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2. Darstellung der Publikation 

2.1 Einleitung - Das maligne Melanom 

Das maligne Melanom ist eine von den Melanozyten der Haut ausgehende bösartige 

Neoplasie. Jährlich erkranken in Deutschland rund 23.000 Männer und Frauen (zu 

etwa gleichen Anteilen) an einem malignen Melanom. [1] In Deutschland hatte das 

maligne Melanom der Haut im Jahre 2016 einen prozentualen Anteil von 4,7% der 

Krebsneuerkrankungen bei Männern und 4,8% der Krebsneuerkrankungen bei 

Frauen. [2]  

Seit im Jahre 2008 bundesweit ein Hautkrebsscreening eingeführt wurde, werden 

Melanome deutlich häufiger in einem frühen Stadium diagnostiziert. Zwei Drittel der 

neu entdeckten malignen Melanome befindet sich noch im frühen T1-Stadium 

(Tumordicke ≤ 1mm nach Breslow). [3] Dank der frühzeitigen Diagnose und Therapie 

des malignen Melanomes betrug 2016 in Deutschland die 5-Jahres-Überlebensrate 

bei Frauen 93% und bei Männern 91%.[3] 

Von dem Primärtumor selbst geht in der Regel für die Patienten keine tödliche 

Gefahr aus, das maligne Melanom neigt jedoch zu einer hohen Metastasierungsrate. 

Es metastasiert bevorzugt auf dem lymphatischen Weg in Lymphknoten und die 

umliegende Haut oder auf dem hämatogenen Weg in Lunge, Leber, Knochen oder 

Gehirn.[4] 

Solange das maligne Melanom die Basalmembran der Epidermis nicht durchbrochen 

und nicht metastasiert hat, kann es durch einfaches Ausschneiden kurativ therapiert 

werden.[5] Liegen bei Diagnosestellung bereits Lymphknotenmetastasen vor, sinkt die 

5-Jahres-Überlebensrate deutlich auf 25-50%.[6] Bei Vorliegen von Fernmetastasen 

sinkt die 5-Jahres-Überlebensrate auf unter 20%.[4] 

Bei Vorliegen von Fernmetastasen kann eine Chemotherapie das Überleben der 

Patienten verlängern, eine Heilung kann jedoch nur sehr selten erreicht werden, ein 

Wiederkehren von Tumor und Metastasen bei Entwicklung von Resistenzen gegen 

die Chemotherapeutika innerhalb weniger Monate ist häufig.[4],[6] Eine Kombination 

verschiedener Chemotherapien führt zu einem längeren Überleben, ist jedoch nur 

unter spezifischen Voraussetzungen (z.B. BRAF Mutation) möglich.[7]  

Die Entwicklung neuer Chemotherapeutika mit anderen Angriffspunkten ist dringend 

notwendig, um die Therapieoptionen bei metastasiertem malignen Melanom 
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entscheidend zu erweitern. Eine Vielzahl an Proteinen, die sich als Ziel für neue 

Therapien anbieten könnten, ist bereits bekannt, jedoch noch nicht eingehend auf 

ihre Bedeutung in der Metastasierungskaskade hin untersucht. Eines davon ist das 

Oberflächenmolekül L1 cell adhaesion molecule (L1CAM).  

L1CAM ist ein 140kD großes Transmembranprotein, das zu den 

Zelladhäsionsmolekülen der Immunglobulinsuperfamilie zählt. Es spielt unter 

anderem eine Rolle bei Wachstum und Differenzierung von neuronalen Zellen. Als 

Homodimer bewirkt es eine Zelladhäsion auch bei verschiedenen nichtneuronalen 

Zellen. L1CAM wurde die CD (Cluster of differentiation) Nummer 171 zugeordnet.[8],[9] 

Es konnte bereits in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass eine starke 

Expression von L1CAM in unterschiedlichen Tumorarten einen prognostisch 

ungünstigen Faktor darstellt.[10] Tumore mit erhöhter L1CAM-Expression wiesen eine 

verstärkte Metastasierung[11], ein ungünstigeres Grading, ein invasiveres Wachstum 

und eine schlechtere Überlebensprognose auf.[12] Dies wurde bisher unter anderem 

für Pankreasgangs[13]- und Gallenblasen[14],[15]- , Mamma[16]-, Ovarial-[17] und das 

Kolorektale Karzinom[18] gezeigt.  

