-Transition 

Die Epitheliale-Mesynchmale Transition (EMT) ist ein Schlüsselprozess während der 

Entwicklung von Geweben (Kiefel et al., 2012). Für die Untersuchung der Effekte einer 

veränderten L1CAM Expression in RB Zellen auf die EMT wurde die Regulation der 

mesenchymalen EMT Marker Vimentin und N-Cadherin sowie des epithelialen 

Markers epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) untersucht.  

Nach dem L1CAM Knockdown in RB355 und WERI-Rb1 Zellen und der 

Überexpression in RB247 Zellen wurde die Expression der EMT Marker mittels 

quantitativer Real-time-PCR untersucht (Abbildung 25A-C). Die Vimentin Expression 

ist nach L1CAM Knockdown signifikant verringert, aber nach L1CAM Überexpression 

nicht signifikant erhöht. Für die EMT Marker N-Cadherin und EpCAM ist keine 

signifikante Veränderung der Expression nach dem L1CAM Knockdown und der 

Überexpression in den untersuchten Zelllinien zu beobachten.  

Auf Basis der Expressionsuntersuchungen mittels quantitativer Real-time-PCR wurde 

die Proteinexpression von Vimentin untersucht. Nach L1CAM Knockdown in RB355 

und WERI-Rb1 Zellen konnte eine 9%-ige (RB355) bzw. 59%-ige (WERI-Rb1) 

Verringerung der Vimentin Expression detektiert werden. Die Überexpression von 

L1CAM in RB247 Zellen führte zu einer 65%-igen Erhöhung der Vimentin 

Proteinexpression (Abbildung 25D).  
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Abbildung 25: Verifikation der differentiellen Genexpression von Vimentin, N-Cadherin und EpCAM nach 
dem L1CAM Knockdown sowie nach L1CAM Überexpression in drei RB Zelllinien. 

Relative Genexpression von L1CAM, Vimentin, N-Cadherin und EpCAM in RB355 und WERI-Rb1 Zellen nach 
L1CAM Knockdown (shL1) in RB355 und WERI-Rb1 sowie nach L1CAM Überexpression (L1OE) in RB247 Zellen 
im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen. Die Genexpression wurde mittels quantitativer Real-time-PCR (A-C) 
sowie die L1CAM bzw. Vimentin Proteinexpression mittels Western Blot Analyse (D) verifiziert. Im Western Blot 
wurde das gesamte L1CAM Molekül (L1CAM), Vimentin und als Ladekontrolle beta Aktin (β-Aktin) detektiert. Die 
Bandenintensität wurde mit der MicroManager 1.4 Software quantifiziert.  Die Balken repräsentieren den Mittelwert 
± SEM von mindestens fünf unabhängigen Zellanalysen. ns p>0,05; *p<0,05; **p<0,01 oder ***p<0,001 statistisch 
signifikanter Unterschied im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle ermittelt durch den paarigen studentischen t-Test. 
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5.5 Die Rolle von L1CAM bei der Entwicklung von Chemotherapieresistenzen 

Um die Rolle von L1CAM bei der Entstehung von Chemotherapieresistenzen genauer 

untersuchen zu können, wurde in dieser Arbeit zunächst die Expression von L1CAM 

in bereits Etoposid-resistenten Zellen im Vergleich zu den sensitiven Zellen mittels 

Real-time-PCR und Western Blot quantifiziert, um etwaige Unterschiede der L1CAM 

Expression feststellen zu können.  

Um einen Effekt der L1CAM Regulation auf die Sensitivität der RB Zellen 

nachzuweisen, wurden parentale RB Zelllinien nach dem Knockdown bzw. der 

Überexpression von L1CAM mit verschiedenen Konzentrationen von Vincristin, 

Etoposid und Cisplatin behandelt und die Zellviabilität, im Vergleich zu den jeweils 

behandelten Kontrollzellen, ermittelt. Die in dieser Arbeit verwendeten Zytostatika 

wurden gewählt, da Vincristin, Etoposid und Carboplatin in der VEC-Kombinations-

therapie standardmäßig zur Behandlung des Retinoblastoms angewendet werden (zur 

Übersicht: (Fabian et al., 2017)). Zudem wird eine Resistenzentwicklung gegen die 

systemische Chemotherapie häufig bei anderen Krebsarten und in Zusammenhang 

mit der Überexpression von L1CAM beobachtet (Sebens Müerköster et al., 2007; Held-

Feindt et al., 2012).  

Im Anschluss wurde ein stabiler L1CAM Knockdown in bereits Etoposid-resistenten 

RB Zellen etabliert und die Auswirkung auf die Zellviabilität sowie die Tumorbildung in 

vivo nach der erneuten Behandlung mit Etoposid untersucht. 

Die Expression von L1CAM wurde in den Etoposid-resistenten Zelllinien mittels 

quantitativer Real-time-PCR ermittelt und auf die Expression der jeweiligen sensitiven 

Zelllinien normiert. Die Expression von L1CAM lag in den resistenten RB355-Etop 

Zellen im Vergleich zu den sensitiven Zellen signifikant erhöht vor. In den Zelllinien 

WERI-Etop und Y79-Etop lag die L1CAM Expression im Vergleich zu den sensitiven 

Zellen signifikant geringer vor (Abbildung 26A). 

Für die Untersuchung und den Vergleich der L1CAM Proteinexpression wurden 

Western Blot Analysen durchgeführt. Auf Proteinebene zeigten die RB355-Etop Zellen 

eine schwächere L1CAM Expression als die sensitiven RB355 Zellen. Die Etoposid-

resistenten WERI-Etop Zellen zeigten eine um 75,0% verringerte Expression von 

L1CAM verglichen mit den sensitiven WERI-Rb1 Zellen. In den Y79-Etop Zellen lag 

die Expression des L1CAM Proteins im Vergleich zu den sensitiven Y79 Zellen um 

2,0% erhöht vor (Abbildung 26B). 
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Abbildung 26: Vergleich der L1CAM Expression von sensitiven und Etoposid-resistenten 
Retinoblastomzellen. 

(A) Relative L1CAM Expression der Etoposid-resistenten Zellen im Vergleich zu sensitiven Retinoblastomzelllinien 
ermittelt durch quantitative Real-time-PCR. (B) L1CAM Proteinexpression in Etoposid-resistenten 
Retinoblastomzelllinien im Vergleich zu sensitiven Zelllinien ermittelt durch Western Blot Analysen. Im Western Blot 
wurde das gesamte L1CAM Molekül (L1-220) und als Ladekontrolle beta Aktin (β-Aktin) detektiert. Die Balken und 
die Fehlerbalken repräsentieren den Mittelwert ± SEM von mindestens drei unabhängigen Analysen.  *p<0,05 oder 
***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle ermittelt durch den paarigen 
studentischen t-Test. 
 
 
 
5.5.1 Einfluss des L1CAM Knockdowns und der L1CAM Überexpression auf die 

Chemosensitivität von Retinoblastomzellen 

Um den Einfluss von L1CAM auf die Chemotherapieresistenz zu untersuchen wurden 

WERI-Rb1 Kontroll- und L1CAM Knockdown Zellen bzw. RB247 Kontroll- und L1CAM 

Überexpressionszellen mit verschiedenen Konzentrationen der Chemotherapeutika 

Vincristin, Etoposid oder Cisplatin behandelt und im Anschluss die Zellviabilitäten 

bestimmt.  

Für WERI-Rb1 Zellen war bei der Behandlung mit Vincristin und Etoposid eine 

signifikante Verringerung der Zellviabilität nach L1CAM Knockdown und Behandlung 

mit den Chemotherapeutika nachweisbar (Abbildung 27A und B). Eine Behandlung mit 

Cisplatin nach dem Knockdown von L1CAM in WERI-Rb1 Zellen führte nur bei einer 

Konzentration von 5 µM und 10 µM zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilität 

(Abbildung 27C). Die L1CAM-überexprimierenden RB247 Zellen zeigten im Vergleich 

zu den Kontrollzellen keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der Zellviabilität 

nach der zusätzlichen Behandlung mit Vincristin (Abbildung 27D). Für Etoposid 

konnten nach der L1CAM Überexpression keine signifikanten Unterschiede 

hinsichtlich der Zellviabilität, ausgenommen bei einer Konzentration von 0,1 µM, 

beobachtet werden. Die Überexpression von L1CAM und die anschließende 

Behandlung mit Cisplatin führte in RB247 Zellen zu einer signifikanten Reduktion der 
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Zellviabilität, ausgenommen die Behandlung mit Konzentrationen von 10 µM bzw.      

100 µM. 

 

 
Abbildung 27: Einfluss von L1CAM auf die Chemoresistenz von WERI-Rb1 und RB247 Zellen. 

Zellviabilitäten der WERI-Rb1 Kontrollzellen (ctr) und der L1CAM Knockdown Zellen (shL1) bzw. der RB247 
Kontrollzellen (ctr) und der L1CAM Überexpressionszellen (L1OE) nach der Behandlung mit den angezeigten 
Konzentrationen von Vincristin, Cisplatin und Etoposid. Die Zellviabilität wurde 72 h nach der Zugabe der 
Zytostatika mittels WST-1 Assay bestimmt. Punkte und Fehlerbalken repräsentieren den Mittelwert ± SEM von drei 
unabhängigen Versuchsansätzen. ns p>0,05; *p<0,05; **p<0,01 oder ***p<0,001 statistisch signifikanter 
Unterschied im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle ermittelt durch den unpaarigen studentischen t-Test. 
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5.5.2 Effekte des L1CAM Knockdowns auf Etoposid-resistente Retinoblastomzellen  

Um die Rolle von L1CAM bei der Entstehung von Chemotherapieresistenzen weiter 

zu untersuchen, wurde in Etoposid-resistenten RB Zellen die Expression von L1CAM 

durch die Etablierung eines lentiviralen Knockdowns verringert. Der erfolgreiche 

L1CAM Knockdown wurde für jeden Versuchsansatz mittels quantitativer Real-time-

PCR (Abbildung 28A) und Western Blot (Abbildung 28B) verifiziert. 

Um einen Einfluss des L1CAM Knockdowns auf die Chemotherapieresistenz der RB 

Zellen nachweisen zu können, wurden die transduzierten Zellen mit der jeweiligen 

Etoposidkonzentration behandelt, mit denen sie unter normalen 

Kultivierungsbedingungen behandelt werden. Der Vergleich von Etoposid-

behandelten Kontrollzellen mit Etoposid-behandelten L1CAM Knockdown Zellen 

zeigte eine signifikante Reduktion der Zellviabilität (Abbildung 28C-E). Somit führte 

eine zusätzliche Behandlung mit Etoposid nach L1CAM Knockdown zu einer 

signifikanten Reduktion der Zellviabilität von RB Zelllinien.   
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Abbildung 28: Einfluss des L1CAM Knockdowns in RB355-Etop, WERI-Etop und Y79-Etop Zellen auf die 
Zellviabilität in vitro. 

A, B Verifizierung des stabilen, lentiviralen L1CAM Knockdown mittels quantitativer Real-time-PCR von mindestens 
drei unabhängigen Transduktionen (A) und mittels Western Blot Analyse (B). Im Western Blot wurde das gesamte 
L1CAM Molekül (L1-220) und als Ladekontrolle beta Aktin (β-Aktin) detektiert.  (C-E) Nach Knockdown von L1CAM 
(shL1 +) in RB 355-Etop (C), WERI-Etop (D) und Y79-Etop Zellen (E) wurde die Zellviabilität im Vergleich zu Zellen, 
die mit Kontrollviruspartikeln (shL1, -) behandelt wurden, nach 72-stündiger Inkubationszeit mit den jeweiligen 
Etoposidkonzentrationen mittels WST-1 Assay bestimmt. Die mit der jeweiligen Kultivierungskonzentration von 
Etoposid behandelten Ansätze (Etoposid, +) wurden auf die jeweils unbehandelten Ansätze (Etoposid, -) normiert. 
Die Balkendiagramme repräsentieren den Mittelwert ± SEM von drei unabhängigen Versuchsansätzen. ns p>0,05; 
**p<0,01 oder ***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied ermittelt durch den paarigen studentischen t-Test 
bzw. one-way ANOVA mit Newman-Keuls post test. 



Ergebnisse  89 

Um den Einfluss des L1CAM Knockdowns auf die Tumorbildung der Etoposid-

resistenten RB Zellen in vivo zu untersuchen wurden diese zusätzlich mit Etoposid 

behandelt und auf die Chorioallontoismembran von 10 Tage alten Hühnerembryonen 

inokuliert. Abbildung 29 zeigt repräsentative Aufnahmen der Tumormessung nach der 

Präparation (Abbildung 29, linke Spalte) und die CAM Tumore in situ (Abbildung 29 

rechte Spalte). Im CAM Assay konnte eine signifikante Reduktion der CAM 

Tumorgröße (Abbildung 30A, C, E) sowie des Tumorgewichts (Abbildung 30B, D, F) 

nach dem L1CAM Knockdown und der zusätzlichen Behandlung mit Etoposid 

beobachtet werden. Dahingegen konnte kein signifikanter Unterschied in der 

Tumorbildungsrate nachgewiesen werden (Appendix Abbildung 4). Somit führte der 

Knockdown von L1CAM und die zusätzliche Behandlung mit Etoposid in allen drei RB 

Zelllinien zu signifikant kleineren und leichteren Tumoren, was die zuvor ermittelten 

Ergebnisse der Zellviabilitätsbestimmung widerspiegelte.  

  

 

 

Abbildung 29: Einfluss des L1CAM 
Knockdowns auf die Tumorbildung von 
Etoposid-resistenten RB Zellen in vivo.  

Der Vergleich der Tumorbildungskapazität 
von RB355-Etop, WERI-Etop und Y79-Etop 
Zellen nach L1CAM Knockdown (shL1) im 
Vergleich zu Zellen, die mit 
Kontrollviruspartikeln (ctr) behandelt wurden. 
Transduzierte RB Zellen wurden mit den 
angegebenen Konzentrationen von Etoposid 
(Etop) behandelt und an Entwicklungstag (E) 
10 auf die Chorioallantoismembran (CAM) 
appliziert. An E17 wurden die Tumore in situ 
fotodokumentiert (linke Spalte). Nach der 
Präparation der Tumore wurde die Größe (in 
cm) ermittelt (rechte Spalte). 
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Abbildung 30: Einfluss des L1CAM Knockdowns in RB355-Etop, WERI-Etop und Y79-Etop Zellen auf die 
Tumorbildung in vivo. 

Vergleich der Tumorbildungskapazität von RB355-Etop, WERI-Etop und Y79-Etop Zellen nach L1CAM Knockdown 
(shL1, +) im Vergleich zu Zellen, die mit Kontrollviruspartikeln behandelt wurden (shL1, -). Transduzierte RB Zellen 
wurden mit der jeweiligen Kultivierungskonzentration von Etoposid (Etop, +) behandelt und an Entwicklungstag (E) 
10 auf die Chorioallantoismembran (CAM) appliziert. An E17 wurden die Tumore präpariert und die Größe (A, C, 
E) sowie das Tumorgewicht (B, D, F) ermittelt. Die Scatter-Dotplots mit Fehlerbalken repräsentieren den Mittelwert 
± SEM von mindestens drei unabhängigen Versuchsansätzen. ns p>0,05; *p<0,05; **p<0,01 oder ***p<0,001 
statistisch signifikanter Unterschied ermittelt durch one-way ANOVA mit Newman-Keuls post test. 
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5.6 Die Rolle der Sheddasen ADAM10 und ADAM17 im Retinoblastom 

Um die Funktion der Sheddasen ADAM10 und ADAM17 bei der Prozessierung von 

L1CAM und deren Rolle bei der Tumorprogression des Retinoblastoms besser 

verstehen zu können, wurde zunächst die Expression dieser Gene mittels quantitativer 

Real-time-PCR und mittels Western-Blot Analyse untersucht. Für die Untersuchung 

der L1CAM Prozessierung wurde die Sheddase Aktivität durch selektive Inhibitoren 

gehemmt und der Einfluss auf die Zellviabilität untersucht. Zusätzlich wurde die 

Prozessierung von L1CAM durch die Sheddasen in den RB Zelllinien RB355 und Y79 

nachgewiesen.  

5.6.1 ADAM10 und ADAM17 Expression in humanen Retinoblastomzelllinien 

Für die Quantifizierung der ADAM10 und ADAM17 Genexpression wurden die 

Zellproben von fünf unabhängigen Kulturen verwendet und auf die Expression in 

humaner Retina bezogen. Die Sheddase ADAM10 lag im Vergleich zur humanen 

Retina in allen untersuchten Zelllinien signifikant stärker exprimiert vor (Abbildung 

31A). Die ADAM17 mRNA lag im Vergleich zur humanen Retina bei den Zelllinien 

WERI-Rb1, Y79, Rbl-30, RB247 sowie RB383 signifikant hochreguliert vor. In den 

Zelllinien RB355 und Rbl-13 lag die Expression von ADAM17 nicht signifikant 

verändert vor (Abbildung 31B).  

 
Abbildung 31: Endogene Expression von ADAM10 und ADAM17 in humanen Retinoblastomzelllinien. 