Auch in Präparaten von Melanomen und Metastasen von Melanomen zeigte sich in 

der immunhistochemischen Färbung häufig eine erhöhte Expression von L1CAM 

besonders in den invasiven Wachstumszonen.[19]  

Ziel dieser Arbeit war es, zu untersuchen, ob eine Unterdrückung des 

Oberfächenmoleküls zu einer Reduktion der Metastasierung führt und somit 

gegebenenfalls einen neuen Ansatz zur Entwicklung weiterer medikamentöser 

Therapieoptionen des metastasierten/metastasierenden malignen Melanomes bietet. 

Dazu führten wir sowohl in vitro als auch in vivo Versuche mit zwei Melanomzelllinien 

nach Knockdown von L1CAM durch. 

2.2 Material und Methoden - Die Melanomzellinien MV3 und MeWo 

Sowohl MV3 als auch MeWo sind Zelllinien von humanen Melanomen, die bereits in 

der Melanomforschung etabliert sind.[20] Beide verwendeten Zelllinien sind vom 

Leibniz Institute DSMZ - German Collection of Microorganisms and Cell Cultures 

GmbH zertifiziert. Es ist bekannt, dass MeWo im Wildtyp deutlich mehr L1CAM 

exprimiert als MV3. Wir nutzten für diese Arbeit bewusst diese beiden Zelllinien mit 

ihren unterschiedlichen L1CAM high und low Expressionsprofilen. 
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Knockdown von L1CAM 

Zur Herstellung stabiler Zelllinien mit einem Knockdown des Proteins L1CAM 

(Silencing) wurde ein für eine zur mRNA für L1CAM komplementäre shRNA lentiviral 

mittels des Vektors pLVX in die MeWo und MV3 Zellen eingebracht (Transduktion). 

Im Genom der Zellen eingebaut, codiert diese Gensequenz für eine shRNA, welche 

die mRNA für L1CAM inaktiviert. Im Folgenden sind die erfolgreich mit einem stabilen 

Knockdown von L1CAM hergestellten Subzelllinien benannt als MeWoL1kd und 

MV3L1kd. 

Um eine Vergleichbarkeit zu gewährleisten, wurden Kontrollzellen beider Zelllinien 

mit einem Plasmid einer gegen die mRNA der Luciferase des Glühwürmchens (firefly 

luciferase) gerichteten shRNA transfiziert. Es entstanden die Kontrollsubzelllinien 

MeWoLuc und MV3Luc.  

Die transduzierten Zellen wurden durch Puromycinresistenz selektiert und mittels 

Durchflusszytometrie auf die Expression von L1CAM untersucht. Es zeigte sich eine, 

im Vergleich zum Wildtyp (MeWoLuc/MV3Luc), >85% (MeWoL1kd) und >75% 

(MV3L1kd) reduzierte Expression von L1CAM. 

In vitro Versuche 

Nach erfolgreicher Herstellung der Subzelllinien mit stabilem Knockdown von L1CAM 

wurde zunächst das Verhalten der Zellen bei Simulation unterschiedlicher für die 

Metastasierung relevanter Schritte in vitro untersucht.  

Innerhalb von 48 Stunden proliferierten MeWoL1kd signifikant mehr und bildete mehr 

Kolonien als MeWoLuc. MV3L1kd proliferierte signifikant weniger als MV3Luc, im 

Koloniebildungsverhalten zeigte sich bei beiden MV3 Zelllinien kein Unterschied. 

Das Invasionsverhalten wurde mittels des BioCoat Systems untersucht, hier zeigte 

sich keine signifikante Veränderung des Invasionsverhalten in vitro durch den 

Knockdown bei beiden Zelllinien.  

Adhärenz an Epithelzellen (HUVEC) bei Scherkräften zeigte sich bei MeWoL1kd im 

Vergleich zum Wildtyp signifikant gesteigert, bei MV3 kam es zu weniger Adhärenz 

durch Knockdown von L1CAM. 

Die Diversität der in vitro Ergebnisse sowohl innerhalb der Zelllinien als auch 

zwischen ihnen spiegelt wider, dass der Metastasierungsprozess ausgesprochen 
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kompliziert und multifaktoriell bedingt ist. Das Zellverhalten in vitro beleuchtet 

lediglich Einzelaspekte der Metastasierungskaskade und kann daher keine finalen 

Rückschlüsse auf die Rolle von L1CAM in ebenjener zulassen.  

Zur weiterführenden und realitätsnäheren Überprüfung unserer Fragestellung 

bedienten wir uns eines etablierten Xenograft Mausmodelles [20] zur Untersuchung 

des Verhaltens der Knockdownzellen in vivo. 

Mausmodell mit humanen Tumoren (Xenograft) 

Ausgewählt wurde eine Mauslinie (Balb/c) mit severe combined immune deficiency 

(SCID).  Durch eine Mutation besitzen SCID-Mäuse keine funktionellen B- und T-

Lymphozyten. Aufgrund dieser Schwäche des Immunsystems sind die Mäuse nicht in 

der Lage, fremde oder entartete Zellen abzustoßen und eignen sich somit gut für die 

in vivo Untersuchung von humanen Tumoren in Tieren.  

Das Experiment wurde von der Behörde für Soziales, Familie, Gesundheit, 

Verbraucherschutz; Amt für Gesundheit und Verbraucherschutz Hamburg genehmigt 

und unter der Projektnummer G10/55 geführt. Eine Bewilligung des Versuches durch 

die Ethikkommission war im Vorfeld erfolgt. Die Haltung der Tieren und die 

Durchführung des Experiments erfolgten nach „UKCCR guidelines for the welfare of 

animals in experimental neoplasia“.[21]  

40 Mäuse wurden in vier Gruppen eingeteilt, je eine Gruppe von zehn Tieren pro 

Subzelllinie (MeWoL1kd, MeWoLuc, MV3L1kd, MV3Luc).  

Den Mäusen wurden in CO2/O2-Narkose je 106 Zellen der jeweiligen Zelllinie 

unterhalb des rechten Schulterblattes subkutan injiziert. 

Die Mäuse wurden im Verlauf täglich gesichtet. Beurteilt wurde das (Sozial-) 

Verhalten und Aussehen der Mäuse, Tumorwachstum und geschätztes Tumorgröße, 

Haut und Fell über dem wachsenden Tumor. Bei krank/gestresst wirkender Maus, 

verändertem Fress-/Sozial-/Bewegungsmuster, Ulzeration der Haut oberhalb des 

Tumors oder Erreichen eines geschätzten Tumorgewichts von 10% des 

Mausgewichts galten die Endpunkte als erreicht und die Mäuse wurden getötet und 

die Organe zur Probengewinnung entnommen.  

Nach einer Betäubung mittels gewichtsadaptierter (10 µl/g Körpergewicht [µl 

=Mikroliter, g=Gramm]) subkutaner Injektion einer Mischung aus 8% Xylazin, 12% 
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Ketamin und 80% Kochsalzlösung wurde der Maus mittels kardialer Punktion 200 µl 

Blut entnommen anschließend erfolgte die Tötung durch zervikale Dislokation. 

Die Zeit bis zum Eintreten eines der o.g. Endpunkte wurde als Überlebenszeit 

definiert. Die Überlebenszeit unterschied sich in den jeweiligen, zu einer Zelllinie 

gehörenden Subzelllinien (L1kd vs Luc) nicht signifikant. 

Aus der MV3-Gruppe konnten je neun Tiere aus MV3L1kd und MV3Luc in die 

weiterführenden Versuche eingehen, je ein Tier starb vorzeitig, ohne einen der 

definierten Endpunkte erreicht zu haben.  

In der ersten Versuchsreihe mussten in den MeWo-Gruppen vier Tiere in der 

MEWoL1kd und in der MeWoLuc-Gruppe drei Tiere aufgrund der Entwicklung eines 

murinen Lymphoms vorzeitig getötet werden. Diese vorzeitig verstorbenen Tiere 

konnten nicht für die weiterführenden Versuche verwendet werden.  