Endogene ADAM10 (A) und ADAM17 (B) Expression in humanen Retinoblastomzelllinien im Vergleich zur 
humanen Retina (hRet). Die Balken repräsentieren den Mittelwert ± SEM von mindestens drei unabhängigen RNA 
Analysen mittels quantitativer Real-time-PCR. ns p>0,05; *p<0,05; **p<0,01 oder ***p<0,001 statistisch signifikanter 
Unterschied im Vergleich zur humanen Retina ermittelt durch den paarigen studentischen t-Test. 
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Zur Untersuchung der ADAM10 und ADAM17 Proteinexpression mittels Western Blot 

wurden Antikörper gewählt, die sowohl die aktive Form der Sheddasen als auch die 

inaktive pro-Form detektieren können. Um die Sheddaseaktivität und die Menge der 

L1CAM Ektodomäne im Kulturüberstand innerhalb der getesteten Zelllinien besser 

miteinander korrelieren zu können, wurden jeweils gleich viele Zellen ausgesät und für 

die Analyse mittels Western Blot die gleichen Volumina zellfreien Kulturüberstand 

eingesetzt. 

Für die Sheddase ADAM10 konnte in den Zelllinien WERI-Rb1, Y79, RB355, Rbl-13, 

RB247 und RB383 die inaktive pro-Form des Proteins nachgewiesen werden, bei den 

Zelllinien RB247 und RB383 zusätzlich auch eine Bande auf Höhe der prozessierten, 

aktiven Form. Für die Sheddase ADAM17 wurde in den Zelllinien WERI-Rb1, Y79, 

RB355, Rbl-30, RB247 und RB383 die inaktive pro-Form sowie die prozessierte, aktive 

Form des Proteins detektiert. Die L1CAM Ektodomäne war mittels Western Blot im 

Kulturüberstand der Zelllinien RB355 und WERI-Rb1 deutlich erkennbar.  
 

 
Abbildung 32: Endogene L1CAM, ADAM10 und ADAM17 Expression in humanen Retinoblastomzelllinien 
sowie die Expression von ADAM10 und ADAM17 in RB Tumorproben. 

(A) Eine endogene Abspaltung von L1CAM und das Vorhandensein der löslichen L1-200 Ektodomäne im 
Kulturüberstand konnte deutlich in WERI-Rb1, Y79 und RB355 Zellen nachgewiesen werden. Die analysierten 
Retinoblastomzelllinien zeigten unterschiedliche Expressionsmuster für den Precursor (inaktive Form) und die 
aktive Form von ADAM10 und ADAM17. Durch die Detektion der L1CAM Endodomäne lassen sich die nach der 
ADAM Prozessierung entstehenden L1CAM Spezies (L1-220/200: gesamtes L1-Molekül; L1-32: membranständige 
L1CAM Endodomäne nach Abspalten der 200 kDa L1CAM Ektodomäne; L1-28: intrazelluläre, lösliche L1CAM 
Endodomäne nach Abspaltung von der Transmembrandomäne durch die γ-Sekretase Presenelin) nachweisen. Als 
Ladekontrolle diente beta Aktin (β-Aktin).  (B) Endogene ADAM10 und ADAM17 Expression in humanen RB 
Tumorproben im Vergleich zur humanen Retina (hRet). Die Balken repräsentieren den Mittelwert ± SEM von RNA 
Analysen unabhängiger RB Tumorproben (n=16) im Vergleich zur humanen Retina (Probenpool: n=5) mittels 
quantitativer Real-time-PCR. **p<0,01 oder ***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur 
humanen Retina ermittelt durch den paarigen studentischen t-Test. 
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Im Kulturüberstand der Zelllinie RB383 konnte eine schwach sichtbare Bande auf 

Höhe von 200 kDa nachgewiesen werden. Bei den Zelllinien Y79, Rbl-13, Rbl-30 und 

RB247 war dahingegen kein Signal detektierbar. Die Expression des 220 kDa, 

membranständigen L1CAM Proteins konnte im Proteinüberstand aus den Lysaten der 

Zelllinien WERI-Rb1, Y79, RB355, und RB383 deutlich gezeigt werden. Die Zelllinien 

Rbl-13, Rbl-30 und RB247 zeigten eine geringere L1-220 Bandenintensität (Abbildung 

32A). Bei der Analyse von kryokonservierten RB Tumorproben von Patienten konnte 

eine signifikante Überexpression sowohl von ADAM10 als auch von ADAM17 im 

Vergleich zu gesundem humanen Retinagewebe nachgewiesen werden (Abbildung 

32B). Der Vergleich der ADAM10 und ADAM17 Expression von unbehandelten 

Tumoren mit Proben von RB Tumoren, die vor der Enukleation mit einer 

Polychemotherapie behandelt wurden, zeigte keinen signifikanten Unterschied (Daten 

nicht gezeigt).  
 
5.6.2 Aktivierung der Sheddase Aktivität durch Phorbol-12-myristat-13-acetat 

Für die Untersuchung der Aktivität von ADAM10 und ADAM17 wurden die adhärente 

Zelllinie RB355 und die Suspensionszelllinie Y79 mit verschiedenen Konzentrationen 

des Sheddaseaktivators Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) behandelt und die          

200 kDa große L1CAM Ektodomäne nach 48 h Inkubationszeit mittels Western Blot im 

zellfreien Kulturüberstand nachgewiesen. Bei den adhärenten RB355 Zellen konnte im 

Western Blot eine deutliche Zunahme der Bandenintensität von L1CAM im 

Kulturüberstand bereits nach einer Behandlung mit 25 nM PMA nachgewiesen werden 

(Abbildung 33A). Für die Suspensionszelllinie Y79 konnte eine deutliche Steigerung 

der L1CAM Bandenintensität nach einer Behandlung mit 100 nM PMA nachgewiesen 

werden (Abbildung 33B). Zudem konnte für beide Zelllinien gezeigt werden, dass 

bereits die Behandlung mit DMSO (Dimethylsulfoxid), dem Lösungsmittel für PMA, im 

Vergleich zu den unbehandelten Zellen eine Zunahme der L1CAM Ektodomäne im 

Kulturüberstand bewirkt.  Deshalb wurde im Folgenden nicht auf die unbehandelten, 

sondern auf die DMSO-behandelten Zellen normiert. Als Negativkontrolle wurde 

DMEM Kultivierungsmedium ohne Zusätze eingesetzt, in dem keine L1CAM 

Ektodomäne nachgewiesen werden konnte.  

Um für weitere Untersuchungen der ADAM Aktivität eine ausreichende Steigerung der 

L1CAM Bandenintensität nachweisen zu können wurden für die folgenden Versuche 

PMA Konzentrationen von 50 nM (RB355) und 500 nM (Y79) gewählt.  
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Abbildung 33: Nachweis der L1CAM Ektodomäne im Kulturüberstand nach nach Behandlung mit 
verschiedenen Konzentrationen Phorbol-12-myristate-13-acetat (PMA). 

Für die Untersuchung der Steigerung der ADAM Aktivität durch PMA wurden 1x106 Zellen mit den jeweiligen 
Konzentrationen PMA behandelt und nach 48 h Inkubationszeit die Kulturüberstände gesammelt. Für die DMSO 
behandelte Kontrolle wurden Zellen mit dem gleichen Volumen DMSO behandelt, wie bei den PMA-behandelten 
Zellen als Lösungsmittel eingesetzt wurde. Als Negativkontrolle diente das Kultivierungsmedium (DMEM). Als 
Positivkontrolle für den L1CAM Western Blot dienten 25 µg Protein aus HeLa Zelllysat.  
 
 
5.6.3 Untersuchung der Prozessierung von L1CAM durch ADAM10 und ADAM17 

Für die Untersuchung der Prozessierung von L1CAM durch die Sheddasen ADAM10 

und ADAM17 wurden adhärente RB355 und die Suspensionszelllinie Y79 mit 

spezifischen Inhibitoren behandelt. Für die Untersuchung der ADAM10 

Sheddaseaktivität wurde der ADAM10 spezifische Inhibitor GI254023X verwendet, für 

die Untersuchung der ADAM17 Sheddaseaktivität der ADAM17-Inhibitor TAPI-1. Die 

Zellen wurden zunächst für 30 min mit der jeweiligen Konzentration PMA und 

anschließend für 48 h mit den spezifischen ADAM Inhibitoren behandelt. Die jeweiligen 

Konzentrationen der verwendeten Inhibitoren wurden vorab durch die Behandlung der 

Zellen nach vorheriger PMA Stimulation ermittelt (Daten nicht gezeigt). 

Die Behandlung mit 50 nM PMA führte bei den adhärenten RB355 Zellen zu einer 

signifikanten Zunahme der L1CAM Ektodomäne im Kulturüberstand. Die Behandlung 

mit 50 nM PMA in Kombination mit 2 µM GI254023X oder 5 µM TAPI-1 führte in beiden 

Fällen zu einer signifikanten Reduktion der Konzentration der L1CAM Ektodomäne im 

Kulturüberstand (Abbildung 34A und C). In Y79 Zellen führte die Behandlung mit 2 µM 

GI254023X und 5 µM TAPI-1, in Kombination mit 500 nM PMA, zu einer signifikanten 

Reduktion der L1CAM Ektodomäne im Kulturüberstand (Abbildung 34B und D). Somit 

konnte gezeigt werden, dass die Prozessierung von L1CAM sowohl durch ADAM10 

als auch durch ADAM17 geschieht.  
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Abbildung 34: Analyse der ADAM Aktivierung durch Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) und spezifische 
Inhibition von ADAM10 durch GI254023X sowie ADAM17 durch TAPI-1 in den Retinoblastomzelllinien 
RB355 und Y79. 

(A, B) Repräsentative Western Blots zeigen die Aktivierung der L1CAM Prozessierung durch PMA Behandlung und 
die Inhibition der L1CAM Prozessierung durch spezifische ADAM10 (GI254023X) und ADAM17 (TAPI-1) 
Inhibitoren. Die Inhibitoren (2 µM GI254023X, 5 µM TAPI-1) wurden nach 30-minütiger Inkubation mit PMA (RB355: 
50µM; Y79: 500 µM) zugegeben und die Kulturüberstände nach weiteren 48 h Inkubationszeit gesammelt. (C, D) 
Die Quantifizierung der L1CAM Ektodomäne (L1-200) im Kulturüberstand zeigt eine signifikante Aktivierung der 
L1CAM Prozessierung durch die Behandlung mit PMA (RB355) sowie die signifikante Inhibition durch die 
spezifischen ADAM10 und ADAM17 Inhibitoren (RB355 und Y79). ns p>0,05; *p<0,05; **p<0,01 oder ***p<0,001 
statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle ermittelt durch one-way ANOVA mit Newman-Keuls 
post-test.    
 
 
Für die Untersuchung der Effekte der spezifischen ADAM Inhibitoren auf die endogene 

ADAM Aktivität, ohne vorherige Aktivierung durch PMA, wurden RB355 und Y79 Zellen 

mit verschiedenen Konzentrationen der jeweiligen Inhibitoren behandelt und nach       

48 h Inkubationszeit die Zellpellets sowie der Kulturüberstand gesammelt. Die 

Proteinproben aus dem Zellpellet sowie der Kulturüberstand wurden hinsichtlich des 

L1CAM Gehaltes mittels Western Blot Analyse untersucht (Abbildung 35). 
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Abbildung 35: Inhibition endogener ADAM Aktivität durch Zugabe der spezifischen Inhibitoren GI254023X 
(ADAM10) und TAPI-1 (ADAM17). 

Exemplarische Western Blots zeigen die Hemmung der L1CAM Prozessierung durch die Zugabe von jeweils 5 µM 
der spezifischen ADAM10 (GI254023X) und ADAM17 (TAPI-1) Inhibitoren nach 48 h Inkubationszeit. Im Western 
Blot wurde das gesamte L1CAM Molekül (L1-220) und als Ladekontrolle beta Aktin (β-Aktin) im Zelllysat sowie die 
lösliche L1CAM Ektodomäne (L1-200) im Kulturüberstand detektiert.  
 
 

Nach Zugabe der ADAM Inhibitoren GI254023X und TAPI-1 konnte eine deutliche 

Zunahme der Bandenstärke von L1CAM in Proteinproben aus Zelllysaten mittels 

Western Blot nachgewiesen werden. Zudem konnte nach der Zugabe der Inhibitoren 

im Vergleich zu den Kontrollzellen eine Reduktion der L1CAM Bandenstärke in den 

Kulturüberstandproben beobachtet werden. Die endogene Prozessierung von L1CAM 

in den RB Zelllinien RB355 und Y79 geschieht somit ebenfalls und analog zur 

Prozessierung nach PMA Stimulation über die Sheddasen ADAM10 und ADAM17.  
 
 
5.6.4 Einfluss der Sheddase Inhibitoren auf die Zellviabilität der humanen RB-

Zelllinien RB355 und Y79 

In vorangegangenen Studien konnte bereits ein Effekt des ADAM10 Inhibitors 

GI254023X auf die Proliferation und Apoptose von Myelomzellen nachgewiesen 

werden (Chen et al., 2015). Da auf diese Weise bereits ein Zusammenhang zwischen 

der Hemmung der Sheddasen und der Zellproliferation gezeigt wurde, sollte in dieser 

Arbeit der Einfluss der Sheddaseinhibitoren GI254023X und TAPI-1 auf die 

Zellviabilität von RB355 und Y79 Zellen zu untersucht werden. Darüber hinaus wurde 

bereits gezeigt, dass die Behandlung der Brustkrebszelllinie MCF-7 mit PMA zu einer 

gesteigerten Proliferation führte (Babu et al., 2019). 
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Die Behandlung mit PMA für insgesamt 48 h führte in beiden getesteten Zelllinien zu 

einer signifikanten Steigerung der Zellviabilität. Ausschließlich die simultane 

Behandlung der Zellen mit PMA und 5 µM TAPI-1 führte bei den RB355 Zellen zu einer 

signifikanten Reduktion der Zellviabilität (Abbildung 36). Die gleichzeitige Behandlung 

der Zellen mit PMA und GI254023X führte zu keiner signifikanten Veränderung der 

Zellviabilität im Vergleich zur PMA Behandlung allein. 

 
 

Abbildung 36: Zellviabilität nach Behandlung mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) allein oder in 
Kombination mit dem ADAM10 (GI254023X) oder ADAM17 (TAPI-1) Inhibitor. 

Zellviabilitäten nach PMA Behandlung und der Zugabe spezifischer ADAM10 (GI254023X) und ADAM17 (TAPI-1) 
Inhibitoren quantifiziert mittels WST-1 Assay. Die Inhibitoren (2 µM GI254023X, 5 µM TAPI-1) wurden nach 30 min 
Inkubation mit PMA (RB355: 50µM; Y79: 500 µM) zugegeben und die Zellviabilität nach 48 h Inkubationszeit 
gemessen. ns p>0,05; *p<0,05; **p<0,01 oder ***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur 
Kontrolle (DMSO) ermittelt durch one-way ANOVA mit Newman-Keuls post-test.    

 
Um die isolierte Wirkung der ADAM Inhibitoren auf die Zellviabilität zu testen, wurden 

die Zellen ohne eine PMA Vorbehandlung mit verschiedenen Konzentrationen von 

GI254023X und TAPI-1 behandelt. Ein signifikanter Effekt auf die Zellviabilität konnte 

im Vergleich zur DMSO Kontrolle nur bei den RB355 Zellen nach einer Behandlung 

von 10 µM TAPI-1 und einer Inkubationsdauer von 48 h festgestellt werden. Für die 

restlichen getesteten Konzentrationen konnte kein signifikanter Effekt auf die 

Zellviabilität zum untersuchten Zeitpunkt nachgewiesen werden (Abbildung 37). 
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Abbildung 37: Effekte der Inhibitoren GI254023X (ADAM10) und TAPI-1 (ADAM17) auf die Zellviabilität von 
RB Zellen. 

Zellviabilität nach Zugabe spezifischer ADAM10 (GI254023X) und ADAM17 (TAPI-1) Inhibitoren quantifiziert mittels 
WST-1 Assay. Die Zellen wurden mit den angezeigten Inhibitorkonzentrationen für 48 h behandelt und die 
Zellviabilität mittels WST-1 Assay quantifiziert. ns p>0,05 oder **p<0,01 statistisch signifikanter Unterschied im 
Vergleich zur Kontrolle (DMSO) ermittelt durch one-way ANOVA mit Newman-Keuls post-test.    
 
 
 
5.7 Untersuchung der Expression und der Rolle L1CAM-assoziierter 

microRNAs in humanen Retinoblastomzellen 

 
Im folgenden Abschnitt wird der Einfluss verschiedener miRNAs (miRs) auf die 

Expression von L1CAM im Retinoblastom betrachtet. Zunächst wurde die relative 

Expression von bereits in anderen Tumorentitäten bekannten L1CAM-regulierenden 

miRs in den unterschiedlichen RB Zelllinien untersucht und mit der jeweiligen 

Expression in humanem Retinagewebe verglichen. Zusätzlich wurde die Bindung der 

miR-346 an die, mittels in silico Analysen prognostizierte, Bindestelle in der 3‘-UTR 

von L1CAM untersucht.  

 
5.7.1 Expression von L1CAM-regulierenden microRNAs in Retinoblastomzellen 

Im Folgenden sollte gezeigt werden, ob die bekannten L1CAM-regulierenden miRs 

miR-146a-5p, miR-34a, miR-29a-3p und miR-21-3p ebenfalls einen Einfluss auf die 

Expression von L1CAM im RB haben, wie es bereits für andere Tumorentitäten 

beschrieben wurde (Hou & Yin et al., 2012; Doberstein et al., 2014; Duan et al., 2014; 

Schirmer et al., 2014). Dazu wurde zunächst die Expression der miRs mittels 

quantitativer Real-time-PCR in verschiedenen humanen RB Zelllinien im Vergleich zur 

humanen Retina untersucht. 
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Abbildung 38: Endogene Expression L1CAM-assoziierter microRNAs in Retinoblastomzelllinien im 
Vergleich zur humanen Retina. 

Endogene microRNA (miR) Expression in humanen Retinoblastomzelllinien im Vergleich zur humanen Retina 
(hRet) nach Analyse mittels quantitativer Real-time-PCR. Die Expression der miRs wurde auf die Expression der 
5.8S ribosomalen Untereinheit, als interne Kontrolle normiert und auf die Expression der humanen Retina bezogen. 
Die Balken repräsentieren den Mittelwert ± SEM von drei unabhängigen miRNA Analysen. Die humane Retina 
diente als Referenz und wurde gleich 1,0 gesetzt. ns p>0,05; *p<0,05; **p<0,01 oder ***p<0,001 statistisch 
signifikanter Unterschied im Vergleich zur humanen Retina ermittelt durch den paarigen studentischen t-Test. 

Die Expression der miR-146a-5p ist in allen getesteten RB Zelllinien im Vergleich zur 

humanen Retina signifikant herunterreguliert (Abbildung 38A). Im Vergleich zur 

humanen Retina lag die miR-34a in allen getesteten Zelllinien, ausgenommen WERI-

Rb1 und RB355, signifikant stärker exprimiert vor (Abbildung 38B). MiR-29a-3p lag im 

Vergleich zur humanen Retina in den Zelllinien WERI-Rb1, Y79, RB355, RB247 und 

RB383 signifikant herunterreguliert vor. In den Zelllinien Rbl-13 und Rbl-30 lag die 

miR-29a-3p im Vergleich zur humanen Retina dahingegen nicht signifikant reguliert 

vor (Abbildung 38C). Die miR-21-3p lag in allen getesteten Zelllinien nicht signifikant 
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reguliert vor (Abbildung 38D). Die L1CAM Proteinexpression ist in allen sensitiven RB 

Zelllinien, außer RB355 und Y79, im Vergleich zur humanen Retina geringer (vgl. 

Abbildung 6). Eine hemmende Wirkung der miR-34a auf die L1CAM Expression kann 

in allen untersuchten RB Zelllinien vermutet werden, da diese in RB Zellen stärker 

exprimiert als im humanen Retinagewebe vorlag. Da die miR-146a-5p in allen 

untersuchten RB Zelllinien im Vergleich zur humanen Retina signifikant geringer 

exprimiert vorlag, konnte eine Regulatorische Wirkung auf die L1CAM Expression in 

den Zelllinien RB355 und Y79 vermutet werden, da in diesen Zelllinien eine verringerte 

miR-146-5p Expression mit einer gesteigerten L1CAM Expression einhergeht. Für die 

miR-29a-3p und 21-3p kann, aufgrund der nicht signifikant unterschiedlichen 

Expression im Vergleich zur humanen Retina, dahingegen keine Regulation auf die 

L1CAM Expression anhand der ermittelten miR Expressionsdaten vermutet werden.  

Um im Folgenden zu untersuchen, ob die nachgewiesene reduzierte L1CAM 

Proteinexpression in den Etoposid-resistenten RB355-Etop und WERI-Etop Zellen 

(vgl. Abbildung 26), potentiell durch miRNAs reguliert wird, wurde die Expression der 

bereits bekannten, L1CAM-regulierenden miRNAs miR-34a und miR-146a-5p 

(Dalgard et al., 2009; Hou & Yin et al., 2012) mittels Real-time-PCR Analyse 

untersucht. Sowohl die miR-146a-5p als auch die miR-34a lagen in WERI-Rb1 und 

Y79 Etoposid-resistenten RB Zellen im Vergleich zu den sensitiven Zellen signifikant 

stärker exprimiert vor.  In den RB355-Etop Zellen konnte im Vergleich zu den 

sensitiven Zellen keine signifikante Veränderung der miR-34a und miR-146a-5p 

Expression festgestellt werden (Abbildung 39). 

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Reduktion der L1CAM Expression in den Etoposid-

resistenten RB Zelllinien möglicherweise durch die gleichzeitig erhöhte Expression der 

untersuchten miRNAs reguliert wird. 
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Abbildung 39: Relative Expression der microRNA miR-146a-5p und miR-34a in Etoposid-resistenten im 
Vergleich zu sensitiven Retinoblastomzellen 

Endogene microRNA (miR) Expression in humanen, Etoposid-resistenten Retinoblastomzelllinien, im Vergleich zu 
sensitiven Zellen, nach Analyse mittels quantitativer Real-time-PCR. Die Expression der miRs wurde auf die 
Expression der 5.8S ribosomalen Untereinheit, als interne Kontrolle normiert und auf die Expression der sensitiven 
Zellen bezogen. Die Balken repräsentieren den Mittelwert ± SEM von drei unabhängigen miRNA Analysen. Die 
sensitiven Zellen dienten als Referenz und wurden gleich 1,0 gesetzt. ns p>0,05 oder *p<0,05 statistisch 
signifikanter Unterschied im Vergleich zur humanen Retina ermittelt durch den paarigen studentischen t-Test. 

 

5.7.2 Einfluss der miR-146a-5p auf die L1CAM Expression 

Da die Hemmung der L1CAM Expression durch die miR-146a-5p bereits in anderen 

Tumorentitäten nachgewiesen wurde (Hou & Yin et al., 2012), sollte in der 

vorliegenden Arbeit diese Regulation im Retinoblastom gezeigt werden. Um den 

Einfluss der miR-146a-5p auf die Expression von L1CAM zu untersuchen wurde diese 

in RB355, WERI-Rb1 und Y79 RB Zellen überexprimiert. Der Einfluss auf die L1CAM 

Proteinexpression wurde mittels Western Blot Analyse untersucht. Nach der 

Optimierung der Transfektionsbedingungen konnte für die Zelllinien WERI-Rb1 

(Abbildung 40A), RB355 und Y79 (Daten nicht gezeigt) eine signifikante 

Überexpression der miR-146a-5p erzielt werden. Eine gleichzeitige Reduktion der 

L1CAM Proteinexpression konnte ausschließlich in WERI-Rb1 Zellen gezeigt werden 

(Abbildung 40B und C). In den Zelllinien RB355 und Y79 konnte nach der erfolgreichen 

Überexpression der miR-146a-5p zu keinem der getesteten Zeitpunkte (24h, 48h, 72h, 

96h und 120h) eine signifikante Regulation der L1CAM Proteinexpression beobachtet 

werden (Daten nicht gezeigt). Somit findet eine Regulation der L1CAM Expression 

über die miR-146a-5p ausschließlich in WERI-Rb1 Zellen, nicht aber in RB355 und 
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Y79 Zellen, statt. Die Regulation der L1CAM Expression über die miR-146a-5p ist 

somit zelllinienspezifisch. 

 
Abbildung 40: Untersuchung des Effektes der miR-146a-5p-Überexpression auf die L1CAM Expression in 
WERI-Rb1 Zellen. 

(A) Nachweis der erfolgreichen miR-146a-5p Überexpression in WERI-Rb1 Zellen 72 h nach transienter 
Transfektion mit dem Expressionsplasmid pcDNA3_miR-146a im Vergleich zu Zellen die mit dem Kontrollplasmid 
pcDNA3.1 transfiziert wurden. (B) Die Überexpression der miR-146a-5p führt zur signifikanten Reduktion der 
L1CAM Proteinexpression. Die Balken repräsentieren den Mittelwert ± SEM von drei unabhängigen Analysen. Die 
Kontrollzellen dienten als Referenz und wurden gleich 1,0 gesetzt.  *p<0,05 oder **p<0,01 statistisch signifikanter 
Unterschied im Vergleich zur humanen Retina ermittelt durch den unpaarigen studentischen t-Test. 

 
5.7.3 Untersuchung der Bindung der miR-346 in der 3‘-UTR von L1CAM  

MicroRNA Array Analysen (Vorarbeiten durch die Arbeitsgruppe von Frau Professorin 

Dünker) ergaben, dass eine erhöhte Expression der miR-346 in Etoposid-resistenten 

RB Zellen im Vergleich zu den sensitiven Zellen vorlag. Daher wurde zunächst die 

Expression der miR-346 in verschiedenen Etoposid-resistenten RB Zelllinien im 

Vergleich zu den sensitiven Zellen mittels quantitativer Real-time-PCR bestimmt. Eine 

signifikant stärkere miR-346 Expression konnte nach drei unabhängigen 

Expressionsanalysen nur in Etoposid-resistenten WERI-Etop, nicht aber in RB355-

Etop und Y79-Etop Zellen, im Vergleich zu den jeweils sensitiven Zellen nachgewiesen 

werden (Abbildung 41A). Da in der Etoposid-resistenten RB Zelllinie WERI-Etop die 

L1CAM Proteinexpression geringer vorliegt als in den sensitiven Zellen wurde ein 

Zusammenhang zwischen der miR-346 Expression und der Hemmung der L1CAM 

Proteinexpression vermutet.   
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Um eine mögliche Regulation der L1CAM Expression durch die miR-346 

nachzuweisen wurde zunächst eine in silico Analyse durchgeführt. Auf diese Weise 

konnte eine potentielle Bindestelle der miR in der 3’UTR von L1CAM identifiziert 

werden. Die Analyse ergab eine Bindestelle in der 3‘-UTR von L1CAM (Abbildung 

41B). Im Folgenden wurde für die miR Bindestudie zunächst ein Reporterplasmid mit 

der prognostizierten miR-346 Bindestelle sowie ein miR-346 Überexpressionplasmid 

kloniert. Die Bindung der miR-346 an die prognostizierte Bindestelle wurde mittels 

Luciferase Assay untersucht. Es konnte jedoch keine Bindung der miR-346 an der 

prognostizierten Bindestelle in der 3‘-UTR von L1CAM mittels Luciferase Assay 

nachgewiesen werden (Abbildung 41C).  

Zusätzlich wurde die miR-346 Expression in den sensitiven RB Zelllinien im Vergleich 

zur humanen Retina untersucht. Die miR-346 lag in der RB Zelllinie Y79 im Vergleich 

zur humanen Retina signifikant geringer und in Rbl-30 signifikant stärker exprimiert 

vor. Im Vergleich zur humanen Retina lag die Expression der miR-346 in den Zelllinien 

WERI-Rb1, RB355, Rbl-13, RB247 und RB383 nicht reguliert vor (Abbildung 41D). 
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Abbildung 41: Relative Expression der microRNA miR-346 in parentalen und Etoposid-resistenten RB 
Zelllinien sowie Bindestudie zur mittels in silico Analysen prognostizierten Bindung in der 3‘-UTR von 
L1CAM. 

(A) Expression der miR-346 in Etoposid-resistenten RB Zelllinien im Vergleich zu parentalen Zellen, nach Analyse 
mittels quantitativer Real-time PCR. (B) Prognostizierte Bindestelle in der wildtyp 3’UTR von L1CAM (L1CAM 3’ 
UTR WT). (C) Relative Luciferaseaktivität gemessen in HEK293T Zellen nach der Kotransfektion von 
Reporterplasmid und miR-346 Überexpressionsplasmid (miR-346) im Vergleich zur basalen Luciferaseaktivität des 
Reporterplasmids (ctr). (D) Darstellung der endogenen microRNA-346 (miR-346) Expression in humanen 
Retinoblastomzelllinien im Vergleich zur humanen Retina (hRet) nach Analyse mittels quantitativer Real-time-PCR. 
Für die Expressionsanalysen wurden die Werte der jeweiligen miR-346 Expressionen auf hRet bzw. die jeweils 
sensitive Zellen normiert. ns p>0,05; *p<0,05 oder **p<0,01 statistisch signifikanter Unterschied im Vergleich zur 
humanen Retina ermittelt durch den paarigen studentischen t-Test. 
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6 Diskussion 

Um das Zelladhäsionsmolekül L1CAM als mögliches Ziel in der Therapie des 

Retinoblastoms zu etablieren, wurde seine Rolle für das Tumorzellwachstum, die 

Tumorzellproliferation, Tumorprogression sowie Migration untersucht. Ein weiterer 

Aspekt der Untersuchungen war die Frage nach der Rolle von L1CAM bei der 

Entwicklung von Chemotherapieresistenzen und die Fragestellung, ob ein L1CAM 

Knockdown Etoposid-resistente RB Zellen gegen Etoposid resensitivieren kann. 

Darüber hinaus wurde die ADAM-vermittelte Prozessierung von L1CAM sowie die 

miRNA-vermittelte post-transkriptionelle Regulation der L1CAM Expression im 

Retinoblastom untersucht. 

 

6.1 Die Rolle von L1CAM im Retinoblastom 

Neben der Bedeutung von L1CAM während der Embryonalentwicklung neuronaler 

Gewebe, spielt L1CAM eine entscheidende Rolle bei der Entstehung und der 

Progression verschiedener Krebsarten, wobei eine erhöhte L1CAM Expression mit 

fortgeschrittenen Tumorstadien, Metastasierung und einer schlechten Prognose für 

den Verlauf der jeweiligen Krebserkrankung assoziiert ist (Fogel et al., 2003; Chen et 

al., 2013; Berger et al., 2016; Hua et al., 2016; Tangen et al., 2017).  

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass der L1CAM Proteingehalt in 

den untersuchten RB Zelllinien WERI-Rb1, Y79 und RB383 im Vergleich zu den 

Zelllinien Rbl-13, Rbl-30 und RB247 erhöht vorliegt. Die Ergebnisse, die in dieser 

Arbeit erzielt wurden stimmen mit den Ergebnissen aus einer vorangegangenen 

Studien überein, welche eine differentielle Expression von L1CAM in Y79 und SNOUT-

Rb1 Zellen aufzeigen konnte (Jo et al., 2017).  

Zusätzlich zur Untersuchung der L1CAM Expression in RB Zelllinien, wurde die 

Expression in primären Retinoblastomtumorproben untersucht. Es konnte eine 

signifikant stärkere Expression von L1CAM in unbehandelten Patientenproben im 

Vergleich zu gesundem humanen Retinagewebe festgestellt werden. 

Interessanterweise wurde im Vergleich zu unbehandelten Tumoren eine signifikante 

Reduktion der L1CAM Expression in Patientenproben festgestellt, die vor der 

Enukleation mit einer Chemotherapie behandelt wurden. Passend zu den 

Beobachtungen in der vorliegenden Dissertation wurde bereits gezeigt, dass die 

Expression von L1CAM in Regionen des Retinoblastoms mit kompakter 
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Tumorzelldichte im Vergleich zum umliegenden Gewebe erhöht war (Jo et al., 2017). 

Zudem wurde die erhöhte Expression von L1CAM bereits in einer Vielzahl weiterer, 

humaner Krebsentitäten beschrieben und konnte mit einer verschlechterten Prognose 

für den jeweiligen Verlauf der Erkrankung in einen Zusammenhang gebracht werden 

(Bondong et al., 2012; Altevogt et al., 2016; Altevogt et al., 2020). Darüber hinaus geht 

eine gesteigerte L1CAM Expression im humanen Kolonkarzinom mit einer erhöhten 

Proliferationsrate einher (Gavert et al., 2008).  

Eine Reduktion der L1CAM Expression nach der Chemotherapie im Tumorgewebe 

könnte damit zusammenhängen, dass nach der Behandlung die Zellen in einen 

Zellzyklusarrest oder die Apoptose eintreten und nachfolgend die Genexpression 

vermindert ist. Zudem konnte in der vorliegenden Dissertation bereits gezeigt werden, 

dass einige z.B. Etoposid-resistente Tumorzelllinien weniger L1CAM exprimieren als 

solche die sensitiv auf das Zytostatikum reagieren. Darüber hinaus zeigten Cisplatin-

resistente RB Zelllinien ebenfalls eine verminderte L1CAM Expression im Vergleich zu 

den sensitiven Ursprungszellen (Daten nicht gezeigt). Die Tatsache, dass einige, 

resistente Tumorzelllinien nicht weiter auf die Behandlung reagieren und einen 

aggressiveren Phänotypen darstellen als vergleichsweise die jeweils sensitiven Zellen 

(Busch et al., 2018) würde die Entscheidung der Ärzte für die Enukleation der 

betroffenen Augen als finale Therapieoption erklären.  