Die Versuchsreihe der MeWo Zelllinie wurde mit 30 Tiere in zwei Gruppen 

wiederholt. Aus dieser Gruppe konnten die Proben von 26 Tieren in die 

weiterführenden Versuche eingehen (14 MeWoL1kd und 12 MeWoLuc). 

Die linke Lungenhälfte der Mäuse wurde kryokonserviert und für eine quantitative 

real time (qRT)-PCR (polymerase-chain-reaction) verwendet, um quantitativ den 

Anteil von humaner DNA (Desoxyribonukleinsäure) aus den humanen 

Melanomzellen nachzuweisen. Die rechte Lungenhälfte wurde histologisch 

aufgearbeitet, so konnten Metastasen im Lichtmikroskop gezählt und qualitativ 

beurteilt werden. Auch Blut und Knochenmark, gewonnen aus kardialer Punktion 

respektive aus beiden Oberschenkelknochen, wurden mithilfe der qRT-PCR auf 

humane DNA, also zirkulierende (circulating tumor cellc = CTC) beziehungsweise 

eingewanderte Tumorzellen (disseminated melanoma cells = DMC) überprüft.  

Des Weiteren wurden die Primärtumoren zur Hälfte in Paraffin gebettet, die andere 

Hälfte wurde zur RNA (Ribonukleinsäure) Microarrayanalyse im Verlauf zunächst 

kryokonserviert.  

Quantifizierung der humanen DNA in mauseigenen Geweben 

Zunächst erfolgte die Isolierung der DNA aus den für die PCR Analyse bestimmten 

Geweben (linke Lungenhälfte, Knochenmark, Blut), es schloss sich die 

Vervielfältigung der humane DNA in der PCR an.  
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Für diese Arbeit fanden Primer für Alu-Sequenzen Verwendung, die nur in humaner 

DNA vorkommen. Somit wurde nur humane DNA in der PCR vervielfältigt. Durch 

Zugabe des Fluoreszenz-Farbstoffes SYBR-green, der in der vervielfältigten DNA 

interkaliert, entsteht im LightCylcer ein Lichtsignal, welches proportional zur Menge 

der humanen DNA im Versuchsansatz ist. Somit kann eine quantitative Bestimmung 

der Menge humaner DNA erfolgen. Je mehr humane DNA vorhanden ist, desto 

stärker muss eine Einwanderung humaner Zellen aus dem Primärtumor 

(Metastasierung) in das jeweilige Gewebe stattgefunden haben. So wurden die 

Anteile humaner DNA in der isolierten DNA aus Lungen, Knochenmark und Blut 

bestimmt. 

Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied innerhalb der Zelllinie zwischen L1kd 

und Luc in der Menge der humanen DNA in den Lungen der Mäuse, ebenso wenig in 

der Menge der CTC. 

Im Knochenmark der Mäuse fand sich insgesamt sehr wenig humane DNA, in vielen 

Proben gar keine. Es scheinen also nur vereinzelte Zellen in das Knochenmark der 

Mäuse eingewandert zu sein. Es zeigte sich jedoch, dass sowohl in der MeWo 

Gruppe als auch in der MV3 Gruppe signifikant häufiger humane DNA im 

Knochenmark der Luc-Subgruppen zu finden war, dass also sowohl bei MeWoL1kd 

als auch bei MV3L1kd weniger Einwanderung von Tumorzellen in das Knochenmark 

stattgefunden hatte. 

Auf die Anzahl der im Blut zirkulierenden Tumorzellen (CTC) hatte ein Knockdown 

von L1CAM keinen Einfluss, hier zeigten sich keine signifikanten Unterschiede bei 

beiden Subgruppen (Luc vs L1kd) einer Zelllinie. 

Genexpressionsanalyse 

Ribonukleinsäure (RNA) wurde aus den Tumorproben extrahiert und eine 

Genexpressionsanalyse mittels GeneChip Human Transcriptome Array 2.0 

durchgeführt. 

Konkordant und signifikant zeigten sich im Vergleich zum Wildtyp in beiden Zelllinien 

17 Gene reguliert, in den einzelnen Zelllinien waren auch weitere Gene jedoch unter 

den Zelllinien unterschiedlich herauf- und herabreguliert. 
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Das Muster dieser Regulationen wies deutlich auf eine zentrale Rolle von Tumor 

Growth Factor β (TGFβ) für Begünstigung von Metastasierung hin. TGFβ selbst war 

in den MeWoL1kd fünffach herabreguliert. 