Die verstärkte Expression in den untersuchten Tumorproben im Vergleich zu 

gesundem humanen Retinagewebe gibt einen ersten Hinweis auf die wichtige Rolle 

von L1CAM bei der Progression des Retinoblastoms. Um zu untersuchen welche 

zellulären Effekte die Expression von L1CAM in Retinoblastomzellen einnimmt wurden 

Überexpressions- und Knockdown Versuche durchgeführt. Auf diese Weise konnte in 

der vorliegenden Dissertation gezeigt werden, dass eine verminderte L1CAM 

Expression in WERI-Rb1 und RB355 Zellen zu einem verminderten Zellwachstum, 

einer verringerten Proliferationsrate sowie Koloniebildungskapazität und einer 

erhöhten Apoptoserate, im Vergleich zu den Kontrollzellen, führt. Die Überexpression 

von L1CAM führte in Rbl-30 und RB247 Zellen zu gegenläufigen Effekten. Die erzielten 

Ergebnisse decken sich mit Daten einer Studie, bei der die L1CAM Überexpression  

einen positiven Einfluss auf die Proliferation von SNOUT-Rb1 Zellen und einen 

negativen Effekt auf die Proliferation nach dem L1CAM Knockdown in Y79 Zellen hatte 

(Jo et al., 2017). Weitere Studien zeigten, dass eine gesteigerte L1CAM Expression 

im humanen Kolonkarzinom mit einer erhöhten Proliferationsrate einherging (Gavert 
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et al., 2008). Ebenso besteht eine Korrelation zwischen der verstärkten L1CAM 

Expression und einer schlechten Prognose für den Verlauf des 

Endometriumkarzinoms (Corrado et al., 2018) sowie dem gesteigerten 

Tumorwachstum von Magenkrebs (Ito et al., 2014).  

In dieser Arbeit konnte nicht nur gezeigt werden, dass nach dem L1CAM Knockdown 

die Apoptoserate in RB Zellen steigt und nach der L1CAM Überexpression sinkt, 

sondern auch eine signifikante Steigerung der Caspase-3/7 Aktivität in Folge des 

Knockdowns von L1CAM in WERI-Rb1 Zellen ermittelt werden (vgl. Appendix 

Abbildung 5). Somit läuft die L1CAM-induzierte Apoptose über die Effektorcaspasen 3 

und 7 ab. In Gliomazellen konnte bereits eine Erhöhung der Caspase-8 Aktivität in 

Folge des Knockdowns von L1CAM nachgewiesen werden (Held-Feindt et al., 2012), 

was bereits auf die Caspase-abhängige Apoptose L1CAM-defizienter Zellen in 

anderen Krebsentitäten hinweist.  

Zusätzlich konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass sich die Größe der 

Zellkolonien nach L1CAM Knockdown und Überexpression im Vergleich zu den 

Kontrollzellen verändert. So bilden RB355 Zellen nach dem Knockdown von L1CAM 

kleinere Kolonien als die Kontrollzellen. Die Überexpression von L1CAM in Rbl-30 und 

RB247 Zellen führte auch hier zu den gegenteiligen Effekten. Eine verstärkte 

kontaktunabhängige Koloniebildungskapazität konnte in der vorgelegten Dissertation 

nach der Überexpression von L1CAM in Rbl-30 und RB247 Zellen nachgewiesen 

werden. Diese Daten passen zu den Ergebnissen einer Studie in der  die 

Überexpression von L1CAM in SNOUT-Rb1 Zellen ebenfalls zu einer verstärkten 

kontaktunabhängigen Koloniebildungskapazität im Soft Agarose Assay führte (Jo et 

al., 2017).  

In der vorliegenden Dissertation wurde gezeigt, dass eine verringerte Expression von 

L1CAM in RB Zellen zu signifikant kleineren und leichteren Tumoren in vivo führte, 

wohingegen die Überexpression von L1CAM zu einer erhöhten Tumorgröße und zur 

Ausbildung schwererer Tumore im Vergleich zu den Kontrollzellen führte. In 

Übereinstimmung mit den dokumentierten Ergebnissen, führte die Überexpression von 

L1CAM in SNOUT-Rb1 Zellen nach der Injektion in die Augenhöhle immundefizienter 

Mäuse zu schwereren und größeren Tumoren im Vergleich zu den Kontrollzellen (Jo 

et al., 2017). Des Weiteren führte der Knockdown von L1CAM zu einer signifikanten 

Verringerung der  Tumorbildungskapazität von Prostatakarzinomzellen (Hung et al., 

2002) und durch die Verabreichung eines anti-L1CAM-Antikörpers wurde das 
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Tumorvolumen im Mausmodell erfolgreich reduziert (Bao et al., 2008). Ebenfalls 

passend zu den Daten der vorliegenden Arbeit geht die Überexpression von L1CAM 

mit einer verstärkten Progression von Ovarialkarzinomzellen einher (Gast et al., 2005; 

Gast et al., 2008) und durch die Behandlung von Ovarialkarzinomen mit Wirkstoff-

gekoppelten anti-L1CAM-Antikörpern konnte eine Reduktion des Tumorwachstums 

beobachtet werden  (Lindenblatt et al., 2018). 

Im Vergleich zu Kontrollzellen führte der Knockdown von L1CAM, wie in der 

vorliegenden Dissertation beschrieben, zu einer signifikanten Reduktion der 

Migrationsrate von WERI-GFP und RB355-GFP Zellen im in vivo CAM Modell. Die 

Überexpression von L1CAM führte dahingegen zu keiner signifikanten Veränderung in 

der Migrationsrate von RB247-GFP Zellen. Im Zusammenhang mit den in dieser Arbeit 

erhobenen Daten wird die Verbindung von einer gesteigerten L1CAM Expression mit 

einer gesteigerten Tumorzellinvasivität, -motilität und -metastasierung in 

verschiedenen neuronalen und nicht-neuronalen Krebserkrankungen postuliert (Kiefel 

et al., 2012; van der Maten et al., 2019). Es konnte gezeigt werden, dass der 

Knockdown von L1CAM das Metastasierungspotential von T-Zell-Lymphomen sowie -

Karzinomen reduziert, was mit einer verringerten Invasivität in vitro und einer 

verringerten Bildung von Metastasen in vivo einhergeht  (Weinspach et al., 2014). Der 

Knockdown von L1CAM führte zu einer verminderten Zellmigration im 

Pankreaskarzinom (Ben et al., 2014) und in Prostatakarzinomzellen (Hung et al., 

2002). Im Gegensatz dazu erhöht die Überexpression von L1CAM die 

Migrationskapazität von Ovarialkarzinomzellen (Gast et al., 2005) sowie 

Magenkrebszellen (Chen et al., 2013). Darüber hinaus wurde der Zusammenhang 

zwischen der L1CAM Expression und der Metalloproteinase-abhängigen 

Tumorzellmigration im Pankreaskarzinom (Na'ara et al., 2019) sowie im 

Gallengangkarzinom (Kim et al., 2017) beschrieben.   

Ausgehend von den in dieser Arbeit erhobenen Expressionsdaten von L1CAM in den 

untersuchten RB Zelllinien, Patientenproben und den Ergebnissen der L1CAM 

Regulation spielt L1CAM im Retinoblastom eine entscheidende Rolle als Zielgen für 

die Therapie. Die Reduktion von L1CAM führte zu einer signifikanten Reduktion der 

Tumorbildungs- und Tumorzellmigrationskapazität. Obgleich die Expression von 

L1CAM zelllinienspezifisch ist konnte eine signifikante Überexpression von L1CAM in 

RB Tumorproben im Vergleich zu gesundem Retinagewebe nachgewiesen werden. 

Die Behandlung mit einer Chemotherapie führte dabei zu signifikant geringeren 
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L1CAM Expressionen, im Vergleich zu den unbehandelten Tumoren. Bei Patienten, 

die eine Überexpression von L1CAM im Retinoblastom im Vergleich zur humanen 

Retina zeigen, könnte daher zum Beispiel die Verwendung von anti-L1CAM-

Antikörpern (Arlt et al., 2006) oder die shRNA-vermittelte Reduktion der L1CAM 

Expression Anwendung finden (Bao et al., 2008). Darüber hinaus wurde bereits ein 

L1CAM-basierter Therapieansatz unter Verwendung von chimeric antigen receptor 

(CAR) T-cells in präklinischen in vitro Studien erprobt (Andersch et al., 2019), was die 

wissenschaftliche Bedeutung der molekularen Grundlagenforschung zu L1CAM im 

Retinoblastom der vorgelegten Dissertation unterstreicht.  

 

6.2 L1CAM-regulierte Gene und Signalwege 

Um zu untersuchen, welche Signalwege den in der vorliegenden Dissertation 

beobachteten Effekten des L1CAM Knockdowns oder der Überexpression auf die 

Proliferation, die Apoptose und das Tumorzellwachstum sowie die Migration von RB 

Zelllinien zugrunde liegen, wurden Protein Array Analysen durchgeführt. So konnte 

gezeigt werden, dass nach dem Knockdown von L1CAM in RB355 Zellen die Proteine 

GSK-3β, CREB, Lyn, STAT2, STAT6, Chk-2, p53 (an S392) vermindert und die 

Proteine PLC-γ1, WNK1 und PYK2 stärker phosphoryliert als in den Kontrollzellen 

vorlagen. Zusätzlich zu den mittels Onkotarget Array Analysen nachgewiesenen 

Proteinen Enolase, Progranulin, Survivin sowie p53, wurde die Expression der 

Proteine Ezrin (Guo et al., 2017), FGFb (Zecchini et al., 2008) und Gal-3 (Probstmeier 

et al., 1995), welche bereits in der Literatur und in Zusammenhang mit anderen 

Krebsentitäten als L1CAM-reguliert beschrieben sind, untersucht. Darüber hinaus 

konnte in der vorgelegten Dissertation der EMT Marker Vimentin als potentiell L1CAM-

reguliert identifiziert werden.  

 

Nach der L1CAM Überexpression konnte eine verstärkte Expression der Proteine 

Ezrin, Gal-3 und FGFb in RB247 Zellen beobachtet werden. Zudem stehen die 

Beobachtungen, wie in der vorgelegten Dissertation gezeigt, einer verminderten 

Proliferation, dem Tumorwachstum und die Apoptose nach dem L1CAM Knockdown 

in einem Zusammenhang mit Beobachtungen in anderen Krebsentitäten nach der 

Regulation von Ezrin, Gal-3 und FGFb. 

So konnte bereits in früheren Arbeiten gezeigt werden, dass die zytoplasmatische 

Domäne von L1CAM sowie das gesamte L1CAM Molekül mit Ezrin, ein Mitglied der 
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Ezrin-Radixin-Moesin (ERM) Familie, interagiert (van der Maten et al., 2019). Es 

konnte ebenfalls gezeigt werden, dass eine verstärkte Expression von L1CAM direkt 

die Transkription von Ezrin im oralen Plattenepithelkarzinom beeinflusst (Guo et al., 

2017). In der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass die Ezrin 

Expression nach L1CAM Knockdown verringert und nach der Überexpression von 

L1CAM erhöht ist. Eine erhöhte Expression von Ezrin führt dabei zu einer verstärkten 

Metastasierung und dem Wachstum von Tumoren (Song et al., 2020). Diese Tatsache 

untermauert die Hypothese, dass L1CAM über die Downstream Regulation von Ezrin 

die bereits beschriebenen Effekte auf die Tumorprogression, wie sie in der 

vorliegenden Dissertation beobachten werden konnten, vermitteln könnte. Analog zu 

den in dieser Dissertation beschriebenen erhöhten Proliferationsrate von Rbl-30 und 

RB247 Zellen nach der L1CAM Überexpression, führte eine erhöhte Ezrin Expression 

zu einer erhöhten Zellproliferationsrate im Ovarialkarzinom (Horwitz et al., 2016). 

Dahingegen führte eine verminderte Ezrin Expression im kolorektalem Karzinom zu 

einer ebenfalls verminderten Zellviabilität und Migrationskapazität (Leiphrakpam et al., 

2014), was sich mit den Beobachtungen in dieser Arbeit, nämlich einer verminderten 

Zellviabilität und Migrationskapazität nach L1CAM Knockdown in RB355 und WERI-

Rb1 Zellen deckt. Die Bindung von L1CAM an Ezrin, welche in der invasiven 

Tumorfront von kolorektalen Karzinomen verstärkt eingegangen wird, führt zu einer 

gesteigerten Proliferation, Invasion und Metastasierung der Tumorzellen (van der 

Maten et al., 2019) bedingt durch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB 

(Kiefel et al., 2012). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass Zellen, die L1CAM 

überexprimieren, die IL-1β Expression heraufregulieren, was einen direkten Induktor 

für die Expression von NF-κB darstellt. Dadurch wird NF-κB-abhängig die 

Zellproliferation gefördert. (Kiefel et al., 2011) Eine gesteigerte, jedoch nicht-signifikant 

erhöhte IL-1β Expression konnte auch nach der Überexpression von L1CAM in RB247 

Zellen, sowie die verminderte Expression nach L1CAM Knockdown nachgewiesen 

werden (Daten nicht gezeigt). Untersuchungen haben gezeigt, dass auch die 

Reduktion der Ezrin Expression zu einer verringerten IL-1β Sekretion und einer 

verminderten Zellinvasion mit gleichzeitig verringerter NF-κB Aktivität führt (Kiefel et 

al., 2012). Zusätzlich zu den von Kiefel et al. (2011) postulierten Wechselwirkungen 

von L1CAM mit Integrinen und Ezrin konnte in dieser Dissertation gezeigt werden, 

dass im Retinoblastom die Expression von Ezrin durch eine veränderte Expression 

von L1CAM beeinflusst wird.  
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In der vorliegenden Dissertation konnte gezeigt werden, dass eine erhöhte L1CAM 

Expression zu einer erhöhten Galectin-3 (Gal-3) Expression führte. Der Knockdown 

von L1CAM führte zum gegenteiligen Effekt. Mehrere bereits publizierte Studien 

belegten, dass das β-Galaktosidase-bindende Protein Gal-3 mit L1CAM interagiert 

(Probstmeier et al., 1995; Díez-Revuelta et al., 2010; Bockhorn et al., 2014). Eine 

verminderte Gal-3 Expression führte in humanen Brustkrebszellen zu signifikant 

reduzierten Zellwachstums,  Koloniebildungs- und Koloniewachstumsraten in vitro 

sowie Tumorwachstumsraten in vivo (Takenaka et al., 2004), was sich mit den 

Beobachtungen nach dem L1CAM Knockdown in WERI-Rb1 und RB355 Zellen, 

nämlich einer verminderten Tumorwachstumsrate in vivo deckt. Zusätzlich konnte 

gezeigt werden, dass die Hemmung von Gal-3 zu einer signifikanten Reduktion der 

Proliferation und Invasion sowie einer Erhöhung der Apoptoserate von oralen 

Plattenepithelkarzinomzellen führte (Fang et al., 2018). Ebenso steht Gal-3 in einem 

engen Zusammenhang mit einer schlechten Verlaufsprognose von kolorektalen 

Karzinomen (Wang et al., 2019). Gal-3 konnte bereits als eine Komponente des Wnt 

Signalweges identifiziert werden und bildet, zusammen mit der Glykogensynthase-

Kinase 3 beta (GSK-3β) einen Komplex, der die Aktivierung von Zellzyklusproteinen 

des Wnt Signalweges beeinflusst (Shimura et al., 2005). Die verringerte 

Phosphorylierung von GSK-3β konnte in dieser Arbeit mittels Phosphokinase Array 

nach dem L1CAM Knockdown in RB355 Zellen bestätigt werden, was schlussfolgernd 

wiederum zu einer verringerten Phosphorylierung und somit Aktivität von Gal-3 führen 

würde (Shimura et al., 2005). Die GSK-3β-abhängige Phosphorylierung von Gal-3, 

bewirkt die Komplexbildung mit Axin und β-Catenin (Shimura et al., 2005) und reguliert 

neben dem Glykogen Metabolismus, die Zellproliferation und Zelldifferenzierung 

(Ikeda et al., 1998). Es konnte bereits in früheren Studien gezeigt werden, dass 

L1CAM ein Zielgen des Wnt/β-Catenin Signalweges ist und in diesem Zusammenhang 

die Metastasierung des kolorektalen Karzinoms verstärkt (Cheriyamundath & Ben-

Ze'ev, 2020), was in umgekehrter Weise den Beobachtungen einer verringerten 

Migrationsrate nach L1CAM Knockdown in der vorliegenden Dissertation entspricht. 

Zusammenfassend deuten die erzielten Ergebnisse darauf hin, dass Gal-3 sowie GSK-

3β Bausteine der L1CAM-vermittelten Signaltransduktion sind.    

Eine erhöhte Expression von FGF Isoformen, die Liganden des 

Fibroblastenwachstumsrezeptors (FGFR) sind, wurde bereits in Zusammenhang mit 

einer gesteigerten Tumorzellproliferation in verschiedenen Krebsentitäten gebracht 
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und steht so z.B. in enger Verbindung mit der Entstehung des Prostatakarzinoms 

(Labanca et al., 2020). In den hier untersuchten RB Zelllinien wurde gezeigt, dass die 

beschriebene pro-proliferative Wirkung nach der L1CAM Überexpression sowie die mit 

dem L1CAM Knockdown  verringerte Migration und die gleichzeitig gesteigerte 

Apoptoserate, den Effekten nach veränderter FGFb Expression in anderen 

Tumorentitäten entsprechen (Xiao et al., 2008; Zecchini et al., 2008; Kostas et al., 

2018). In der vorliegenden Dissertation konnte die Beobachtung einer gesteigerten 

FGFb Expression nach dem Knockdown von L1CAM in RB355 Zellen im Onkotarget 

Array nicht nachgewiesen werden. Es wurde bereits von anderen Arbeitsgruppen 

gezeigt, dass eine gesteigerte FGFb Expression zu einer ebenfalls gesteigerten 

Proliferation von WERI-Rb1 und Y79 Zellen führte (Cebulla et al., 2008), was mit den 

Beobachtungen einer gesteigerten Proliferation und erhöhter Tumorwachstumsrate 

nach L1CAM Überexpression in Rbl-30 und RB247 Zellen, wie in der vorgelegten 

Dissertation gezeigt, einhergeht. Im Umkehrschluss würde ein L1CAM Knockdown zu 

einer gleichzeitig verminderten FGFb Expression führen, was sich hier in RB355 Zellen 

nach dem L1CAM Knockdown jedoch nicht verifizieren ließ. 

Die Aktivierung ähnlicher Signalwegkomponenten von L1CAM und FGFR konnte 

bereits in epithelialen Ovarialkarzinomzellen beobachtet werden  (Zecchini et al., 

2008). Zudem konnte gezeigt werden, dass L1CAM, sowie die lösliche L1CAM 

Ektodomäne, die Motilität und Proliferation von Gliomzellen über die Bindung an den 

FGFR vermittelt. Mit der Aktivierung des FGFR und des PI3K/AKT Signalwegs ist der 

Schutz vor Apoptose verbunden (Dailey et al., 2005; Lemmon & Schlessinger, 2010). 

Zudem kann die Aktivierung des FGFR die Signaltransduktion über die Proteine RAS, 

RAF und MAPK initiieren. Dieser Signalweg ist während der Zellproliferation und              

-differenzierung aktiv (Dorey & Amaya, 2010). FGFb stellt einen direkten Liganden des 

FGFR dar (Rusnati et al., 1996). Die möglicherweise verstärkte Aktivierung des FGFR 

(in dieser Arbeit nicht untersucht) durch vermehrt exprimiertes FGFb würde 

schlussfolgernd zu einer erhöhten Zellproliferation, einer verringerten Apoptose und 

erhöhten Migration, führen, was sich mit den Beobachtungen nach der Überexpression 

von L1CAM in dieser Arbeit deckt. Zudem konnten im Phosphokinase Array die 

verminderte Phosphorylierung der FGFR Signalwegkomponenten ERK1/2 und c-Jun 

N-terminale Kinase (JNK) nachgewiesen werden, was zu einer verminderten 

Signaltransduktion führt (Daten nicht gezeigt). Die pro-proliferative Wirkung und die 

gesteigerte Migration sowie verringerte Apoptose nach der L1CAM Überexpression, 
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wie  in der vorliegenden Arbeit beobachtet, steht in Einklang mit einer gesteigerten 

FGFb Expression in vorangegangen Studien im nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom 

(Xiao et al., 2008). Schlussfolgernd deuten die Ergebnisse der vorliegenden 

Dissertation darauf hin, dass auch die FGFb Expression in RB Zellen durch L1CAM 

reguliert wird.  

 

Im Phosphokinase Array wurden, neben den bereits beschriebenen mit Ezrin, FGFb 

und Gal-3 interagierenden Signalproteinen, weitere Proteine identifiziert, welche in 

Zellproliferation-fördernde Signalwege eingegliedert werden können. Nach dem 

Knockdown von L1CAM in RB355 waren die Signalpeptide STAT2, STAT6, Lyn, 

CREB im Vergleich zu der Kontrolle geringer phosphoryliert.  

In Pankreaskarzinomzellen wurde die Aktivierung von NF-κB, neben der bereits 

beschriebenen Interaktion von Ezrin und L1CAM, über den L1CAM/STAT Signalweg 

beschrieben (Zuo et al., 2018). In der vorgelegten Dissertation konnte eine verringerte 

Phosphorylierung von STAT2 und STAT6 nach L1CAM Knockdown in RB355 Zellen 

nachgewiesen werden. Eine geringere Phosphorylierung der beiden STAT Proteine 

führte, analog zu den Effekten des in dieser Arbeit durchgeführten L1CAM 

Knockdowns, in Pankreaskarzinomzellen zu einer verminderten Zellproliferation und    

-viabilität (Zuo et al., 2018). Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass die 

Aktivierung der STAT Transkriptionsfaktoren eine entscheidende Rolle bei der 

Entstehung und der Progression von Tumorerkrankungen einnimmt (Brooks & 

Putoczki, 2020), was sich mit den Beobachtungen einer L1CAM Überexpression, wie 

sie in dieser Dissertation gemacht wurden, decken würde. 

In der Phosphokinase Array Analyse der vorliegenden Arbeit konnte eine verringerte 

Phosphorylierung der nicht-Rezeptor Protein Tyrosinkinase (PTK) Lyn nach L1CAM 

Knockdown in RB355 Zellen nachgewiesen werden. Lyn moduliert die Interaktion von 

membrangebundenen Wachstumsfaktorrezeptoren mit intrazellulären Integrinen 

sowie mit Proteinen des Zytoskeletts (Thomas & Brugge, 1997). In leukämischen 

Zellen führte die Behandlung mit antisense Oligonukleotiden gegen Lyn mRNA bereits 

zu einer verringerten Proliferation  (Roginskaya et al., 1999). Zudem konnte 

beobachtet werden, dass Lyn in Kolonkarzinomzelllinien verstärkt exprimiert wird,  die 

Resistenzen gegenüber Chemotherapeutika über den bereits beschriebenen 

PI3K/AKT Signalweg reguliert (Bates et al., 2001) und als Zielgen in der Therapie des 

Prostatakarzinoms verwendet werden kann (Goldenberg-Furmanov et al., 2004). 
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Zusammen mit der in der Literatur beschrieben Signalwirkung von Lyn würde der 

verringerte Phosphorylierungsgrad, der nach dem L1CAM Knockdown detektiert 

werden konnte, zu einer verringerten Proliferationsrate und einer gesteigerte 

Apoptoserate führen, was den beobachteten Effekten in dieser Arbeit nach L1CAM 

Knockdown in RB355 und WERI-Rb1 Zellen entspricht. Die verringerte L1CAM 

Expression verringert die bereits beschriebene Integrininteraktion und die 

Wechselwirkung mit dem GFR (Thomas & Brugge, 1997). Schlussfolgernd würde 

daraus eine verminderte Phosphorylierung von Lyn resultieren. Um diesen 

Zusammenhang zu beweisen, müssten weitere Untersuchungen hinsichtlich der Lyn-

abhängigen Signaltransduktion durch z.B. die Überexpression oder den Knockdown 

von Lyn in RB Zellen angeschlossen werden.  

Neben STAT2, STAT6 und Lyn zeigte die Analyse des Phosphokinase Arrays nach 

dem Knockdown von L1CAM in RB355 Zellen eine verminderte Phosphorylierung des 

cAMP response element-binding protein (CREB). Der Transkriptionsfaktor CREB 

spielt eine entscheidende Rolle beim Toll-Like-Receptor (TLR) Signalweg und reguliert 

Entzündungsreaktionen sowie die Immunantwort (Wen et al., 2010). Dabei aktivieren 

die MAPK wiederum die MSK1 und MSK2 Proteine über die ERK1/2 Signalpeptide, 

sodass die Phosphorylierung von CREB induziert wird (Ananieva et al., 2008). CREB 

Bindestellen wurden in den Promotorregionen verschiedener Gene wie Bcl-2, Egr-1 

und den MAPK identifiziert, die in die Regulation der Zellproliferation, -differenzierung 

und -überleben involviert sind (Impey et al., 2004). Demnach könnte die 

Dephosphorylierung von CREB in den untersuchten RB Zellen nach dem L1CAM 

Knockdown die anti-proliferativen Effekte bewirken, wie sie in den vorherigen 

Abschnitten der vorliegenden Dissertation bereits beschrieben wurden. 

In Folge von DNA Schäden, z.B. durch zellulären Stress, wird der Tumorsuppressor 

p53 stabilisiert und bewirkt den Zellzyklus Arrest oder den Übergang der Zellen in die 

Apoptose. Chk-2 phosphoryliert p53 und ermöglicht somit den p53-abhängigen 

Zellzyklusarrest in der G1-Phase oder die Apoptose. (Hirao et al., 2002) Mittels 

Phosphokinase Array konnte in der vorliegenden Dissertation nach L1CAM 

Knockdown in RB355 Zellen eine geringere Phosphorylierung von Chk-2 und p53 (an 

Serin 392, nicht aber an Serin 46 und Serin 15) detektiert werden. Im Onkotarget Array 

wurde zudem eine erhöhte Expression von p53 nach dem Knockdown von L1CAM in 

RB355 Zellen beobachtet. Ein geringerer Phosphorylierungsgrad von Chk-2 und p53 

würde eine Reduktion der Apoptoserate erwarten lassen, was jedoch nach L1CAM 
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Knockdown in den funktionellen Untersuchungen nicht nachgewiesen werden konnte. 

Eine Aussage über die L1CAM-abhängige Aktivierung der intrinsischen oder 

extrinsischen Apoptosewege über p53 bzw. Chk-2 lässt sich anhand der beobachteten 

Phosphorylierungsmuster im Phosphokinase Array nicht eindeutig treffen und müsste 

im Anschluss an die vorgelegte Dissertation weiter untersucht werden.  

Zusätzlich zu den beschriebenen, verminderten Phosphorylierungen lagen nach dem 

Knockdown von L1CAM in RB355 Zellen die Proteine PLC- γ1, WNK1 und PYK im 

Vergleich zu der Kontrolle stärker phosphoryliert vor.  

Die Phospholipase C gamma 1 (PLC-γ1) ist an Migrations- und Invasionsprozesse von 

Krebszellen beteiligt (Lattanzio et al., 2013). Es konnte zudem bereits gezeigt werden, 

dass die Inhibition von PLC-γ1 zum Zelltod von Lungenkrebszellen führte (Lu et al., 

2020).  Die Aktivierung von PLC-γ1 durch Phosphorylierung an Tyrosin (Y) 1253 und 

Y783 wird als Marker für die Metastasierung bei Brustkrebs diskutiert (Lattanzio et al., 

2019). Im Phosphokinase Array konnte nach dem L1CAM Knockdown in RB355 Zellen 

eine stärkere Phosphorylierung von PLC-γ1 an Y783 detektiert werden, was auf eine 

Aktivierung von Proliferations- und Migrationsprozessen hindeuten würde (Jang et al., 

2018). Zudem konnte gezeigt werden, dass die Inhibierung von PLC-γ1 zur Caspase-

3-unabhängigen Aktivierung von Autophagie und letztendlich zum Zelltod führte (Lu et 

al., 2020), was sich ebenfalls nicht mit den Beobachtungen aus der vorgelegten 

Dissertation einer L1CAM-induzierten und Caspease-3/7-abhängigen Apoptose deckt. 

Da in den funktionellen Untersuchungen nach dem L1CAM Knockdown, anders als in 

der Literatur beschrieben, eine verstärkte Apoptose und verminderte Proliferation 

sowie Migration beobachtet wurde, kann jedoch keine eindeutige Aussage zur 

Funktion von PLC-γ1 in den RB Zellen getroffen werden.  

Die WNK1 (with-no-lysine (K)-1) Proteinkinase sowie die WNK1-assoziierten Proteine 

besitzen einen regulatorischen Einfluss auf die Angiogenese während der 

Tumorentwicklung und haben einen verstärkenden Einfluss auf die, bereits in den 

vorherigen Abschnitten der vorgelegten Dissertation beschriebene, NF-κB, TGF-β und 

PI3K/Akt Signalwege, welche letztendlich die Zellproliferation steigern (Gallolu 

Kankanamalage et al., 2018). Darüber hinaus führte der Knockdown von WNK1 zu 

einer verminderten Migration von krebsassoziierten Fibroblasten (cancer-associated 

fibroblasts, CAFs) beim Lungenkrebs (Hsu et al., 2016). Nach dem Knockdown von 

L1CAM in RB355 Zellen konnte eine verstärkte Phosphorylierung von WNK1 an 

Threonin (T) 60 beobachtet werden. Die stärkere Phosphorylierung von WNK1 an T60 
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würde demnach zu einer verstärkten Signaltransduktion über NF-κB, TGF-β und 

PI3K/Akt und somit erhöhten Proliferationsrate führen (Gallolu Kankanamalage et al., 

2018), was sich nicht mit einer verminderten Proliferation nach L1CAM Knockdown, 

wie in der vorgelegten Dissertation nachgewiesen, deckt. Die L1CAM-abhängige 

Phosphorylierung von WNK1 im Retinoblastom müsste daher im Anschluss an die 

vorgelegte Dissertation verifiziert werden um eine gesicherte Aussage über dessen 

Funktion im RB treffen zu können.  

In der vorgelegten Dissertation wurde gezeigt, dass nach dem L1CAM Knockdown in 

RB355 Zellen die Pyruvatkinase PYK2 stärker phosphoryliert als in den Kontrollzellen 

vorlag. Eine stärkere Phosphorylierung würde z.B. über die Aktivierung des bereits im 

oberen Abschnitt beschriebenen Wnt/β-Catenin Signalkaskade zu einer gesteigerten 

Proliferation führen (Logan & Nusse, 2004; Means, 2019), was sich nicht mit der in der 

vorliegenden Dissertation nachgewiesenen verringerten Proliferations- und 

Tumorwachstumsrate nach L1CAM Knockdown deckt. Somit müsste im Anschluss an 

die vorgelegte Dissertation die Phosphorylierung von PYK2 nach L1CAM Knockdown 

verifiziert werden, um die Rolle bei der Tumorentstehung im Retinoblastom sicher 

beschreiben zu können. Die erhöhte Expression von PYK2 wurde bereits im 

Zusammenhang mit einer verstärkten Proliferation, Migration von Zellen sowie der 

Entwicklung von Chemotherapieresistenzen verschiedener Krebsentitäten 

beschrieben (Shen & Guo, 2018), was eine genauere Untersuchung im Retinoblastom 

als mögliches therapeutisches Ziel interessant macht. 

 

Es konnte in der vorgelegten Dissertation beobachtet werden, dass nach dem 

Knockdown von L1CAM in RB355 und WERI-Rb1 Zellen, neben der verminderten 

Proliferations- und Tumorwachstumsrate, eine verminderte Migration der Zellen im 

Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen vorlag. In früheren Studien wurde bereits ein 

Zusammenhang zwischen der Überexpression von L1CAM in Zellen nahe der 

invasiven Tumorfront und der Umwandlung vom epithelialen zum mesenchymalen 

Phänotypen beschrieben (Kiefel et al., 2012). Daher wurde vermutet, dass L1CAM 

einen Einfluss auf die Migration der RB Zellen durch die Beeinflussung der 

epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) haben könnte. Um dieser Hypothese 

nachzugehen, wurde die Expression der mesenchymalen Marker Vimentin, N-

Cadherin sowie des epithelialen Markers EpCAM untersucht. Eine verstärkte 

Expression der mesenchymalen Marker und verringerte Expression des epithelialen 
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Markers würde dabei auf eine EMT hindeuten. Nach dem Knockdown von L1CAM 

wurde aufgrund der Beobachtung einer verminderten Migration eine verminderte 

EpCAM sowie eine erhöhte Vimentin und N-Cadherin Expression erwartet. Für die 

untersuchten EMT Marker N-Cadherin und EpCAM konnte dahingegen nicht die 

erwartete Regulation der Expression nach L1CAM Überexpression bzw. Knockdown 

im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollzellen beobachtet werden.  

 

Der EMT Marker Vimentin ist in Zellen mit mesenchymalen Phänotyp heraufreguliert 

und induziert einen motileren Phänotypen (Liu et al., 2015). Da die Migrationsrate nach 

dem L1CAM Knockdown in RB355 Zellen signifikant verringert ist und Vimentin 

signifikant schwächer exprimiert vorliegt als in den Kontrollzellen, könnte Vimentin als 

ein von L1CAM reguliertes Zielgen, welches an der Migration der RB Zellen beteiligt 

ist, betrachtet werden. Um diese Hypothese zu untermauen, müssten im Folgenden 

weitere Versuche bezüglich der L1CAM-regulierten und/oder Vimentin-abhängigen 

EMT im Retinoblastom erfolgen. Zudem ist die Expression von L1CAM im nicht-

kleinzelligen Bronchialkarzinom positiv mit der Expression von Vimentin, β-Catenin 

und dem Transkriptionsfaktor Slug aber z.B. negativ mit E-Cadherin korreliert (Tischler 

et al., 2011). Darüber hinaus bewirkt L1CAM die Induktion der EMT im 

Endometriumkarzinom (Chen et al., 2018). 