Ebenso zeigte sich eine Herabregulation von Genen, welche als an der epithelial-

mesenchymale Transition (EMT) beteiligt bekannt sind. Eine Ausnahme stellte die 

erhöhte Expression von Jagged1 und Notch1 in MeWoL1kd dar, welche auch in der 

immunhistochemischen Färbung bestätigt werden konnte.  

Zwischen den MV3 Subzelllinien ließ sich kein signifikanter Unterschied in der 

Expression von Jagged1 und Notch1 darstellen, auch dies entsprach den 

Ergebnissen der Immunhistochemie.  

In beiden Zelllinien ließ sich im Knockdown eine Heraufregulation von p53/p21 

zeigen, in MeWo jedoch deutlicher als in MV3. 

Die Zusammenschau legt die Vermutung nahe, dass eine verminderte 

Metastasierung der Subzelllinien mit L1CAM Knockdown unter anderem durch die 

verminderte Aktivität von TGFβ, an der EMT beteiligten Genen, sowie der 

Heraufregulation von p53/p21 bedingt ist.  

Histologie 

Nach Zerkleinerung der rechten Lungenhälften, Einbettung in Paraffin und 

Aushärtung der Paraffinblöcke, erfolgte die Herstellung von 5µm dünnen 

Schnittpräparaten mit einem Mikrotom. Dabei wurde jeder 10. Schnitt nach 

Anschneiden des Präparates aufgefangen und auf einem Objektträger fixiert. Auf der 

Hälfte des Präparates wurde eine Serie von zwanzig unmittelbar aufeinander 

folgenden Schnitten auf speziellen Objektträgern für Immunhistochemie aufgefangen 

und fixiert. Das Schneiden der Lungenpräparate führte sich fort, bis kein Gewebe 

mehr im Paraffinblock vorhanden war, so konnte eine gesamte Schnittzahl als Maß 

der Größe der Lunge ermittelt werden. 

Um die sich in der rechten Lungenhälfte befindenden Metastasen auszählen zu 

können, wurden von jedem Präparat zehn Schnitte nach dem Aspekt der 

angeschnittenen Fläche ausgewählt. Dabei lag das Augenmerk darauf, diejenigen 

zehn Schnitte aus zu wählen, auf denen der größte Teil des Präparates 

angeschnitten war. Es folgte eine Färbung der Schnitte mit Hämatoxylin-Eosin-
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Färbung (HE-Färbung). In der HE-Färbung erscheint das mauseigene 

Lungengewebe rot, die Metastasen hingegen blau-violett, neuronale Strukturen blau.  

Die Schnittpräparate wurden mäanderförmig durchgemustert und so in jedem Schnitt 

die Anzahl der Metastasen bestimmt. Beim Auszählen der Metastasen war nur die 

interne Nummer der Maus auf dem Objektträger vermerkt, nicht jedoch ob es sich bei 

dem Ursprungstumor um die Zellen mit Knockdown oder Wildtyp handelte. Das 

Zählen erfolgte unter Zuhilfenahme eines Hand-/Klickzählers. 

Die Anzahl der Metastasen in der rechten Lungenhälfte konnte folgendermaßen 

berechnet werden: ((M10/10) x Sges) – (0,2 x ((M10/10) x Sges)) 

M10 = Anzahl Metastasen in den zehn Schnitten eines Präparates 

 Sges = Zahl aller Schnitte des Präparates 

Durch diese Formel wird berücksichtigt, dass in den nicht ausgezählten Schnitten 

des Präparates weniger Lungengewebe und somit auch weniger Metastasen 

vorhanden sind.  

Es zeigten sich in beiden Gruppen signifikant mehr Metastasen in den Lungen 

derjenigen Mäuse, welche Tumore mit dem L1CAM Wildtyp (MeWoLuc und MV3Luc) 

getragen hatten. Bezogen auf Überlebensdauer und Tumorgröße zeigten sich 7,26-

mal mehr Metastasen.  

Qualitativ erschienen die Metastasen bei L1kd Tumoren im Schnitt größer zu sein. 