Der EMT Marker N-Cadherin wird in Verbindung mit der gesteigerten Motilität und 

Invasivität von Tumorzellen gebracht und steht in Verbindung mit der Progression von 

Brust- (Nagi et al., 2005) und kolorektalen Krebserkrankungen (Yan et al., 2015). In 

der vorliegenden Arbeit was die N-Cadherin Expression nach der Überexpression von 

L1CAM in RB247 Zellen signifikant verringert. In dieser Arbeit konnte jedoch keine 

signifikante Regulation nach dem L1CAM Knockdown beobachtet werden. Es lässt 

sich somit kein Zusammenhang zwischen der Regulation der L1CAM Expression und 

der nachfolgenden, L1CAM-abhängigen Regulation der N-Cadherin Expression in den 

untersuchten RB Zelllinien nachweisen. 

In der vorgelegten Dissertation wurde die L1CAM-abhängige Regulation der 

Expression des epithelialen Zelladhäsionsmoleküls (engl. Epithelial Cell Adhesion 

Molecule) EpCAM untersucht. EpCAM ist ein Zelloberflächenmolekül, das im 

Kolonkarzinom und anderen epithelialen Karzinomen überexprimiert vorliegt (Osta et 

al., 2004). Der L1CAM Knockdown führte nur in RB355 Zellen zu einer signifikanten 

Reduktion der EpCAM Expression. In RB247 und WERI-Rb1 Zellen führte die 
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Regulation von L1CAM dahingegen zu keiner signifikanten Veränderung der EpCAM 

Expression. Mit den in dieser Arbeit erhobenen Daten kann kein Zusammenhang 

zwischen der Regulation von L1CAM und der EpCAM Expression hergestellt werden.  

Anhand der in dieser Arbeit untersuchten EMT Marker kann einzig die L1CAM-

abhängige Regulation der Vimentin Expression in einem Zusammenhang mit der 

verminderten Zellmigration nach dem L1CAM Knockdown gebracht werden.  

 

Neben der im vorherigen Kapitel beschriebenen Rolle von L1CAM im Retinoblastom 

konnten die bereits in der Literatur als durch L1CAM reguliert beschriebenen Proteine 

Ezrin, Gal-3 und FGFb als mögliche, weitere Ziele in der RB Tumortherapie identifiziert 

werden. Da der Knockdown bzw. die Hemmung dieser Proteine in anderen 

Krebsentitäten zu einer vielversprechenden Reduktion der Tumorgröße und des 

Tumorzellmigrationspotentials führten (Katoh, 2016; Friedman et al., 2020; Luk et al., 

2020; Xi & Tang, 2020), wäre eine weitere Untersuchung der Effekte nach der 

Regulierung dieser Proteine im Retinoblastom von wissenschaftlichem Interesse. 

Zusätzlich konnte in der vorgelegten Dissertation gezeigt werden, dass eben diese 

Proteine durch den L1CAM Knockdown schwächer exprimiert werden, was die anti-

proliferative Wirkung von L1CAM möglicherweise verstärkt bzw. überhaupt verursacht.  

Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass Komponenten des bereits in 

Zusammenhang mit L1CAM und in der Literatur beschriebene Krebs-assoziierten NF-

κB (Kiefel et al., 2010), Wnt/β-Catenin (Shkurnikov et al., 2016; Cheriyamundath & 

Ben-Ze'ev, 2020), STAT (Zuo et al., 2018) sowie PI3K/Akt (Jo et al., 2017; Zhao et al., 

2021) Signalweges nach L1CAM Knockdown im Vergleich zu den Kontrollen 

vermindert phosphoryliert vorlagen. Da diese Signalwege in Tumorzellen verstärkt 

aktiviert vorliegen, würde eine adjuvante Behandlung mit z.B. Inhibitoren eine weitere 

Therapieoption darstellen, was im Anschluss an die vorgelegte Dissertation ebenfalls 

genauer untersucht werden könnte. 

Es konnte in der vorgelegten Dissertation deutlich gezeigt werden, dass die 

Regulierung der L1CAM Expression eine Vielzahl von Signalwegen in RB Zellen 

beeinflusst, die sich ihrerseits überschneiden und zum Gesamtergebnis der 

beobachteten Effekte auf die Proliferation, die Apoptose, dem Tumorwachstum sowie 

der Tumorzellmigration führen. Basierend auf den Daten der vorgelegten Dissertation 

könnten diese Signalwege vertieft auf mögliche, weitere Ziele in der gerichteten 

Retinoblastomtherapie untersucht werden. 
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6.3 Die Rolle von L1CAM bei der Entstehung von Chemotherapieresistenzen 

Nachdem die anti-tumorigenen Effekte des L1CAM Knockdowns in verschiedenen RB 

Zelllinien gezeigt wurden und die signifikant verringerte L1CAM Expression in 

Retinoblastompatienten nach der Behandlung mit verschiedenen Chemotherapeutika 

nachgewiesen wurde, konnte die Hypothese aufgestellt werden, dass ein Knockdown 

von L1CAM möglicherweise zur Resensitivierung von Zytostatika-resistenten RB 

Zellen beitragen kann. 

Die Behandlung von Krebserkrankungen mit Zytostatika ist heute immer noch eine 

große Herausforderung in der Onkologie, da starke Nebenwirkungen während der 

Behandlung auftreten können und resistente Tumorzellen nicht weiter auf das initial 

verwendetet Zytostatikum ansprechen. So konnte in früheren Arbeiten unserer 

Arbeitsgruppe bereits gezeigt werden, dass Etoposid-resistente RB Zellen ein 

aggressiveres Wachstum aufweisen als die sensitiven Ursprungszellen, was sich in 

einer gesteigerten Proliferationsrate und einer gesteigerten Tumorbildungskapazität 

niederschlug (Busch et al., 2018). Die Entwicklung neuer Behandlungsstrategien ist 

daher notwendig, um die Entstehung von Chemotherapie-resistenzen zu vermeiden 

und alternative Behandlungen von Zytostatika-resistenten Tumorzellen zu finden. Die 

Behandlung von WERI-Rb1 Zellen mit Etoposid und Vincristin nach L1CAM 

Knockdown führte in der vorgelegten Dissertation zu einer signifikanten Reduktion der 

Zellviabilität im Vergleich zu den Kontrollzellen. Die auf den Knockdown von L1CAM 

folgende Behandlung mit Cisplatin zeigte in zwei von fünf untersuchten 

Konzentrationen eine signifikante Verringerung der Zellviabilität. Eine Überexpression 

von L1CAM in RB247 Zellen führte wider Erwarten zu keiner signifikanten Erhöhung 

der Zellviabilität gegenüber Etoposid, Cisplatin oder Etoposid. Die L1CAM 

Überexpression führte in RB247 nach der Behandlung mit Cisplatin sogar bei drei von 

fünf getesteten Konzentrationen widererwarten zu einer Reduktion der Zellviabilität.  

Der Knockdown von L1CAM in bereits Etoposid-resistenten RB355-Etop, WERI-Etop 

und Y79-Etop Zellen gefolgt von der Wiederbehandlung mit Etoposid führte in vitro bei 

allen drei RB Zelllinien zu einer reduzierten Zellviabilität. Zusätzlich, konnte gezeigt 

werden, dass der Knockdown von L1CAM das Tumorwachstum von Etoposid-

resistenten RB Zellen in vivo signifikant verringern kann, wohingegen die 

Tumorbildungskapazität nicht signifikant beeinflusst wird (vgl. Appendix Abbildung 4). 

Die Zellen in denen L1CAM herunterreguliert wurde und welche zusätzlich mit 

Etoposid behandelt wurden zeigten eine signifikante Reduktion von Tumorgröße und 
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Tumorgewicht, im Vergleich zu den mit den gleichen Konzentrationen von Etoposid 

behandelten Kontrollzellen. Andere Studien konnten bereits einen Zusammenhang 

zwischen der Überexpression von L1CAM und dem Auftreten von Radio- und 

Chemoresistenzen im Neuroblastom (Rached et al., 2016) sowie dem 

Pankreaskarzinom (Sebens Müerköster et al., 2007; Sebens Müerköster et al., 2009) 

herstellen. Zudem konnte eine vom Transkriptionsfaktor Twist abhängige Verstärkung 

der L1CAM Signaltransduktion mit einer gesteigerten Cisplatinresistenz im 

Ovarialkarzinom in Verbindung gebracht werden (Roberts et al., 2016). Weiterführend 

zu einer bereits postulierten und gesteigerten Resistenz nach der L1CAM 

Überexpression in SNOUT-Rb1 Zellen sowie der verringerter Resistenz von Y79 

Zellen nach L1CAM Knockdown und kurzzeitiger, additiver Behandlung mit 

Chemotherapeutika (Jo et al., 2017), konnte in dieser Arbeit der Effekt von L1CAM auf 

die Langzeitresistenz von RB Zellen gegen Etoposid aufgezeigt werden. Es ist bereits 

bekannt, dass L1CAM die Tumorzellen nicht nur vor Apoptose schützt, sondern auch 

mit der Resistenz gegenüber Chemotherapeutika verbunden ist (Sebens Müerköster 

et al., 2007; Stoeck et al., 2007; Sebens Müerköster et al., 2009; Held-Feindt et al., 

2012). Dabei sind verschiedenste Apoptose-assoziierte Proteine an der Entwicklung 

der sog. Multi-Drug-Resistance (MDR) beteiligt (Chang, 2003; Chen et al., 2009; 

Fletcher et al., 2010). Die L1CAM-assoziierte MDR ist so z.B. an eine differentielle 

Regulation der ATP-bindenden Kassette (ATP-binding cassette, ABC) -Proteine 

gekoppelt, welche das Ausschleusen der Zytostatika aus der Zelle erhöhen und somit 

die Zelle vor der Apoptose-induzierenden Wirkung schützen (Jo et al., 2017).  

Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine Reduktion von L1CAM mit 

anschließender Etoposid-Behandlung zu einer verminderten Zellviabilität und zur 

Bildung von kleineren bzw. leichteren Tumoren in vivo führt. Für eine klinische 

Relevanz der verminderten Zellviabilität im Sinne einer Resensitivierung müsste der 

Effekt des L1CAM Knockdowns mit anschließender Etoposidbehandlung synergistisch 

oder additiv sein oder sich die Einzelwirkungen potenzieren, was nicht der Fall ist. Es 

besteht somit kein nachweisbarer Effekt des L1CAM Knockdowns auf die 

Chemosensitivität Etoposid-resistenter RB Zellen.   
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6.4 ADAM10 und ADAM17 vermittelte Prozessierung von L1CAM 

Um L1CAM in der Klinik als Biomarker für die Diagnostik oder Verlaufskontrolle 

während der Behandlung des Retinoblastoms verwenden zu können, ist neben der 

Kenntnis der Expression und Funktion bzw. der Rolle von L1CAM im Retinoblastom 

auch das Wissen über die Prozessierung des membranständigen L1CAM Moleküls 

z.B. für die therapeutische Adressierung durch Antikörper relevant. In der vorgelegten 

Dissertation wurde daher untersucht, wie L1CAM in RB Zellen prozessiert wird und 

welche L1CAM Spezies im Retinoblastom detektierbar sind. Die L1CAM Ektodomäne 

wird vornehmlich durch die Shedassen ADAM10 und ADAM17 abgespalten, wodurch 

ein 200-kDa L1CAM Fragment entsteht. Dieses lösliche L1CAM Fragment ist in der 

Lage mit benachbarten L1CAM Molekülen, Integrinen oder Rezeptoren in cis und/oder 

trans zu interagieren. (Kiefel et al., 2012) 

Die Analyse der ADAM Expression in RB Zelllinien im Vergleich zur humanen Retina 

zeigte eine verstärkte Expression von ADAM10 und ADAM17, ausgenommen die 

Expression von ADAM17 in RB355 und Rbl-30 Zellen. Zudem zeigte die Analyse von 

16 unabhängigen RB Tumorproben im Vergleich zur humanen Retina eine signifikant 

stärkere Expression sowohl von ADAM10 als auch ADAM17. Eine gesteigerte 

Expression von ADAM10 konnte bereits in früheren Studien z.B. im Kolonkarzinom 

(Mochizuki et al., 2020) sowie eine gesteigerte ADAM17 Expression in Tumorproben 

von Brustkrebspatienten (Shen et al., 2016) beobachtet werden. Dabei geht z.B. eine 

gesteigerte ADAM10 Expression mit einer schlechten Verlaufsprognose für die 

Erkrankung von Blasenkrebspatienten einher (Fu et al., 2014). Darüber hinaus konnte 

eine Koexpression von L1CAM und ADAM10 bereits im Uteruskarzinom 

nachgewiesen werden (Fogel et al., 2003). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, 

dass sowohl L1CAM als auch ADAM10 und ADAM17 in den untersuchten RB 

Tumorproben im Vergleich zur humanen Retina überexprimiert vorlagen, sodass 

diesen Proteinen eine entscheidende Rolle im RB zugeschrieben werden kann. Die 

Sheddasen ADAM10 und ADAM17 können daher aufgrund ihrer verstärkten 

Expression im RB Tumorgewebe als ein weiteres mögliches Ziel in der Therapie des 

RB in Betracht gezogen werden. Um darüber hinaus die Rolle der ADAMs im 

Retinoblastom besser verstehen zu können wurden nachfolgend zu den 

Expressionsuntersuchungen die domänenspezifische Expression von L1CAM mittels 

Western Blot der verschiedenen RB Zelllinien analysiert. Dabei stellte sich heraus, 

dass die Proteinexpression von ADAM10 und ADAM17 ebenso zelllinienspezifisch wie 
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die Prozessierung der L1CAM Ektodomäne durch die Sheddasen ist. Die durch die 

Sheddasen ADAM10 und ADAM17 abgespaltene, 200 kDa L1CAM Ektodomäne 

konnte deutlich im Kulturüberstand der RB Zelllinien RB355, WERI-Rb1 und Y79 

nachgewiesen werden. Bei diesen drei RB Zelllinien konnte zum einen eine deutliche 

L1CAM Proteinexpression nachgewiesen werden und zum anderen die Expression 

der inaktiven ADAM10 und ADAM17 Precursor sowie die aktive ADAM17 Isoform. 

Widererwarten konnte bei den untersuchten RB383 Zellen, bei denen eine deutliche 

L1CAM Proteinexpression sowie die aktive ADAM10 und ADAM17 Isoform 

detektierbar war, keine lösliche L1CAM Ektodomäne im Kulturüberstand 

nachgewiesen werden. Die Tatsache, dass eine erhöhte Menge der aktiven ADAM 

Isoformen in RB383 Zellen nicht zwangsläufig zu einer gesteigerten L1CAM 

Prozessierung und damit verstärkten Detektion im Kulturüberstand der RB Zelllinien 

führt, lässt die Vermutung zu, dass neben der Expression und Aktivierung der ADAMs 

auch andere Regulationsmechanismen an der ADAM-abhängige L1CAM 

Prozessierung beteiligt sind. Anders herum führte eine Expression der ADAM10 

Precursor in WERI-Rb1, Y79 und RB355 Zellen zu einer detektierbaren Menge 

löslicher L1CAM Ektodomäne im Kulturüberstand. Es konnte bereits gezeigt werden, 

dass neben der Expression der inaktiven und aktiven Form der ADAMs auch die 

zelluläre Lokalisation eine entscheiden Rolle bei der Regulation der Sheddaseaktivität 

und somit der Prozessierung der Zielmoleküle spielt (Lorenzen et al., 2016). Daher 

kann vermutet werden, dass die in dieser Dissertation gezeigte Menge an löslicher 

L1CAM Ektodomäne im Kulturüberstand möglicherweise ein Resultat komplexer 

Regulationsmechanismen zum einen der L1CAM Expression selber und zum anderen 

aus der Expression der ADAMs, deren Aktivierung sowie der zellulären Lokalisation 

(intrazellulär oder membranständig) und der Verteilung innerhalb der Plasmamembran 

ist.  

Zusätzlich zu der bereits beschrieben 200 kDa L1CAM Ektodomäne konnte bei der 

Untersuchung der Proteinproben des humanen Retinagewebes mittels Western Blot 

eine 85 kDa Bande (L1-85) detektiert werden, nicht aber in den untersuchten RB 

Zelllinien (Daten nicht gezeigt), die den residualen, membranständigen Anteil der 

Plasmin/Trypsin-vermittelten Abspaltung der L1CAM Ektodomäne in der dritten 

Fibronectindomäne (FNIII) darstellt (Gutwein et al., 2003; Kiefel et al., 2012). An dieser 

Stelle enthält L1CAM die Konsensussequenz QRKHSKRHIH die durch Plasmin 

geschnitten werden kann (Long et al., 2001; Mechtersheimer et al., 2001). Das 
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Detektieren der 85 kDa Domäne ist ein Zeichen für membranständiges L1CAM, da 

diese Domäne nicht im Kulturüberstand detektiert werden kann (Gutwein et al., 2003). 

Somit könnte L1CAM in der gesunden humanen Retina, nicht aber in RB Tumorzellen, 

durch Plasmin prozessiert werden. Einige Studien konnten zeigen, dass die in der 

Zellmembran verbleibende 32 kDa Domäne von L1CAM ein Resultat der regulierten 

intramembranen Proteolyse (engl. regulated intramembrane proteolysis, RIP) ist 

(Kiefel et al., 2012). So führte z.B. die Behandlung von Ovarialkarzinomzellen mit dem 

γ-Sekretaseinhibitor DAPT zur Akkumulation der 32 kDa Bande von L1CAM. Damit 

konnte im weiteren Verlauf gezeigt werden, dass die Prozessierung des 32 kDa 

Fragments durch die γ-Sekreatase Presenelin zur Freisetzung einer 28 kDa, löslichen 

Domäne (L1-28) in das Zytoplasma führt (Maretzky et al., 2005; Riedle et al., 2009), 

welche letztendlich in den Nukleus translozieren kann (Riedle et al., 2009). Durch 

diese Translokation kann letztendlich eine NF-κB-abhängie Proliferationssteigerung 

vermittelt werden (Kiefel et al., 2012). Mittels Western Blot konnte in allen getesteten 

RB Zelllinien sowie im Zelllysat der humanen Retina sowohl die 32 kDa als auch die 

28 kDa L1CAM Domäne nachgewiesen werden. Damit konnte gezeigt werden, dass 

L1CAM in den RB Zellen und der Retina unterschiedlich prozessiert wird.  

Nachdem der zelllinienspezifische Unterschied der ADAM Expression und der 

Prozessierung von L1CAM nachgewiesen wurde, sollte im Folgenden die ADAM10- 

und ADAM17-abhängige Prozessierung von L1CAM durch die Behandlung mit 

spezifischen Inhibitoren untersucht werden. Auf diese Weise sollte herausgefunden 

werden, ob L1CAM durch die Sheddasen ADAM10 und ADAM17 gleichermaßen oder 

nur von einer der beiden Sheddasen geschnitten wird.  

Für die Untersuchung der ADAM-abhängigen Abspaltung der L1CAM Ektodomäne 

wurde zunächst die Aktivierung der ADAM Aktivität durch die Behandlung der Zellen 

mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) untersucht. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt 

werden, dass die Stimulation der RB Zelllinien RB355 und Y79 mit PMA zu einer 

signifikanten Steigerung der Menge an löslicher L1CAM Ektodomäne im 

Kulturüberstand von Y79 und RB355 führte. Analog zu der in der vorliegenden 

Dissertation beobachteten Zunahme der Menge an L1CAM Ektodomäne im 

Kulturüberstand nach PMA Behandlung konnte bereits von anderen Arbeitsgruppen 

gezeigt werden, dass durch die Behandlung die ADAM17 Zelloberflächenexpression 

induziert (Soond et al., 2005) und z.B. die Aktivität für das ADAM-abhängie 

Prozessieren der Metalloproteinase Meprin verstärkt werden konnte (Herzog et al., 



Diskussion  124 

2014). Die zur PMA Stimulation zusätzliche Hemmung der Sheddasen mit den jeweils 

spezifischen Inhibitoren GI254023X (ADAM10) und TAPI-1 (ADAM17) führte in beiden 

Fällen zu einer Reduktion der Menge an löslicher L1CAM Ektodomäne im 

Kulturüberstand. Somit kann davon ausgegangen werden, dass ADAM10 und 

ADAM17 im Retinoblastom gleichermaßen eine Rolle bei der PMA-stimulierten 

Prozessierung von L1CAM spielen. Die spezifischen Inhibitoren wurden in dieser 

Arbeit gewählt um die Aktivität von ADAM10 und ADAM17 getrennt beurteilen zu 

können. Der Inhibitor GI254023X ist dabei deutlich effektiver in der Hemmung der 

ADAM10 Aktivität (IC50 von 5,3 nM für rekombinantes ADAM10) als der ADAM17 

Aktivität (IC50 von 541 nM für rekombinantes ADAM17) (Scholz et al., 2007). Der 

Breitbandmetalloproteaseinhibitor TAPI-1 ist bei der Untersuchung der in dieser Arbeit 

relevanten ADAMs, ADAM17-spezifisch (Tocris Bioscience, 2020). Die Hemmung der 

endogenen Sheddaseaktivität, ohne vorherige PMA Stimulation, mit den jeweils 

spezifischen Inhibitoren führte ebenfalls in beiden Fällen zu einer Reduktion der 

Menge an löslicher L1CAM Ektodomäne im Kulturüberstand und der Zunahme der 

Menge an gesamten L1-220 im Zelllysat. Damit konnte bestätigt werden, dass neben 

der PMA-stimulierten auch eine endogene ADAM10 und ADAM17 Aktivität in den 

untersuchten RB Zelllinien besteht. Nach der Behandlung der Zellen mit PMA konnte 

eine signifikante Steigerung der Zellviabilität in RB355 und Y79 Zellen detektiert 

werden. Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Behandlung von Melanomzellen 

zu einer signifikanten Steigerung der Proliferation über die Aktivierung der ERK1/2-

Signalkaskade führte (Jørgensen et al., 2005). Eine anschließende Behandlung der 

Zellen mit den jeweiligen Inhibitoren führte jedoch zu keiner signifikanten 

Verminderung der Zellviabilität, mit Ausnahme der Zelllinie RB355 nach Zugabe von 

10 µM TAPI-1. Eine Verwendung der Inhibitoren in den verwendeten Konzentrationen 

zur Reduktion der Zellproliferation und evtl. des Tumorwachstums in Folgeversuchen 

erscheint, ausgenommen für die Verwendung von 10 µM TAPI-1, als nicht zielführend. 

Die Relevanz der in dieser Dissertation untersuchten Sheddasen für das Wachstum 

der RB Tumore wird durch die bereits in anderen Krebsentitäten durchgeführten 

Studien deutlich hervorgehoben. So konnte bereits gezeigt werden, dass im Gliom die 

Zunahme der löslichen L1CAM Ektodomäne durch die Hochregulation von ADAM10 

bedingt ist und die lösliche L1CAM Ektodomäne wurde im Aszitespunktat von 

Patienten mit Ovarial- oder Kolonkarzinomen gefunden (Fogel et al., 2003; Gutwein et 

al., 2005; Gavert et al., 2007). In Zusammenhang mit der L1CAM Ektodomäne konnte 
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in vielen Krebsarten eine stimulierende Wirkung auf die Zellmigration und –invasion 

(van der Maten et al., 2019) beobachtet werden. So führte z.B. die Behandlung von 

Glioblastomzellen mit exosomal gebundenem L1CAM zur Stimulation der Proliferation 

und Migration (Pace et al., 2019). Darüber hinaus führte im Glioblastom die Interaktion 

der L1CAM Ektomdomäne mit ανβ3  und ανβ5 Integrinen zu einer Aktivierung der 

Signalpeptide FAK und FGFR1 und somit zur Stimulation der Proliferation (Shtutman 

et al., 2006; Mohanan et al., 2013). Darüber hinaus kann die Entwicklung von Lungen- 

(Saad et al., 2019; Saad et al., 2020) und Kolorektumkarzinomen (Schmidt et al., 2018) 

in einen Zusammenhang mit der Aktivierung von ADAM17 gebracht werden. In Studien 

konnte bereits gezeigt werden, dass die siRNA-vermittelte, negative Regulation von 

ADAM17 zu einer verminderten Migration und Invasion von nicht-kleinzelligen 

Bronchialkarzinomzellen führte (Lv et al., 2014). Zudem konnte ein anti-tumoraler 

Effekt nach der Behandlung von Brustkrebszelllinien mit einem anti-ADAM17 

Antikörper (Caiazza et al., 2015) und ein vermindertes Wachstum von humanen 

Kolonkarzinomxenotransplantaten durch Behandlung mit einem anti-ADAM10 

Antikörper beobachtet werden (Atapattu Mudiyanselage, Lakmali Saman Kumari 

Atapattu, 2017). Interessanterweise kann zudem die Aktivierung von 

membrangebundenen Rezeptoren durch die Sheddasen-vermittelte Prozessierung, 

wie z.B. die des epidermal growth factor receptor, EGFR, durch EGFR-Liganden 

entweder zur gesteigerten Proliferation oder Apoptose führen, je nachdem welche 

weiteren Signalwege angeschlossen sind. Die Inhibierung der Rezeptoren kann 

wiederum durch die Hemmung der Sheddasen bewirkt werden (Jackson et al., 2003; 

Blobel, 2005). 

In einem ersten Vorversuch konnte bereits gezeigt werden, dass auch in RB355 Zellen 

die Migration in vivo durch die Inhibierung von ADAM10 und ADAM17 mittels 

spezifischer Inhibitoren reduziert werden kann (Daten nicht gezeigt). In klinischen 

Studien wurde jedoch eine hepatotoxische Wirkung der ADAM Inhibitoren 

nachgewiesen (Dreymueller et al., 2015), wodurch die Implementierung der Inhibitoren 

als potentielle medikamentöse Behandlung des Retinoblastoms in der Klinik nicht 

zielführend erscheint. Die Verwendung der selektiven Inhibitoren für die in dieser 

Arbeit durchgeführten Untersuchungen zur Prozessierung von L1CAM und der 

Identifikation welche der Sheddasen daran beteiligt ist, war an dieser Stelle dennoch 

sinnvoll. Auf diese Weise konnte nämlich die Wirkung der einzelnen Sheddasen 

getrennt voneinander untersucht werden. Die Durchführung von shRNA-vermittelten 
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Knockdown Versuchen würde an die in dieser Dissertation dokumentierten 

Beobachtungen anknüpfen, um die Wirkung der ADAM Sheddasen auf die 

Zellviabilität, Proliferation, Apoptose, das Wachstum und die Migration genauer 

untersuchen zu können. Die Untersuchung des shRNA-vermittelten Knockdown von 

ADAM10 und ADAM17 führte in Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe bereits zu 

vielversprechenden Ergebnissen in Bezug auf die Reduktion der Zellviabilität von Y79 

und RB355 Zellen.  

Das Potential der ADAMs als Ziel in der Retinoblastomtherapie eine Anwendung zu 

finden ist aufgrund der bereits erhobenen Daten dieser Arbeit und vorangegangener 

Studien (Saad et al., 2019; Guo et al., 2020; Saad et al., 2020; Xiang et al., 2020) 

vielversprechend, sodass weitere Untersuchungen zur Rolle der ADAM Sheddasen im 

Retinoblastom von wissenschaftlichem Interesse sind.  

 

6.5 L1CAM-assoziierte miRNAs 

Durch microRNAs (miRs) können post-transkriptionelle Regulationsprozesse der 

Genexpression und damit auch die Kontrolle von Tumorwachstum und Metastasen 

kontrolliert werden (Bhaumik et al., 2008; Nicoloso et al., 2009). Neben der bereits 

beschriebenen Prozessierung von L1CAM durch die ADAM Sheddasen besitzen miRs 

direkte regulatorische Wirkung auf die L1CAM Expression weshalb diese als mögliche 

Ziele in der L1CAM-basierten Retinoblastomtherapie vermutet wurden. Daher wurde 

in der vorliegenden Dissertation die Expression von L1CAM-regulierenden miRs in 

verschiedenen RB Zelllinien sowie die direkte Wirkung der miR-146a-5p auf die 

Expression von L1CAM in WERI-Rb1 Zellen untersucht. Des Weiteren wurde die 

Bindung der miR-346 an eine in silico prognostizierte Bindestelle in der 3‘-UTR von 

L1CAM untersucht. 

 

6.5.1 Expression L1CAM-assoziierter miRNAs 

Um zu untersuchen, welche miRNAs eine potentielle Rolle bei der Regulation von 

L1CAM im Retinoblastom haben können, wurde zunächst die Expression der L1CAM-

assoziierten miRNAs in den verschiedenen Retinoblastomzelllinien im Vergleich zur 

humanen Retina mittels quantitativer Real-time-PCR untersucht. MiR-21-3p 

(Doberstein et al., 2014) und miR-29a-3p (Duan et al., 2014) werden als stimulierend 

für die Expression von L1CAM beschrieben,   miRNAs 34a (Schirmer et al., 2014) und 

146a-5p (Hou & Yin et al., 2012) sollen hingegen die Expression von L1CAM hemmen. 
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MiR-146a-5p liegt in allen untersuchten RB Zelllinien im Vergleich zur humanen Retina 

signifikant herunterreguliert vor. Dagegen liegt miR-34a in den meisten der 

untersuchten RB Zelllinie signifikant stärker exprimiert vor als in der humanen Retina. 

Im Vergleich zur humanen Retina liegen miR-29a-3p und miR-21-3p in den 

untersuchten RB Zelllinien differentiell exprimiert vor. Im Vergleich dazu zeigten die 

RB Zelllinien RB355 und Y79 im Vergleich zur humanen Retina eine stärkere L1CAM 

Proteinexpression. Ebenso konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass 

WERI-Rb1 und RB355 Zellen, die eine geringere miR-146a-5p Expression zeigen, 

eine erhöhte L1CAM mRNA Expression aufweisen. Da die Bindung von miR-146a-5p 

in der 3‘-UTR von L1CAM bereits nachgewiesen wurde (Hou & Yin et al., 2012) könnte 

daher die Expression der miR-146a-5p in WERI-Rb1 und RB355 Zellen zu einer 

verminderten L1CAM Expression führen. Für die Zelllinien Y79, Rbl-13, Rbl-30, RB247 

und RB383 besteht dagegen kein Zusammenhang zwischen der verminderten miR-

146a-5p Expression und einer verminderten Expression von L1CAM, da in diesen 

Zelllinien L1CAM im Vergleich zur humanen Retina schwächer exprimiert vorliegt.  

Es wurde bereits eine Hemmung der L1CAM Expression durch die Bindung von miR-

34a in der 3‘-UTR von L1CAM beschrieben (Schirmer et al., 2014). In den meisten der 

untersuchten Zelllinien lag miR-34a im Vergleich zur humanen Retina signifikant 

stärker exprimiert vor (ausgenommen WERI-Rb1 und RB355). Im Vergleich zur 

humanen Retina lag dabei die L1CAM Expression in den Zelllinien Y79, Rbl-13, Rbl-

30, RB247 und RB383 vermindert vor, sodass hier eine Regulation der L1CAM 

Expression durch die signifikant erhöhte miR-34a Expression vorliegen könnte. In den 

Zelllinien WERI-Rb1 und RB355 ist dahingegen die miR-34a im Vergleich zur 

humanen Retina nicht signifikant reguliert, wobei hier gleichzeitig eine erhöhte L1CAM 

Expression vorliegt. Die Regulation der L1CAM Expression durch miR-34a im 

Retinoblastom könnte im Anschluss an diese Arbeit z.B. durch die Behandlung der RB 

Zellen mit miR-34a Inhibitoren untersucht werden. 

Duan et al. (2014) beschrieben die miR-29a-3p als Inhibitor für den RE-1 silencing 

factor (REST), dessen Inhibition wiederum die Expression von L1CAM verstärkt (Duan 

et al., 2014). Ein direkter Zusammenhang der miR-29a-3p Expression und der 

endogenen Expression von L1CAM in den untersuchten RB Zelllinien lässt sich 

anhand der ermittelten Daten der vorgelegten Dissertation nicht treffen. Da die miR-

29a-3p im Vergleich zur humanen Retina in allen untersuchten RB Zelllinien, 

ausgenommen Rbl-13 und Rbl-30, signifikant schwächer exprimiert vorliegt kann eine 
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stimulierende Wirkung auf die L1CAM Expression und damit auf die Proliferation und 

das Tumorwachstum, wie ebenfalls in der vorliegenden Dissertation gezeigt, nur in den 

Zelllinien WERI-Rb1 und RB355 angenommen werden. Da aber in früheren Studien 

bereits gezeigt werden konnte, dass miR-29a-3p im Endometriumkarzinom Apoptose 

induziert und die Invasion der Tumorzellen hemmt (Jiang et al., 2018), ist diese miR 

ein potentiell interessantes, neues miRNA-basiertes Ziel der Retinoblastomtherapie, 

welches im Anschluss an diese Arbeit durch die transiente Überexpression der miR 

oder die Transfektion von miR-29a-3p mimics weiter untersucht werden könnte. 

Zudem passt der Zusammenhang zwischen der allgemein verringerten miR-29a-5p 

Expression in den RB Zelllinien im Vergleich zur humanen Retina, da so in den RB 

Zelllinien die miR-29a keine Apoptose induzieren kann.   

Eine starke, positive Korrelation von L1CAM und miR-21-3p Expression konnte in 

Patientenkohorten renaler, endometrialer und ovarialer Krebserkrankungen 

nachgewiesen werden (Doberstein et al., 2014). MiR-21-3p liegt in den untersuchten 

RB Zelllinien dagegen nicht einheitlich reguliert vor. Anhand der erhobenen Daten 

kann keine Korrelation der miR-21a-3p Expression und der Expression von L1CAM 

festgestellt werden, da eine erhöhte miR-21-3p Expression nicht mit einer gesteigerten 

L1CAM Expression korreliert und umgekehrt.  