Hierzu erfolgte jedoch keine standardisierte Auswertung. Dies könnte erklären, dass 

in den mithilfe der PCR untersuchten Lungengewebe quantitativ kein signifikanter 

Unterschied an humaner DNA zwischen den Gruppen L1kd und Luc beider Zelllinien 

darstellen ließ: in den Lungen der Mäuse mit Tumoren aus L1CAM Knockdown 

Subzelllinien waren weniger Metastasen, diese waren jedoch größer, umfassten also 

mehr Zellen und somit mehr humane DNA. 

Mithilfe immunhistochemischer Methoden wurden sowohl Schnitte von Tumoren als 

auch von Lungen aller vier Subzelllinien auf L1CAM angefärbt.  

Wie bereits beschrieben, ist bekannt, dass MeWo im Wildtyp viel L1CAM, MV3 

jedoch bereits im Wildtyp wenig L1CAM exprimiert. [20] Es zeigte sich bestätigend 

eine kräftige Färbung bei MeWoLuc (Wildtyp) jedoch auch eine schwache, aber 

deutliche Färbung in den Präparaten von MeWoL1kd. Bei der Färbung von 
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Präparaten beider Subgruppen der Zelllinie MV3 musste die Färbung dahingehend 

modifiziert werden, dass nach der Anwendung des primären Antikörpers eine 

Verstärkung durch das K5005 AP/RED Rabbit/Mouse staining Kit notwendig war. 

Im Verlauf erfolgten auch immunhistochemische Färbungen für Jagged1 (Jag1), 

Notch1, p53, p21, p38. Auch nach diesen Färbungen fand das K5005 AP/RED 

Rabbit/Mouse staining Kit Anwendung.  

Eine erhöhte Expression von Jag1 und Notch1 in den L1kd ließ sich deutlich in der 

MeWoL1kd Subgruppe darstellen. MV3 zeigte bereits im Wildtyp mehr Expression 

von Jag1/Notch1 als MeWo. Es ließ sich keine Veränderung bei Knockdown 

darstellen. 

3. Diskussion  

In vitro ließ sich kein eindeutiger Einfluss von L1CAM auf Einzelschritte des 

komplizierten Metastasierungsprozesses zeigen. Ein Einfluss zeigte sich im 

Tierversuch, der realen Bedingungen bekanntermaßen wesentlich näher ist, jedoch 

umso deutlicher. Interessant ist, dass der Einfluss von L1CAM Expression auf das 

Metastasierungsgeschehen sowohl in der Zelllinie der im Wildtyp viel L1CAM 

exprimierenden MeWo, als auch in der im Wildtyp wenig L1CAM exprimierenden 

MV3 Zellen, zu beobachten ist.  

L1CAM könnte also als Ziel eines neuen Therapeutikums sowohl bei Patienten mit 

malignen Melanomen mit einer hohen sowie mit einer niedrigen L1CAM Expression 

dienen. Des Weiteren ist L1CAM ein Oberflächenprotein, welches nicht auf allen 

körpereigenen Zellen exprimiert wird, so dass eine Selektion der Wirkung eines 

potenziellen Therapeutikums auf wenige Gewebe stattfindet, unerwünschte 

Arzneimittelwirkungen könnten somit reduziert werden. 

Bei welchem Schritt der Metastasierungskaskade L1CAM exakt begünstigend 

einwirkt, bleibt Gegenstand zukünftiger Untersuchungen. Es scheint jedoch nicht das 

Auswandern der Zellen aus dem Tumor ins Gefäßsystem (in dieser Arbeit in Form 

der CTC untersucht) zu begünstigen. 

Ein weiteres Protein, welches in weiteren Arbeiten untersucht werden sollte, ist 

Jagged 1. Jagged1 zeigte sich als einziges unter den ansonsten nach L1CAM 

knockdown herabregulierten EMT-assoziierten Genen überexprimiert, scheinbar zur 

Kompensation des stillgelegten L1CAMs. 
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5. Zusammenfassung Deutsch 

Das maligne Melanom ist ein aggressiv metastasierender Tumor der Haut. Hat eine 

Streuung von Tumorzellen stattgefunden, sinken die Heilungschancen dramatisch. 