Zusätzlich zu den Untersuchungen der miRNAs im Hinblick auf die Expression in den 

verschiedenen RB Zelllinien im Vergleich zur humanen Retina wurde die Expression 

der miR-34a und der miR-146a-5p in sensitiven und Etoposid-resistenten RB Zellen 

untersucht. Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die miR-34a und -146a-

5p in den Etoposid-resistenten WERI-Etop und Y79-Etop Zellen signifikant stärker 

exprimiert vorliegen als in den sensitiven Ursprungszellen. Zudem konnte in den 

Zelllinien RB355-Etop und WERI-Etop, eine deutliche Reduktion des L1CAM 

Proteingehalts im Vergleich zu den sensitiven Ursprungszellen festgestellt werden, 

was möglicherweise auf eine negative Regulation der L1CAM Expression in Etoposid 

resistenten RB Zellen durch die miRs 34a und/oder 146a-5p hindeutet. Um den 

Zusammenhang der verstärkten miR-34a und miR-146a-5p Expression in Etoposid-

resistenten Zellen mit der L1CAM Expression untersuchen zu können, würde an die in 

dieser Arbeit durchgeführten Expressionsuntersuchungen, die Behandlung der Zellen 

mit spezifischen miRNA-Inhibitoren anknüpfen. Auf diese Weise ließen sich die 

miRNAs selektiv hemmen und der Effekt auf die L1CAM Proteinexpression im Western 

Blot darstellen. Zusätzlich könnte im Anschluss an diese Arbeit eine Hemmung der 
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miR-34a durchgeführt werden, um die Effekte auf Proliferation, Zellviabilität und der 

Entwicklung der Etoposidresistenz zu untersuchen. So konnte unsere Arbeitsgruppe 

bereits zeigen, dass die Überexpression der miR-34a eine signifikante Steigerung der 

Sensitivität gegenüber Etoposid, Cisplatin und Vincristin bewirkt (Busch et al., 2019), 

was für die Untersuchung der Anwendung von miR-34a Inhibitoren zur Behandlung 

des Retinoblastoms spricht. Die mögliche Regulation der L1CAM Expression durch 

die Überexpression der miR-146a-5p wird im folgenden Abschnitt diskutiert.  

 

6.5.2 Regulation der L1CAM Expression durch miR-146a-5p 

In einer Studie von Hou et al. wurde im Luciferase Assay bereits die Bindung der miR-

146a-5p an die 3‘-UTR von L1CAM gezeigt (Hou & Xie et al., 2012). Da die miR-146a-

5p in allen untersuchten RB Zelllinien im Vergleich zur humanen Retina schwächer 

exprimiert vorliegt, wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine verstärkte Expression 

von miR-146a-5p die Expression von L1CAM in RB Zellen verringert. In der 

vorgelegten Dissertation wurde gezeigt, dass die Überexpression von miR-146a-5p 

ausschließlich in WERI-Rb1, nicht aber in RB355 und Y79 Zellen, zu einer 

signifikanten Verringerung der L1CAM Proteinexpression führt.  

Funktionell konnte bereits gezeigt werden, dass eine Überexpression der miR-146a-

5p in Y79 und WERI-Rb1 Zellen zu einer signifikanten Steigerung der Apoptoserate 

führt (Liu et al., 2020). Zudem steht eine veränderte Expression der miR-146a-5p in 

einem engen Zusammenhang mit der Progression verschiedener Krebserkrankungen 

(Bhaumik et al., 2008; Jazdzewski et al., 2008; Lin et al., 2008; Wang et al., 2008; 

Hurst et al., 2009; Li et al., 2010; Mei et al., 2011; Paik et al., 2011). Darüber hinaus 

konnte gezeigt werden, dass L1CAM ein Ziel von miR-146a in Magenkrebs darstellt 

und durch diese negativ reguliert wird, was zu einer verminderten Metastasierung führt 

(Hou & Yin et al., 2012). Zudem ist miR-146a in Magenkrebszellen herunterreguliert, 

was mit einer erhöhten Tumorgröße und generell schlechten Verlaufsprognose für die 

Erkrankung des Patienten assoziiert ist (Hou & Xie et al., 2012). Im Magenkrebs steht 

eine verringerte miR-146a Expression nachweislich in Zusammenhang mit der 

Metastasierung in Lymphknoten und der Migration in das venöse Gefäßsystem 

(Tchernitsa et al., 2010; Kogo et al., 2011). Ebenso wirkt miR-146a hemmend auf die 

Ausbildung von Metastasen im Brustkrebs (Hurst et al., 2009), Gliom (Mei et al., 2011) 

sowie NK/T Zell Lymphomen (Paik et al., 2011). 
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Der Knockdown von L1CAM in RB Zelllinien führte, wie in dieser Arbeit beschrieben, 

zu einer erhöhten Apoptoserate.  Analog dazu konnte bereits gezeigt werden, dass die 

Überexpression der miR-146a-5p in RB Zellen ebenfalls zu einer erhöhten 

Apoptoserate führte (Liu et al., 2020). Da die negative Regulation der L1CAM 

Expression durch die miR-146a-5p jedoch ausschließlich in WERI-Rb1 Zellen 

nachgewiesen werden konnte, besteht kein allgemeingültiger Zusammenhang 

zwischen der Überexpression der miR-146a-5p und der Hemmung der L1CAM 

Expression im Retinoblastom und der damit von Liu et al. (2020) beobachteten 

Steigerung der Apoptoserate von RB Zellen. Somit müssen die pro-apoptotischen 

Effekte der miR-146a-5p Überexpression (Liu et al., 2020) über andere Signalwege 

reguliert werden als solche, die durch den Knockdown von L1CAM induziert werden.  

 
6.5.3 Bindung der miR-346 an die 3‘-UTR von L1CAM 

Bei der Untersuchung der differentiellen Expression verschiedener, onkologisch-

relevanter miRs mittels miRNA Array Analyse (Vorarbeiten durch AG Dünker) konnte 

eine Überexpression der miR-346 in Etoposid-resistenten, im Vergleich zu parentalen, 

RB Zellen nachgewiesen werden.  

Im Anschluss an die Array Analysen wurde die Expression der miR-346 in RB Zelllinien 

zunächst in Bezug zur Expression in humanem Retinagewebe und anschließend in 

Bezug von sensitiven zu Etoposid-resistenten RB Zellen mittels quantitativer Real-

time-PCR untersucht. Bei der Expression der miR-346 ist keine einheitliche Tendenz 

der Expression in den untersuchten RB Zelllinien im Vergleich zur humanen Retina zu 

erkennen. Nur in WERI-Etop Zellen ist die miR-346 signifikant stärker exprimiert als in 

den jeweiligen sensitiven Ursprungszellen. In diesen Zellen lag auch die L1CAM 

Proteinexpression im Vergleich zu den parentalen Zellen verringert vor. Aufgrund 

dieser Beobachtung wurde vermutet, dass die Expression der miR-346 an der post-

translationalen Repression der L1CAM Expression beteiligt sein könnte. Für den 

Nachweis der Bindung der miR-346 in der 3‘-UTR von L1CAM wurde daher zunächst 

eine in silico Analyse durchgeführt, die eine mögliche Bindestelle ergab. Nachfolgend 

wurde zur funktionellen Untersuchung der miR-346 Bindung an die prognostizierte 

Bindestelle in der 3‘-UTR von L1CAM ein Reporter- und miR-346 

Überexpressionsplasmid kloniert. Die Bindung der miR-346 an die Bindestelle in der 

L1CAM-3‘-UTR konnte im Luciferase Assay jedoch nicht bestätigt werden. Die miR-

346 hat somit keine direkte regulatorische Wirkung auf die L1CAM Expression. Die 
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miR-346 wurde jedoch bereits in vorangegangenen Studien in Zusammenhang mit 

verschiedenen Krebsentitäten beschrieben. So wurde miR-346 bereits in 

Brustkrebszelllinien als Tumorinduktor identifiziert, da die Überexpression durch eine 

miR-346 mimic in vitro zu einer gesteigerten Docetaxel-Resistenz und gesteigerten 

Zellproliferation führte (Yang et al., 2017). Ebenso bewirkt die Überexpression der 

miR-346 das Zellwachstum sowie die Invasivität von nicht-kleinzelligen 

Bronchialkarzinom- (Sun et al., 2016) und Leberzellkarzinomzellen (Guo et al., 2018). 

In einem ersten Vorversuch unserer Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, 

dass eine miR-346 Überexpression in Y79 Zellen zu einer gesteigerten Zellviabilität 

führt, ohne dabei die Proteinexpression von L1CAM signifikant zu beeinflussen (Daten 

nicht gezeigt). Eine Hemmung der miR-346 durch Inhibitoren könnte deren positiven 

Effekt auf die Zellviabilität von Y79 Zellen umkehren, was im Anschluss an diese Arbeit 

und in Hinblick auf weitere neue Ziele für die Retinoblastomtherapie weiter untersucht 

werden könnte. 
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7 Zusammenfassung  

Das neuronale Zelladhäsionsmolekül L1CAM liegt in einer Vielzahl von 

Krebserkrankungen stärker exprimiert vor als in gesundem Gewebe und ist daher ein 

vileversprechendes Ziel für neue Therapieansätze. Eine Überexpression von L1CAM 

geht im Allgemeinen mit fortgeschrittener Tumorerkrankung und schlechter Prognose 

für den Verlauf der Erkrankung einher. Die vorliegende Dissertationsschrift beschreibt 

die Rolle von L1CAM im Retinoblastom (RB), der am häufigsten auftretenden, 

malignen Augenerkrankung des frühen Kindesalters. Es wurden in RB Zelllinien, 

Patientenproben sowie chemosensitiven und resistenten RB Zellen unterschiedliche 

Expressionsmuster von L1CAM nachgewiesen. Der Lentivirus-vermittelte L1CAM 

Knockdown führte zu einer signifikanten Erhöhung der Apoptose sowie einer 

Reduktion der Zellviabilität, der Proliferation, dem Zellwachstum und der 

Koloniebildungskapazität, wohingegen L1CAM-überexprimierende RB Zellen 

gegenteilige Effekte aufzeigten. Es wurde eine signifikant verringerte Tumorbildungs- 

und migrationskapazität im Chorioallantoismembran (CAM) Assay nach dem 

Knockdown von L1CAM nachgewiesen. Eine stabile L1CAM Überexpression 

verstärkte die Tumorbildung, hatte aber keine Auswirkung auf das Migrationspotential 

in vivo. Zudem konnte gezeigt werden, dass ein L1CAM Knockdown die Zellviabilität 

von Etoposid-resistenten RB Zellen in vitro sowie das Tumorbildungspotential in vivo 

verringert. Die untersuchten L1CAM Sheddasen ADAM10 und ADAM17 sind beide 

gleichermaßen differentiell in RB Zelllinien exprimiert und es konnte eine ADAM-

abhängige Prozessierung von L1CAM detektiert werden. Die lösliche L1CAM 

Ektodomäne konnte im Kulturüberstand von RB355, WERI-Rb1 und Y79 Zellen 

nachgewiesen werden, was dessen Rolle bei der Tumorzellproliferation und der 

Signaltransduktion unterstreicht. Ebenso konnten die Proteine Ezrin, Galectin-3 und 

FGFb als Zielgene von L1CAM in RB Zellen identifiziert werden. Des Weiteren konnte 

eine erhöhte Vimentin Expression in L1-überexprimierenden RB247 Zellen 

nachgewiesen werden, was auf die Rolle von L1CAM während der EMT hindeuten 

könnte. Die Überexpression von miR-146a-5p führte in einer von drei untersuchten RB 

Zelllinien zu einer signifikanten Reduktion der L1CAM Proteinexpression. Eine 

Bindung der miR-346 an eine in silico prognostizierten Bindestelle in der 3‘-UTR von 

L1CAM konnte jedoch nicht nachgewiesen werden. Zusammenfassend stellen 
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L1CAM, dessen Zielgene Ezrin, Galectin-3 und FGFb sowie die Shedassen ADAM10 

und ADAM17 mögliche Ziele für neue RB Therapien dar. 
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8 Abstract 

The neuronal cell adhesion molecule L1CAM is differentially expressed in a variety of 

human cancers and a promising target for novel cancer therapies. Overexpression of 

L1CAM is associated with advanced cancer stages and a poor prognosis for the 

patients’ course of disease. The doctoral thesis presented focuses on the role of 

L1CAM in retinoblastoma (RB), the most common malignant intraocular childhood 

tumor. Differential expression patterns for L1CAM in RB cell lines were observed, both 

in parental and chemoresistant cell lines as well as in patient samples. Lentiviral 

L1CAM knockdown induced apoptosis and reduced cell viability, proliferation, growth 

and colony formation capacity of RB cells, while L1CAM overexpressing RB cells 

showed exact opposite effects. Decreased tumorigenic and migration potential of RB 

cells in vivo were revealed by chicken chorioallantoic membrane (CAM) assays. Stable 

overexpression of L1CAM increased the tumorigenic potential of RB247 cells in vivo 

but had no effect on migration capacity. Moreover, L1CAM depletion decreased the 

tumorigenic potential and cell viability of etoposide resistant RB cell lines upon 

etoposide treatment in vitro and in vivo. Both L1CAM sheddases, ADAM10 and 

ADAM17, were found to be likewise differentially expressed in the RB cell lines 

investigated. Hence, an involvement in L1CAM processing in RB cells could be 

verified. The soluble L1CAM ectodomain was found in cell culture supernatants of 

RB355, WERI-Rb1 and Y79 cells suggesting a role in tumor cell proliferation and 

signaling. Besides, ezrin, galectin-3 and FGFb as L1CAM downstream signaling target 

genes in RB cells. Furthermore, vimentin expression is increased upon L1-

overexpression, indicating the role of L1CAM in EMT-associated cellular processes in 

RB. Overexpression of miR-146a-5p significantly downregulate L1CAM levels in 

WERI-Rb1 but not in RB355 and Y79 RB cell lines. Binding studies of miR-346 at the 

in silico proposed binding site in the 3’-UTR of L1CAM could not be verified by 

luciferase assays. Summing up, one can state that L1CAM, it’s signaling targets ezrin, 

gal-3, FGFb and its processing sheddases are potential novel targets for future 

therapeutic RB approaches. 
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Appendix Abbildung 1: Effekte eines L1CAM Knockdowns (shL1) und einer L1CAM Überexpression (L1OE) 
auf das Zellüberleben verschiedener humaner Retinoblastomzelllinien 

Prozentualer Anteil toter Zellen ermittelt durch Trypanblauausschlussfärbung zu unterschiedlichen Zeitpunkten, 
bezogen auf die Gesamtzellzahl. Die Balkendiagramme mit Fehlerbalken repräsentieren den Mittelwert ± SEM von 
mindestens drei unabhängigen Versuchsansätzen. ns p>0,05; *p<0,05; **p<0,01 oder ***p<0,001 statistisch 
signifikanter Unterschied ermittelt durch einen unpaarigen studentischen t-Test. 

 
Appendix Abbildung 2: Repräsentative Mikroskopieaufnahmen von grün fluoreszierenden, GFP-markierten 
RB Zellen in der unteren Chorioallontoismembran. 

Repräsentative Mikroskopiebilder von CAM Stanzen nach der CAM-Venen Injektion von RB355-GFP und WERI-
GFP RB L1CAM Knockdown (shL1) Zellen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollzellen (ctr). Vergrößerung: 100x; 
Maßstabsbalken: 64 µm. 
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Appendix Abbildung 3: Etablierung der transienten Transfektion von Rbl-30 und RB247 Zellen mit Fugene 
HD (Promega). 

Detektion der GFP Fluoreszenz 72 h nach der Transfektion von Rbl-30 (B) und RB247 Zellen (A, C) mit dem GFP 
Expressionsplasmid pCS2+_hrGFP zu unterschiedlichen Bedingungen mittels Fluoreszenzmikroskopie. 
Maßstabsbalken: 64 µm. 
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Appendix Abbildung 4: Tumorbildungskapazität von Etoposid-resistenten RB Zellen nach L1CAM 
Knockdown und simultaner Behandlung mit Etoposid. 

Der Vergleich der Tumorbildungskapazität der RB355-Etop, WERI-Etop und Y79-Etop Zellen nach L1CAM 
Knockdown (shL1, +) im Vergleich zu Zellen, die mit Kontrollviruspartikeln behandelt wurden (shL1, -). 
Transduzierte RB Zellen wurden mit der jeweiligen Kultivierungskonzentration von Etoposid (Etop, +) behandelt 
und an Entwicklungstag (E) 10 auf die Chorioallantoismembran (CAM) appliziert. An E17 wurden die Tumore 
präpariert und die Tumorformierungskapazität (Anzahl inokulierter Eier/Anzahl Tumore) bestimmt. Die 
Balkendiagramme mit Fehlerbalken repräsentieren den Mittelwert ± SEM von mindestens drei unabhängigen 
Versuchsansätzen. ns p>0,05 statistisch signifikanter Unterschied ermittelt durch den unpaarigen studentischen t-
Test. 

 
 

 
Appendix Abbildung 5: Caspase-3/7-Aktivität in WERI-Rb1-Zellen nach L1CAM Knockdown. 

Relative Caspase-3/7 Aktivität nach L1CAM (shL1) Knockdown im Vergleich zu WERI-Rb1 Zellen, die mit 
Kontrollviruspartikeln (ctr) transduziert wurden. Das Balkendiagramm mit Fehlerbalken repräsentiert den Mittelwert 
± SEM von drei unabhängigen Versuchsansätzen ***p<0,001 statistisch signifikanter Unterschied ermittelt durch 
den paarigen studentischen t-Test. 
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