Es ist daher von großer Bedeutung, zusätzliche Therapeutika mit neuen 

Wirkmechanismen zu entwickeln, die eine individualisierte Therapie auch nach 

stattgehabter Metastasierung ermöglichen und eine weitere Metastasierung 

verhindern. Eine Vielzahl von Proteinen ist der Krebsforschung bereits ob ihres 

metastasierungsfördernden Potentials bekannt, ihre genaue Rolle bleibt jedoch 

teilweise noch unerforscht. Eines dieser Proteine ist das Oberflächenmolekül 

L1CAM, dessen Einfluss auf die Metastasierung von Melanomzellen in dieser Arbeit 

analysiert wurde.  

In dieser Arbeit wurde die Auswirkung des Stilllegens (Knockdown) des 

Oberflächenmoleküls auf das Metastasierungsverhalten zweier Melanomzelllinien in 

vitro und in vivo untersucht. Dabei wurden die zwei sich in ihrer originären 

Expression dieses Oberflächenmoleküls deutlich unterscheidenden Zelllinien MeWo 

(initial viel L1CAM) und MeWo (initial wenig L1CAM) ausgewählt. 

In in vitro Versuchen konnte zunächst kein eindeutiger, beide Zelllinien betreffender, 

Einfluss des Knockdowns von L1CAM auf das Zellverhalten beider Zelllinien 

gefunden werden. Es zeigte sich jedoch im Tierversuch, dass sich der Knockdown 

des Oberflächenmoleküls L1CAM signifikant negativ auf das 

Metastasierungsverhalten der Melanomzellen in vivo auswirkt, unabhängig davon, ob 

die Zellen initial viel (MeWo) oder wenig (MV3) L1CAM exprimierten. Tumore aus 

Zellen mit dem L1CAM Knockdown streuten signifikant seltener in das 

Lungengewebe der Versuchstiere. 

Auch eine Auswirkung des Knockdowns von L1CAM auf die Expression von Genen, 

welche an der epithelial-mesenchymalen Transition beteiligt sind, sowie eine 

Modulation der Expression der tumorhemmenden Schlüsselproteine p53 und p21 

und anderer, ließ sich in dieser Arbeit für beide Zelllinien zeigen.  

Zusammenfassend zeigte sich, dass L1CAM einen signifikanten Einfluss auf das 

Metastasierungsverhalten von Melanomzellen hat und somit einen 

vielversprechenden Ansatzpunkt für die Entwicklung weiterer medikamentöser 

Therapien des malignen Melanomes darstellt.  
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6. Summary English 

Malignant melanoma is a malignant neoplasia of the skin, which spreads 

aggressively. After distant metastases had formed almost no chance for cure exists. 

Thus, it is extremely important to identify druggable targets with different modes of 

action to enable individualised therapy even after distant metastases have formed 

and to prevent the formation of further metastases. Different proteins are already 

known to be promising targets for therapeutic agents because of their metastases 

promoting potential. One of these proteins, which need to be researched closely, is 

the surface protein L1 cell adhaesion molecule (L1CAM).  

In this work, we investigated the impact of a knockdown of L1CAM protein expression 

on the ability of malignant melanoma cells to metastasize in in vitro models reflecting 

part of the metastatic cascade and in vivo in a xenograft model. We chose two 

different cell lines: MeWo and MV3. It is known that MeWo wild type cells expressed 

considerably more L1CAM than wildtype MV3 cells. 

The in vitro experiments showed no distinct difference in cellular behaviour reflecting 

metastasis formation between cells with or wildtype cells without L1CAM knockdown.  

In vivo however there was a significant reduction in the number of spontaneous 

metastases into the mouse lungs within both groups of L1CAM knockdown cells. The 

impact was measurable in both cell lines, in the initially high L1CAM expressing 

MeWo cells, but also in the initially low L1CAM expressing MV3 cells. 

In both cell lines an influence of L1CAM expression on the expression of other genes 

which modulate epithelial mesenchymal transition or those which suppress 

melanoma growth such as p53 and p21 were noted. 

The significant impact of L1CAM expression on the process of metastasis formation 

of melanoma cells was shown, which makes L1CAM an interesting novel therapeutic 

target. 
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